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RESUMO

O leite ¢ uma das commodities mais relevantes do mundo. Estima-se que cerca de 10%
da populagdo mundial depende diretamente da pecuaria leiteira. O Brasil, atualmente, ¢ o
terceiro maior produtor de leite do mundo, somando mais de 34 bilhdes de litro/ano, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e India. Os produtos lacteos contribuem significativamente
com as necessidades de proteinas, carboidratos, lipideos e micronutrientes, sendo os principais
responsaveis pelo aporte de calcio para o nosso organismo; além de contribuirem com a
ingestdo de magnésio, selénio, riboflavina e vitamina B12. No Brasil, o leite fluido para ser
consumido in natura deve passar por um processo de pasteurizagdo previsto na legislacao
vigente. Para atestar que o processamento térmico foi realizado de forma efetiva, imediatamente
apos a pasteurizagdo o leite deve apresentar prova negativa para a fosfatase alcalina e positiva
para a peroxidase. Com isso, o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade da fosfatase
alcalina em leite submetido a diferentes condi¢des de tratamento térmico, além de investigar
uma possivel reativacdo da enzima ao longo de um shelf-life do leite de 72h. Foram aplicados
métodos qualitativo (oficial adotado pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento)
e quantitativo (colorimétrico de Scharer descrito pela American Public Health Association).
Com os resultados deste trabalho, foi possivel definir um pardmetro no qual o método oficial
qualitativo detectou a presenca da fosfatase alcalina, sendo ele definido em 4,13 ng de fenol
mL™! de leite. Além disso, foi apresentado que niio existe uma relacdo direta entre a adicdo de
leite cru e a concentracdo de fenol gerada. Dessa forma, ndo ¢ aconselhado a utilizagdo de
dopagem de leite para avaliar o método oficial qualitativo, uma vez que as mesmas dosagens
de leite cru podem resultar em diferentes concentracdes de fenol, devido a composi¢do de cada
leite. Os dados apontaram que a composi¢do do leite utilizado nos tratamentos térmicos
influenciou na inativa¢do da enzima e a gordura, aparentemente, foi um dos componentes
responsaveis por tal resultado. Foi evidenciado que o método oficial ndo se mostrou adequado
para verificar a pasteurizacdo do leite, uma vez que ndo detectou a presenca da enzima em uma
amostra de sub-pasteurizagdo (70°C/20s). Além do mais, o limite expresso pelo método de
Scharer (1 pg fenol mL™) para verificar a pasteuriza¢io do leite nio se mostrou apropriado,
visto que as amostras devidamente pasteurizadas (72 °C/20s, 75 °C/20s e 65 °C/30 minutos)
apresentaram valores acima do estipulado pelo método. Algumas amostras de leite tratadas
termicamente apresentaram aumento na atividade residual da fosfatase alcalina ao longo do
shelf-life, apontando que a enzima pode ter sofrido uma reativagdo apds o tratamento térmico.

Concluiu-se que o método oficial ndo apresentou uma boa sensibilidade de detec¢do da



fosfatase alcalina, verificou-se que o parametro limite para atestar a eficiéncia de pasteurizagao
do método quantitativo deve ser ajustado para cada tipo de leite: desnatado, semidesnatado e
integral; e foi reforcado a exigéncia de se realizar o teste da ALP imediatamente apos o processo
de pasteurizacao do leite, a fim de minimizar as chances de resultados falso-positivos devido

a possivel reativagdo da enzima.

Palavras-chave: Leite. Pasteurizagdo. Fosfatase alcalina. Reativagao.



ABSTRACT

Milk is one of the most relevant commodities in the world. It is estimated that about 10% of the
world's population depends directly on dairy farming. Brazil is currently the third largest
producer of milk in the world, adding more than 34 billion liters/year, behind only the United
States and India. Dairy products contribute significantly to the needs of proteins, carbohydrates,
lipids and micronutrients, being the main responsible for the supply of calcium to our organism;
in addition to contributing to the intake of magnesium, selenium, riboflavin and vitamin B12.
In Brazil, fluid milk to be consumed in natura must undergo a pasteurization process provided
for in current legislation. To attest that the thermal processing was carried out effectively,
immediately after pasteurization, the milk must show a negative test for alkaline phosphatase
and a positive test for peroxidase. Thus, the objective of this work was to determine the activity
of alkaline phosphatase in milk subjected to different heat treatment conditions, in addition to
investigating a possible reactivation of the enzyme over a 72-hour milk shelf-life. Qualitative
methods (official adopted by the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply) and
quantitative methods (Scharer colorimetric described by the American Public Health
Association) were applied. With the results of this work, it was possible to define a parameter
in which the official qualitative method detected the presence of alkaline phosphatase, which
was defined as 4.13 pg of phenol mL-1 of milk. Furthermore, it was shown that there is no
direct relationship between the addition of raw milk and the generated phenol concentration.
Thus, the use of milk doping to evaluate the official qualitative method is not recommended,
since the same dosages of raw milk may result in different concentrations of phenol, due to the
composition of each milk. The data showed that the composition of the milk used in the heat
treatments influenced the inactivation of the enzyme and the fat, apparently, was one of the
components responsible for this result. It was shown that the official method was not adequate
to verify the pasteurization of milk, since it did not detect the presence of the enzyme in a sub-
pasteurization sample (70°C/20s). Furthermore, the limit expressed by the Scharer method (1
ng phenol mL-1) to verify the pasteurization of the milk did not prove to be appropriate, since
the properly pasteurized samples (72 °C/20s, 75 °C/20s and 65 °C/ 30 minutes) presented values
above the stipulated by the method. Some heat-treated milk samples showed an increase in
residual alkaline phosphatase activity over the shelf-life, indicating that the enzyme may have
undergone reactivation after heat treatment. It was concluded that the official method did not
show a good sensitivity for alkaline phosphatase detection, it was verified that the limit

parameter to certify the pasteurization efficiency of the quantitative method must be adjusted



for each type of milk: skimmed, semi-skimmed and whole; and the requirement to perform the
ALP test immediately after the milk pasteurization process was reinforced, in order to minimize

the chances of false-positive results due to possible reactivation of the enzyme.

Keywords: Milk. Pasteurization. Alkaline phosphatase. Reactivation.
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1 INTRODUCAO

O leite ¢ uma das commodities mais relevantes do mundo. Estima-se que cerca de 10%
da populacao mundial depende diretamente da pecuaria leiteira. Em paises desenvolvidos e
subdesenvolvidos, o setor de laticinio promove a subsisténcia sustentavel de pequenos
produtores rurais, gerando renda que sustenta suas familias (SIQUEIRA, 2019). O Brasil,
atualmente, ¢ o terceiro maior produtor de leite do mundo, somando mais de 34 bilhdes de
litro/ano, ficando atras apenas dos Estados Unidos e India, segundos dados da Food and
Agriculture Organization of the United Nations (ROCHA; CARVALHO; RESENDE, 2020).

Os produtos lacteos sdo um dos principais responsaveis por fornecer nutrientes
essenciais para uma dieta saudavel. Eles contribuem significativamente com as necessidades de
proteinas, carboidratos, lipideos e micronutrientes da dieta humana, sendo os principais
responsaveis pelo aporte de calcio para o nosso organismo (DROR; ALLEN, 2014). Além
disso, eles também contribuem com a ingestdo de magnésio, selénio, riboflavina e vitamina
B12 (SIQUEIRA, 2019). No cenario nacional, segundo dados do IBGE nos anos de 2017 e
2018, os produtos mais consumidos pelos brasileiros foram leite fluido, queijos e iogurtes. Os
dados mostraram que, em média, 32,2 kg de lacteos s@o consumidos por ano (SIQUEIRA,
2021).

O leite cru pode ser considerado um 6timo meio de cultura de diversos microrganismos,
sendo estes patogenos e nao patdgenos (VIDAL; NETTO, 2021). No Brasil, para que o leite
fluido possa ser consumido de forma direta ele deve passar por um processo de pasteurizagao
previsto na legislagdo, visando inativar os microrganismos patogénicos do leite cru (BRASIL,
2017). De acordo com a legislagdo, apds o processamento térmico do leite, o mesmo deve ser
submetido a prova da fosfatase alcalina (ALP), para garantir a eficiéncia de pasteurizacdo do
produto (BRASIL, 2018).

Diante de tais importancias econdmicas, nutricionais e tecnoldgicas do leite, este
trabalho visa contribuir com dados atuais sobre os métodos ja utilizados para a deteccdo e a
quantificagdo da ALP em leite, além de fornecer informagdes sobre as influéncias dos diferentes

tipos de leite na avalia¢do da eficiéncia de pasteurizacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O referencial teodrico deste trabalho aborda as informagdes essenciais sobre os temas

discutidos ao longo da pesquisa.

2.1 COMPOSICAO DO LEITE

O leite por defini¢do ¢ a secrecao das glandulas mamarias dos animais mamiferos ¢ a
sua principal fung¢do ¢ servir de nutricdo para seus filhotes (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006). Entretanto, o leite de diferentes espécies como ovelha, cabra, camela e bufala
¢ comumente consumido pelos humanos de forma direta ou através de seus derivados.

A composicao principal do leite ¢ dividida em 4gua, gordura, carboidratos, proteinas e
minerais. Ela varia de acordo com cada espécie de mamifero, ragca do animal, estagio de
lactacdo, sazonalidade e outros fatores (VIDAL; NETTO, 2021). Na Tabela 1 ¢ apresentada a

composicdo média do leite de vaca da regido dos paises baixos.

Tabela 1 — Valor médio dos componentes do leite de vaca.

Componente Média (% m/m)
Agua 87,1
Gordura 4,0
Soélidos ndo gordurosos 8,9
Lactose 4,6
Proteina 33
Minerais 0,7

Fonte: Adaptado de Walstra (2006).

A é4gua ¢ o componente majoritario do leite e ¢ onde se encontram emulsionados os
demais componentes (VIDAL; NETTO, 2021).

A gordura é composta de uma mistura de acidos graxos de comprimento de cadeia
variados. Ela ¢ encontrada no leite na forma de pequenos globulos, envolto por uma membrana
constituida de fosfolipidios que impede a coalescéncia entre esses globulos de gordura (VIDAL;
NETTO, 2021; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Os solidos ndo gordurosos incluem a lactose, a proteina e os minerais presentes no leite.
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A lactose, que ¢ o principal agtcar encontrado no leite, ¢ um dissacarideo composto de
uma molécula de glicose e uma molécula de galactose. E um agticar redutor e esta presente no
leite de todos os mamiferos (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A parte proteica do leite pode ser dividida entre as caseinas e as proteinas do soro. A
caseina ¢ a sua principal proteina e ¢ fragmentada em osi, as2, B-caseina e k-caseina. As
proteinas do soro, por outro lado, sdo compostas pela a-lactoglobulina, B-lactoglobulina,
lactoferrina, lactoperoxidase, albumina do soro bovino, imunoglobulinas, glicomacropeptideos,
entre outras (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2017). Além disso, o leite ainda possui uma
ampla variedade de enzimas (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Os principais minerais encontrados no leite sdo célcio, sodio, potassio e magnésio, além
dos fosfatos inorgénicos, citratos e cloretos (GAUCHERON, 2005).

Posto isso, fica claro que o leite ¢ uma matriz complexa. A sua composi¢do quimica
define o seu valor nutricional, os aspectos sensoriais € sdo responsaveis pela extensdo das

reacdes quimicas existentes neste sistema (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

2.2 TRATAMENTO TERMICO

As industrias de alimentos usam os tratamentos térmicos visando a destruicao dos seus
microrganismos patogénicos, garantindo assim a seguranga do alimento. Além disso, esses
processamentos ainda aumentam o shelf-life, uma vez que inativam as bactérias responsaveis
pela deterioragdo do alimento (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Os tratamentos térmicos mais utilizados nas industrias de alimentos sdo a termizacao, a
pasteurizagdo e o processo Ultra High Temperature (UHT). Estes métodos diferem,
principalmente, com relagdo a temperatura ¢ ao tempo de aquecimento do produto. Como
consequéncia disso, as caracteristicas do alimento e o seu prazo de validade sdo distintos
(ARAUIJO et al., 2021).

No Brasil, o 6rgao responsavel pelo controle e fiscaliza¢do do leite e seus derivados € o
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), que dispde do Regulamento de
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA). Este tem como objetivo
a inspecdo e a fiscalizacdo de estabelecimentos de produtos de origem animal que realizam o
comércio interestadual ou internacional, sendo estas acdes de responsabilidade do Departamento de
Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA) e do Servico de Inspegdo Federal (SIF)
(BRASIL, 2017).
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2.2.1 Termizacgiao

Pela legislacao brasileira, a termizagdo ¢ definida como a “aplicagdo de calor ao leite
em aparelhagem propria com a finalidade de reduzir sua carga microbiana, sem alteracao das
caracteristicas do leite cru” (BRASIL, 2017).

A termizagdo € o tratamento térmico mais brando que ¢ aplicado ao leite com o objetivo
de inibir temporariamente o crescimento bacteriano, até que o leite possa passar pelo processo
de pasteurizagio (ARAUJO et al., 2021). O bindmio tempo/temperatura desse processo consiste
no aquecimento do leite de 63 °C a 65 °C por 15s ou 60 °C a 69 °C por 20s (ARAUJO et al.,
2021; BYLUND, 1995).

Os alvos deste processo sdo os microrganismos psicrotroficos, que podem produzir
lipases e proteases resistentes ao calor (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Para evitar
o desenvolvimento de bactérias formadoras de esporos, o leite, apos sofrer o processo de

termizagdo, deve ser armazenado a uma temperatura de 4 °C (BYLUND, 1995).

2.2.2 Pasteurizacao

A pasteurizagdo foi descrita pela primeira vez em 1864 pelo cientista francés Louis
Pasteur (1822 — 1895), que descobriu que o aquecimento do vinho preservava as caracteristicas
do produto por mais tempo, pois destruia seus microrganismos deteriorantes. Pasteur
determinou o tempo e a temperatura exata para destruir os microrganismos nocivos do vinho,
sem que o produto perdesse sua qualidade. A partir do século XIX, o processo de pasteurizagdo
se tornou uma pratica comum para garantir uma seguranga de consumo de alguns alimentos,
inclusive o leite (PATRA; RAO; MEGHWAL, 2018).

A pasteurizagdo foi desenvolvida, inicialmente, para destruir o microrganismo
Mycobacterium tuberculosis, responsavel pela tuberculose. No século XIX, o leite era o
principal responsavel por essa infec¢do. Apds a adocao desse tratamento no produto, os casos
de tuberculose diminuiram significativamente na Europa. Naquela época, a condicdo de
pasteurizagdo era de 61 °C / 30 min, tendo como referéncia o Mycobacterium tuberculosis.
Entretanto, a atual defini¢do do Codex Alimentarius Commission aponta que o processo de
pasteurizacdo também deve ser eficiente para a destrui¢do do Coxiella burnetii, que ¢ mais
resistente e causador da febre Q. Com isso, o bindmio tempo/temperatura do processo foi

alterado para ser eficaz na destrui¢do de ambos os microrganismos (CERF; CONDRON, 2006).
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O processo de pasteurizacdo pode ser realizado de forma lenta ou rapida. A
pasteurizacdo lenta (LTLT, Low Temperature Long Time) consiste no aquecimento indireto do
leite a uma temperatura na faixa de 63 °C a 65 °C por 30 minutos. O processamento rapido
(HTST, High Temperature Short Time) compreende o aquecimento na faixa de temperatura de
72 °C a 75 °C de 15 a 20 segundos (BRASIL, 2017).

Geralmente, o tratamento térmico HTST ¢ o mais utilizado pelas industrias. Neste caso,
a pasteurizacgao realizada de forma indireta a partir de equipamentos que possuem trocador de
calor a placas. Apos ser aquecido, o leite permanece por um tempo determinado, em um tubo
de retardamento. Esse processo torna-se mais econdmico, pois o proprio leite que passa pelo
pasteurizador aquece o leite que ainda sera pasteurizado. Apds o aquecimento, o leite segue

para o resfriamento em uma se¢o que troca calor com agua gelada (ARAUJO et al., 2021).

2.2.3 Processo UHT

De acordo com o RIISPOA, entende-se por processo UHT o tratamento térmico
aplicado ao leite a uma temperatura entre 130 °C e 150 °C por 4s. O tratamento ¢ realizado por
meio do processo de fluxo continuo, sendo o produto resfriado a temperatura inferior a 32 °C,
imediatamente ap6s o aquecimento, e envasado sob condigdes assépticas em embalagens
esterilizadas e hermeticamente fechadas (BRASIL, 2017). As condi¢des de esterilizagdo do
leite foram estabelecidas com base nos parametros de destruicdo dos esporos Bacillus
stearothermophilus e Bacillus subtilis (ARAUJO et al., 2021).

Nesse processo, o leite ¢ submetido a envase asséptico, sendo utilizadas embalagens
esterilizadas com peroxido de hidrogénio e ar quente. Devido a essas condi¢des e a temperatura
a que o produto € submetido, o seu shelf-life ¢ estendido e ndo € necessario a refrigeragao do
mesmo (VIDAL; NETTO, 2021).

Esse tratamento térmico severo ocasiona alteragdes fisico-quimicas no leite apds
armazenamento prolongado, podendo levar a percepgdes sensoriais ao consumidor, como
sabores desagradaveis e escurecimento do produto. Os principais processos que afetam esses
parametros sdo proteoliticos, oxidativos e a reagdo de escurecimento ndo enzimatico (reagao de

Maillard) (KARLSSON et al., 2019).
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2.3 USO DE ENZIMAS PARA AVALIACAO DO TRATAMENTO TERMICO

O setor de alimentos € o que requer o maior uso industrial das enzimas para a realiza¢ao
de processos. Elas sdo aplicadas em diversos segmentos como panificacdo, producao de
derivados lacteos, produgdo de bebidas, tratamentos térmicos, suplementos dietéticos, entre
outros (GARG; SEHRAWAT; YADAYV, 2016).

Com base no setor de laticinio, o leite ¢ um produto de matriz complexa no qual relata-
se a presenga de pelo menos 60 enzimas enddgenas. Varias dessas enzimas tém uma
importancia tecnologica do ponto de vista de deterioracdo, tratamento térmico, infeccdo e
atividade antimicrobiana (ANDREN, 2021; FOX et al., 2015a).

O grande interesse pelas enzimas de uso industrial se d4 devido a sua grande
especificidade em relacdo ao pH, substratos, temperatura e pressdo, além do seu alto grau de
conversao para os produtos de interesse e da sua excelente atividade no leite (FERNANDES,
2010).

Com foco no tratamento térmico, as principais enzimas utilizadas para esse fim sdo a
y-glutamil transferase, a lactoperoxidase e a fosfatase alcalina (ANDREN, 2021; REHMAN et
al., 2003).

2.3.1 y-glutamil transferase

A y—glutamil transferase (GGT) ¢ uma enzima (EC 2.3.2.2) que catalisa as
transferéncias de residuos y—glutamil de peptideos que contém esse aminoacido (REHMAN et
al., 2003). Ela foi isolada e caracterizada pela primeira por Tate e Meister (1976). A GGT ¢
uma glicoproteina encontrada na membrana do glébulo de gordura do leite. E um dimero de
peso molecular igual a 80 kDa com subunidades de 57 kDa e 26 kDa (FOX et al., 2015a). Sua
atividade 6tima € na faixa de pH 8 — 9,5, seu ponto isoelétrico (pl) € igual a 3,85 a 45 °C. Sua
atividade ¢ inibida com a presenca de iodoacetato, diisopropilfluorofosfato e ions metélicos,
como Cu®** e Fe’* (FARKYE, 2003).

Na industria de laticinios a GGT pode ser utilizada para avaliar o tratamento térmico de
pasteurizacao do leite, pois apresenta uma resisténcia térmica em um intervalo de 72 °C a 80 °C

por 15s (FARKYE, 2003).
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2.3.2 Lactoperoxidase

A lactoperoxidase (LPO) ¢ uma enzima (EC 1.11.1.7) que catalisa reagdes de um
substrato que pode ser oxidado ou um doador de hidrogénio, na presenga de peroxido de
hidrogénio (H202) (FOX et al., 2015b).

A LPO ¢ a segunda enzima mais abundante do leite e ¢ sintetizada nas glandulas
mamarias do animal. E um dimero de peso molecular igual a 82 kDa sendo formado por duas
subunidades idénticas. Esta enzima se liga aos ions calcio (Ca*"), que é fundamental para sua
estabilidade e que também contribui para sua alta resisténcia ao calor (FOX et al., 2015b).

Uma das suas principais func¢des ¢ diminuir a quantidade de H>O» no leite e isso justifica
o fato do leite cru apresentar baixos niveis desse composto. Além do mais, em condigdes
adequadas de adi¢ao de H2O; e de ions tiocianato (SCN"), pode-se formar um sistema que inibe
o crescimento de microrganismos (PRUIT, 2003). Esse sistema formado de LPO-H>0,-SCN
pode ser utilizado para pasteurizar o leite a frio e é empregado em casos onde ndo ha
refrigerag¢do ou pasteurizagdo térmica (FOX et al., 2015b).

A LPO ¢ a enzima mais termorresistente do leite. Ela se torna inativa na condi¢ao de
aquecimento de 80 °C por 2,5 segundos. Devido a isso, essa enzima pode ser utilizada no
controle da pasteurizacao do leite, garantindo que o produto ndo sofreu um superaquecimento

(LORENZEN et al., 2010).

2.3.3 Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (ALP) ¢ uma enzima (EC 3.1.3.1) natural que est4 presente em todo
leite cru. Ela foi caracterizada pela primeira vez por Graham e Kay (1933). Esta enzima ¢ uma
fosfomonoesterase que catalisa a hidrolise de monoésteres de acidos fosforicos (REHMAN et
al., 2003). Sua atividade 6tima esta na faixa de pH de 9,5 — 10 em uma temperatura de 37 °C
(AHMAD PUNOO, 2018).

A ALP se encontra concentrada na interface da membrana do glébulo de gordura do
leite (AHMAD PUNOQO, 2018). Cerca de 30-50% da ALP ¢ encontrada na fase creme e o
restante disperso no leite desnatado, provavelmente nas particulas de lipoproteinas (REHMAN
et al., 2003). Sua concentracgdo inicial varia devido a sazonalidade, a espécie do animal e o
tempo de lactacdo (FOX et al., 2015).

Essa enzima é uma glicoproteina que contém acido sialico. E um homodimero de duas

subunidades de massa molecular de aproximadamente 85 kDa cada (FOX et al., 2015;
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REHMAN et al., 2003). Na sua forma ativa ela estd complexada com quatro 4&tomos de Zn que
garantem as suas propriedades funcionais (AHMAD PUNOO, 2018).

A ALP ¢ a enzima mais importante no leite, do ponto de vista tecnoldgico, pois €
utilizada como indice de pasteurizacao de produtos lacteos. Isso porque sua inativagao térmica
acontece em condigdes ligeiramente superiores as de destruicdo dos microrganismos
patogénicos do leite, principalmente o Mycobacterium tuberculosis e a Coxiella burnetii, que
sdo bactérias alvos da pasteurizagao (FOX; KELLY, 2006; PATRA; RAO; MEGHWAL,
2018). Estudos mostraram que a inativagao da ALP segue uma reagao de primeira ordem, tendo
como ponto médio de desnaturagdo uma temperatura de 56 °C por um tempo de 30 minutos
(LEVIEUX; GENEIX; LEVIEUX, 2007; STANCIUC et al., 2011). Dessa maneira, se for
verificada a reducao da atividade da ALP, pode-se inferir que houve a destrui¢ao desses
microrganismos alvos (RANKIN et al., 2010).

Apbs a pasteurizagdo do leite, o produto deve apresentar teste negativo para ALP, para
garantir que o mesmo alcangou a temperatura de inativagdo dos microrganismos, € apresentar
teste positivo para a LPO, garantindo que ele ndo sofreu um processo de superaquecimento
(BRASIL, 2018).

Apesar da ampla utilizacdo da ALP como indice de verificagdo de pasteurizacdo, esta
enzima pode ndo ser a mais adequada para isso, devido a possibilidade de existéncia de ALP
de origem microbiana, cuja resisténcia térmica ¢ maior do que a ALP endogena do leite
(MACHADO et al., 2009; RANKIN et al., 2010). Além disso, a enzima pode se inativar em
condi¢des de sub-pasteurizagdo, como 70 °C por 16 segundos e também, em certas condi¢des,

sofrer reativacao devido a sua renaturacao (FOX; KELLY, 2006; REHMAN et al., 2003).

2.3.3.1 Reativacdo da ALP

A reativacdo da ALP foi evidenciada pela primeira vez por Wright e Tramer (1953) que
observaram que o leite UHT apresentou resultado negativo no teste da ALP logo apds o
processo térmico, mas que ap6s um tempo de estocagem apresentou resultado positivo.

A reativacdo dos produtos tratados por HTST acontece com menor frequéncia,
entretanto, em certas condi¢des de armazenamento e pH, ela pode ocorrer. A temperatura 6tima
de ocorréncia desse processo ¢ de 34 °C e o pH de 6,5 (AHMAD PUNOO, 2018).

Em geral, a reativa¢do da enzima aumenta com a temperatura de pasteurizagio e a
diminui¢do do tempo de retardamento (REHMAN et al., 2003). Os produtos com alto teor de
gordura sdo mais aptos a sofrerem reativagdo (PATRA; RAO; MEGHWAL, 2018).
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Os ions metalicos Zn>", Mg?* e Ca®?" causam uma mudanc¢a conformacional na ALP
desnaturada, fazendo com que ela volte para seu estado nativo e exerga sua atividade. Do
contrario, os fons Sn*", Cu** e Co**, compostos quelantes como etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e fosfatos inorganicos sao inibitorios da renaturagao (FOX et al., 2015).

Os grupos sulfidrila (SH) aparentemente sdo importantes para a reativacdo, o que
explica o fato dos produtos tratados por UHT serem mais propensos a reativacdo do que os
produtos tratados por HTST. A fun¢ao do grupo SH, proveniente da desnaturacao das proteinas
do soro, ¢ de quelar os metais e evitar a renaturagdo da enzima. Dessa forma, as proteinas do
soro se ligam aos metais e diminuem a concentragio de Zn>" e Mg?" do meio (FOX et al., 2015).
No processo UHT, a desnaturacao das proteinas do soro ¢ maior, entretanto, elas estdo, em sua
grande maioria, formando liga¢des dissulfetos com k-caseina. Assim, a fun¢do quelante que as
soroproteinas desempenhariam, principalmente a [-lactoglobulina, fica comprometida
deixando os metais livres, e acabam ndo atuando na prevencdo da renaturagdo da enzima

(MACHADO et al., 2009).

2.4 METODOS DE AVALIACAO DA ALP

O método oficial internacional para a medi¢do da ALP ¢ o fluorimétrico (ISO 11816-
1:2013) designado para avaliagdo da atividade da enzima em leite cru e pasteurizado. Este pode
ser aplicado em leite integral, semidesnatado, desnatado e leites aromatizados, oriundos de
vaca, cabra ou ovelha; além de também ser aplicavel a produtos em pé ap0s reidratacdo. Neste
teste, ¢ considerado negativo se a atividade residual da enzima no leite de vaca for inferior a
350 mU/L. Esta atividade ¢ equivalente a adicdo de 0,02 — 0,05% de leite cru em leite
pasteurizado segundo Greenwood e Rampling (1997) e 0,1% de acordo com Scintu et al.
(2000).

No geral, os testes validados para a analise da ALP sdo classificados em trés tipos:
colorimétricos, fluorimétricos e quimioluminescentes (AHMAD PUNOO, 2018). Existem
diferentes métodos que podem ser utilizados para a verificacdo da ALP, desde que eles sejam

validados frente aos métodos de referéncias (CLAWIN-RADECKER et al., 2021).
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2.4.1 Colorimétricos

Os ensaios colorimétricos para a avaliacao da atividade da ALP sdao fundamentados na
liberacao de produtos cromogénicos. A maioria dos testes colorimétricos atuais sao embasados
no primeiro teste descrito por Kay e Graham Jr (1935). Nestas avalia¢des, a atividade da enzima
¢ avaliada de forma indireta pela determinagdo espectrofotométrica do produto, apds a
desfosforilagdao de diferentes substratos como: fenilfosfato, fenilfosfato de sodio, fenolftaleina
fosfato, 5-bromo-4-cloro 3-indolil fosfato, ou p-nitrofenilfosfato (CLAWIN-RADECKER et
al., 2021). Vale ressaltar que alguns testes sdo qualitativos, sendo eles analisados apenas
visualmente.

Os métodos colorimétricos mais utilizados atualmente sdo os de Scharer (1938),
espectrofotométrico e visual, o de Rutgers (BABSON; GREELEY, 1967) e o de Aschaffenburg
e Mullen (1949).

2.4.1.1 Meétodo de Scharer: Visual e espectrofotométrico

O método de Scharer ¢ considerado um método rapido, pois oferece uma redugdo
consideravel do tempo de andlise em relagdo ao método original (KAY; GRAHAM JR, 1935),
o qual ele foi baseado.

Neste teste a ALP cliva a ligacdo éster monofosforica do substrato fenilfosfato
dissédico, liberando fenol e fosfato. O fenol liberado reage com o reagente cromogénico 2,6-
dicloroquinona-4-cloroimida (CQC) e forma um composto azul de indofenol (RANKIN et al.,
2010). Esta reacao ¢ descrita na Figura 1. A mediacao da atividade da ALP ¢ realizada de forma

indireta pela quantificagdo do indofenol formado.
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Figura 1 — Equagdo quimica da reagdo envolvida no teste colorimétrico de Scharer.
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(CQC)
Indofenol

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Adaptado de (RANKIN et al., 2010).

O aumento da intensidade da coloragdao azul infere um aumento da concentracao da
ALP. No caso do método visual, a intensidade da cor azul ¢ comparada com um conjunto de
padrdes, enquanto no método quantitativo a determinacdo ¢ realizada de forma
espectrofotométrica no comprimento de onda de 650 nm. A quantificagao da enzima ¢ feita
com o auxilio da curva analitica construida a partir de diferentes concentracdes de fenol. De
acordo com o método, um valor igual ou acima de 1 pg fenol mL™! de produto ¢ indicativo de
pasteurizagdo inadequada (WEHR; FRANK, 2004).

Apesar do método de Scharer ser rdpido e de facil utilizagdo, ele apresenta limitagdes
que podem interferir na sua aplicagdo. Scharer ressalta o cuidado com o uso de vidrarias, uma
vez que as mesmas podem ser contaminadas com fenol e gerar resultados falso-positivos no
teste da ALP. Além disso, o indofenol formado ¢ instavel ao longo do tempo, o que pode gerar

resultados falso-negativos (SCHARER, 1943).
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2.4.1.2 Meétodo de Rutgers

No teste de Scharer, o indofenol liberado ¢ extraido com butanol para realizar a leitura
da absorbancia no espectrofotdmetro. Entretanto, foi relatado que em alguns casos pode ocorrer
a formagdo de emulsdo que reduz a eficiéncia da extragdo (RANKIN et al., 2010). Devido a
isso, Babson e Greeley (1967) propuseram o uso do substrato monofosfato de fenolftaleina,
dando origem ao método de Rutgers.

Neste método, ao passo que a ALP catalisa a reacdo de hidrolise e libera a fenolftaleina,
a sua concentragdo pode ser determinada por titulagdo com NaOH. Esta reacdo ¢ descrita na

Figura 2.

Figura 2 — Equagdo quimica da reagdo envolvida no teste colorimétrico de Rutgers.
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© OH
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Fenolftaleina em meio acido Fenolftaleina em meio basico

(incolor) (rosa)

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Adaptado de (RANKIN et al., 2010).

Ao contrario do produto liberado na rea¢do de Scharer, a fenolftaleina liberada nesse

caso ¢ estavel ao longo do tempo, com isso, minimiza-se a chance de resultados falso-negativos

(AHMAD PUNOQO, 2018).
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2.4.1.3 Meétodo de Aschaffenburg e Mullen
No ensaio de Aschaffenburg e Mullen o substrato utilizado ¢ o p-nitrofenilfosfato que ¢
clivado pela ALP, gerando o indicador nitrofenol e o fosfato. Neste caso, o produto formado

possui coloragdo amarela. A reagdo pode ser observada na Figura 3.

Figura 3 — Equacao quimica da reacdo envolvida no método de Aschaffenburg e Mullen.

i
O—T—OH OH
OH (0]
ALP - .
+ 2HO0 ——— + Ho—F|=—o +  2HO
o
N02 N02
p-nitrofenilfosfato p-nitrofenol Hidrogenotosfato

Fonte: Elaborado pela autora (2023). Adaptado de (RANKIN et al., 2010).

Este método possui uma vantagem de nao haver a necessidade de extragdo do produto,
além do curto tempo de analise. Assim como o método de Scharer, este ¢ um método aceito
pela American Public Health Association (APHA) para a avaliagdo da ALP (AHMAD PUNOQO,
2018).

2.4.2 Fluorimétricos

Os métodos fluorimétricos sao baseados na quantificacdo de um radical fosfato liberado
devido a catalise da ALP sobre um substrato auto-indicador, liberando um produto que ¢
altamente fluorescente. Esse € o caso da reagao com o 4 metilumbeliferil fosfato, liberando
7-hidroxi-4-metilcumarina, que tem fluorescéncia 6tima em pH 14 (YOSHITOMI, 2004).

Um ensaio para medir a atividade da ALP em uma gama de produtos lacteos foi relatada
por Fenoll et. al (2002), baseado na quantificagdo do produto fenolato, gerado pela hidrélise do
trifluorometil-B-umbeliferona fosfato.

Atualmente, um éster monofosférico aromatico ndo fluorescente (2'-[2-benzotiazolil]-
6'-hidroxibenzotiazol fosfato) € utilizado para avaliar de forma direta a atividade da ALP em
produtos lacteos, pela quantificagdo do produto 2'-(2-benzotiazolil)-6'-hidroxibenzotiazol.

Neste caso, a medicao da atividade da enzima ¢ medida a 38 °C ao longo de 3 minutos (ISO
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11816-1,2013). Esse método foi comparado com os métodos colorimétricos de Aschaffenburg
e Mullen, e Scharer, demonstrando ter uma alta precisdo, além de ser mais rapido e simples de
executar. Com isso, foi relatado que este método fluorimétrico ¢ cerca de 100 a 1000 vezes

mais sensivel do que os métodos colorimétricos (RANKIN et al., 2010).

2.4.3 Quimioluminescentes

A abordagem quimioluminescentes ¢ baseada na desfosforilagdo de substratos de
adamantil 1,2-dioxetano, como o adamantil-1,2-dioxetano fenilfosfato. Esse substrato é
hidrolisado pela ALP para formar intermediarios fenoxidos, que se decompdem com emissao
prolongada de luz, podendo ser lida por um luminémetro ou dispositivo de contagens de fotons
(AHMAD PUNOOQO, 2018). Os ensaios quimioluminescentes apresentam sensibilidades
semelhantes aos métodos fluorimétricos (INSKI et al., 1994)

Uma metodologia quimioluminescente (ISO 22160: 2007) foi revisada e aprovada pela
International Dairy Federation e é considerada entdo um método validado para testes da
atividade da ALP em produtos lacteos. Essa metodologia junto com o método fluorimétrico
(ISO 11816-1:2013) sdo os mais aceitos para verificar a atividade da enzima (RANKIN et al.,
2010).

2.4.4 Métodos alternativos

Além dos métodos validados para a verificacdo da enzima, existem diversos métodos
alternativos que sdo aplicados para verificar a atividade da ALP. Os mais comuns s3o os
métodos rapidos comercializados em kit de reagentes e as tiras colorimétricas (SEIXAS et al.,
2014).

Um estudo realizado por Serra et al. (2005) demonstrou o uso da eletroquimica para o
monitoramento rapido da ALP em leite. Nesta pesquisa foi utilizado um biossensor de tirosinase
composto de grafite-teflon amperométrico. O fenilfosfato foi utilizado como substrato, em que
o fenol produzido enzimaticamente pela agdo da ALP, era oxidado a quinona pela tirosinase.
A quinona formada entdo era reduzida a catecol na superficie do eletrodo. Isso produzia um
ciclo entre o produto eletroativo e o substrato da tirosinase, que permitia a deteccao da ALP. O

biossensor proposto apresentou a vantagem de nao requerer nenhuma etapa de incubagdo,
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demonstrando-se uma metodologia simples e rapida. Além disso, o método se mostrou
altamente sensivel com um limite de detec¢do (LD) de 6,7 X 10~ 1% mol L.

Outra abordagem utilizando um biossensor foi reportada por Mahato e Chandra (2019)
que utilizou um prototipo desenvolvido com papel para a deteccdo da ALP a olho nu, em
amostras de leite. A avaliacdo quantitativa foi realizada com uma técnica baseada em
colorimetria de imagem digital integrada com smartphone, que empregou o uso do sistema
RGB (Red, Green and Blue) para a quantificagdo. O biossensor foi desenvolvido pela
imobilizacao covalente de anticorpos ALP na superficie do papel. Os resultados quantitativos
foram obtidos com base na reacdo entre a sonda-sensor ligada a ALP e o 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato. Esta reagdo gera um precipitado azul-esverdeado, passivel de ser processado com
um smartphone. O biossensor foi considerado pelos autores altamente sensivel mostrando uma

recuperagdo de 91 a 100% de ALP em amostras de leite.
2.5 TECNICA DE ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

A espectroscopia ¢ o estudo da interagdo da luz com a matéria. A técnica de
espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-VIS) ¢ uma técnica de que se baseia na medicao da
absor¢do de luz monocromatica, no comprimento de onda entre 160 e 800 nm, por compostos
moleculares (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A espectrofotometria UV-VIS se fundamenta na lei de Beer-Lambert (Equagdo 1), em
que a absorbancia ou a transmitdncia da solucdo contida em uma cubeta transparente ¢

proporcional a concentracao do analito (PAIVA et al., 2014).
A= —logT= logIT0 = ¢bc Equagdo (1)

onde, A é a absorbancia, T € a transmitancia, Ip € a intensidade da luz incidida na célula
contendo a solucdo, I ¢ a intensidade da luz transmitida, € é absortividade molar do analito, b é
o caminho Optico e ¢ a concentragdo do analito (PAIVA et al., 2014).

A espectrofotometria UV-VIS possui inimeras aplicagdes como: a elucidagdo de
estruturas organicas, a determinacdo da concentra¢do de um analito, a detec¢do de impurezas
nos compostos, a analise de compostos farmacéuticos para inferir sua qualidade, entre outras

(VERMA; MISHRA, 2018).
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Existem dois tipos de equipamentos utilizados para realizar as analises
espectrofotométricas: o espectrometro de feixe simples e o de feixe duplo (VERMA; MISHRA,
2018).

2.5.1 Espectrometro de feixe simples

O espectrometro UV-VIS de feixe simples, ilustrado na Figura 4, ¢ composto por fontes
de radiagdo, que no geral, s3o de tungsténio e deutério; um monocromador ou um filtro, para a
selecdo do comprimento de onda; a célula da amostra; um detector e um sistema de leitura, que

consta com um amplificador e um leitor (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Figura 4 — Esquematizagao do espectrometro de feixe simples.

espelho

3

fonte fenda de
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os equipamentos de feixe simples variam entre as complexidades e as caracteristicas de
desempenho. Os mais sofisticados trabalham em uma faixa de comprimento de onda de 200 a
1000 nm, utilizando fontes de lampadas intercambiavel de tungsténio e deutério, células de
amostra transparentes de quartzo ou silica fundida, monocromadores de alta resolu¢do com rede
de difragdo, e valvulas fotomultiplicadoras como detector (PAIVA et al., 2014; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002).
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2.5.2 Espectrometro de feixe duplo

Os espectrofotometros de feixe duplo, ilustrado na figura 5, sdo os equipamentos mais
modernos. Seus componentes sdo os mesmos do espectrofotometro de feixe simples, entretanto,
neste caso dois feixes sdo gerados no espago por um divisor de feixe. Em seguida, estes passam
por uma série de espelhos para os quais eles sdo direcionados a uma célula da amostra e uma
célula de referéncia. Neste caso, o detector € um arranjo de diodos que permite a detecgdao
simultaneamente da absorbancia dos feixes em todos os comprimentos de onda (SKOOG;

HOLLER; NIEMAN, 2002; VERMA; MISHRA, 2018).

Figura 5 — Esquematiza¢do do espectrometro de feixe duplo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Esse tipo de equipamento pode ser utilizado tanto para analise qualitativa, quanto para
analise quantitativa; além de também serem utilizados para estudos cinéticos. Ele costuma ser
mais eficiente e preciso para analises quantitativas, pois a todo momento ha o desconto da
absorbancia do branco em relacdao a absorbancia das amostras. A desvantagem desse tipo de
equipamento, ¢ o seu alto custo, quando comparado com um espectrofotometro de feixe simples

(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
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3 OBJETIVOS

Determinar a atividade da fosfatase alcalina em leite submetido a diferentes condigdes
de tratamento térmico, por meio da aplicacdo de métodos qualitativo e quantitativo. Além de

avaliar as mudancas da atividade da enzima ao longo do tempo de estocagem do produto.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a sensibilidade do método oficial qualitativo adotado pelo MAPA;

b) Analisar a influéncia da composicdo do leite, utilizado nos tratamentos térmicos, na
analise da ALP;

c) Verificar a atividade da ALP nas amostras de leite pasteurizado pelo método oficial
qualitativo adotado pelo MAPA;

d) Determinar a atividade da ALP nas amostras de leite pasteurizado pelo método
espectrofotométrico de Scharer;

e) Investigar a reativacdo da enzima ao longo do tempo de armazenamento do leite

pasteurizado.
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4 MATERIAL E METODOS

O material e os métodos utilizados para o desenvolvimento desta pesquisa sdo descritos

nos subtdpicos do item 4.

4.1 OBTENCAO DO LEITE CRU

Os leites crus utilizados nesta pesquisa foram adquiridos no Laticinio Bela Vista na
unidade de Juiz de Fora — MG, pela parceira do laboratéorio QUIMTEC com a empresa
Piracanjuba. Também foram adquiridos leites crus com produtor rural na cidade de Trés Rios

—RIJ.

4.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS E COMPOSICIONAIS DO LEITE CRU

As analises de pH dos leites crus foram realizadas, em triplicata, com o pHmetro de
bancada PG1400 GEHAKA®.

Os teores de gordura, proteina e lactose foram determinados no analisador de leite
EkoMilk Cap-Lab®. A densidade foi determinada pelo termolactodensimetro Cap-Lab®, o
extrato seco total (EST) foi calculado pela formula de Fleischmann (Equagdo 2) e o extrato
seco desengordurado (ESD) foi obtido pela diferenca do valor do EST e da gordura (PEREIRA
et al., 2001).

(DEN —-1) .
% EST = 1,2 X GOR + 2,665 X W X 100 Equa(;ao (2)

onde GOR representa a gordura (% m/m) e DEN a densidade relativa a 15 °C.

4.3 PREPARO DE AMOSTRAS COM ADICAO DE LEITE CRU E SOLUCAO PADRAO
DE FENOL

Para realizar a avaliacdo dos métodos foram preparadas amostras de leite aquecido a

98 °C/1 min fortificadas com leite cru e com solugio padrio de fenol 1 mg mL".
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4.3.1 Fortificacao com leite cru

Inicialmente, 500 mL de leite cru foram aquecidos a, aproximadamente, 98 °C por
1 min, seguido de resfriamento a temperatura ambiente de 21 °C, a fim de se obter um leite com
a ALP totalmente inativada. Posteriormente, em baldes volumétricos de 100 mL, foram
preparadas solugdes de leite tratado termicamente com adic¢ao de 0,1%, 0,2%, 0,5%, 0,8%, 1,0%
e 2,0% (v/v) de leite cru. Em um segundo momento, foram preparadas novas solucdes cujas

concentragdes foram de 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,8% e 1,0% (v/v) de leite cru.

4.3.2 Fortificacdo com solucio padrio de fenol

As amostras de leite fortificadas com fenol foram preparadas a partir de leite aquecido
com adic¢do de solugdo padrio de fenol 1 mg mL!.

Inicialmente, 500 mL de leite cru foram aquecidos a, aproximadamente, 98 °C por
1 min, seguido de resfriamento a temperatura ambiente de 21 °C, para se obter um leite com a
ALP totalmente inativada. Em seguida, com esse leite, em baldes volumétricos de 10 mL, foram

preparadas solugdes de concentragdes igual de 1, 2, 3, 4 e 5 pg de fenol mL™! de leite.

4.4 PREPARO DE AMOSTRAS DE LEITE COM DIFERENTES TRATAMENTOS
TERMICOS

Os tratamentos térmicos aplicados ao leite cru foram realizados no banho-maria da
marca QUIMIS®, seguindo as condi¢des apresentadas no Fluxograma 1. As amostras foram
preparadas a partir de 12 mL de leite aquecido em tubos de ensaio de vidro com tampa
(16 x 1550 mm). A temperatura de aquecimento foi controlada com um termdémetro digital
calibrado inserido diretamente no tubo da amostra, para garantir a temperatura desejada. O
tempo de aquecimento foi controlado por um crondmetro digital e s6 foram contados a partir
do momento em que o leite atingiu a temperatura desejada. A taxa média de aquecimento foi

de 0,73 °C s
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Fluxograma 1 — Condig¢des dos tratamentos térmicos aplicados ao leite cru.
Leite cru
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Nas codificacdes das amostras os dois primeiros digitos representam a temperatura de aquecimento (°C)
e os dois ultimos digitos, o tempo de aquecimento. Dessa maneira, 7720 representa a amostra aquecida
a 77 °C por 20s, 7520 representa a amostra aquecida a 75 °C por 20s, 7220 representa a amostra aquecida
a 72 °C por 20s, 7020 representa a amostra aquecida a 70 °C por 20s, 6720 representa a amostra aquecida
a 67 °C por 20s e 6530m representa a amostra aquecida a 65 °C por 30 min.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

As condigdes B e C foram escolhidas para representar a pasteurizagdo HTST, e a
condicdo F a pasteurizacdo LTLT, ambas previstas na legislacdo. J& as condi¢gdes D e E foram
selecionadas a fim de estudar a sub-pasteurizacao do leite. Por fim, a condi¢do A foi escolhida

para avaliar uma situagdo de temperatura superior a da pasteurizagao.

4.5 ANALISE DA ATIVIDADE DA ALP NAS AMOSTRAS DE LEITE

As amostras de leite foram avaliadas por dois métodos colorimétricos, um qualitativo e
um quantitativo. O primeiro, trata-se do método oficial adotado pelo MAPA para verificar a
pasteurizac¢do do leite (BRASIL, 2022) e o segundo, o método espectrofotométrico de Scharer

descrito pela APHA (WEHR; FRANK, 2004).

4.5.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico, sendo eles da marca
Sigma-Aldrich ®. No anexo I encontra-se a descri¢do dos preparos das solugdes utilizadas na

execu¢ao dos métodos.
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4.5.2 Aplicacio do método colorimétrico qualitativo nas amostras de leite

O método colorimétrico qualitativo oficial ¢ uma adaptacdo do método visual de Scharer
descrito pela APHA (MACHADO et al., 2009; WEHR; FRANK, 2004).

Para realizar o teste, as amostras de leite foram homogeneizadas a temperatura ambiente
de 21 °C e uma aliquota de 500 nL de cada uma foi transferida para tubos de ensaio previamente
rotulados. Em seguida, em cada tubo contendo a amostra foram adicionados 5 mL do substrato
de trabalho. Os mesmos foram tampados, agitados e incubados em banho-maria a 40 + 1 °C por
20 min. Logo apds o tempo de incubacdo, os tubos foram resfriados em agua corrente e,
posteriormente, foram adicionadas 6 gotas do reagente CQC e 2 gotas do catalisador. Por fim,
os tubos foram levados novamente para o banho-maria por 5 minutos. O mesmo procedimento
foi realizado com uma amostra de leite cru e uma amostra de leite fervido, para a obtenc¢ao dos

controles positivo e negativo, respectivamente (BRASIL, 2022).
4.5.3 Aplicacio do método espectrofotométrico de Scharer nas amostras de leite
O método espectrofotométrico de Scharer ¢ uma adaptacdo do método visual, que foi

modificado para extrair e quantificar, por espectrofotometria UV-VIS, o complexo de indofenol

formado (WEHR; FRANK, 2004).

4.5.3.1 Construcdo da curva analitica

A curva analitica do método foi construida de acordo com a Tabela 2. As solucdes dos
pontos foram preparadas em baldes volumétricos de 5,00 mL utilizando agua deionizadas e

solugdo padrio de fenol 1 ug mL"!.
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Tabela 2 — Volumes de solugdo padrao de fenol e dgua utilizados para preparar os pontos da

curva analitica do método espectrofotométrico de Scharer.

Pontos Padrao de fenol Agua ng de fenol / 0,5 mL ng de fenol / mL de

(1ng de fenol mL1) (mL) de amostra amostra equivalente*
0 0,00 5,00 0,00 0,00
1 0,25 4,75 0,25 0,50
2 0,50 4,50 0,50 1,00
3 1,00 4,00 1,00 2,00
4 2,50 2,50 2,50 5,00
5 4,00 1,00 4,00 8,00
6 5,00 0,00 5,00 10,00

* No método de Scharer, uma amostra de 0,5 mL de leite fluido ¢ usada no ensaio. No entanto, os
resultados finais para este ensaio sdo relatados em pg fenol / mL de amostra. Esses padroes, foram
convertidos para 1 mL de amostra, de modo que os resultados finais ndo precisam sofrer nenhuma
conversao adicional.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ap0s a preparacdo das solugdes, as mesmas foram transferidas para tubos de vidro e foi
adicionado 500 pL de tampao de carbonato estoque (pH 9,8), 100 pL. de reagente CQC e 100
pL do catalisador de sulfato de cobre. Em seguida, os tubos foram misturados e incubados
imediatamente em banho-maria a 40 + 1 °C por 5 minutos, apos atingirem a temperatura do
banho.

No final da incubag@o, os tubos foram resfriados em banho de gelo por pelo menos 10
minutos. Por fim, foram adicionados 5 mL de butanol neutralizado em cada tubo e os mesmos
foram invertidos 6 vezes para extrair o indofenol. Apos a extragdo, os tubos foram centrifugados
a 8000 rpm por 5 minutos para a obten¢do de uma camada alcoolica limpida.

A camada extraida dos padrdes foi lida em um espectrofotometro UV1800 Shimadzu®

no comprimento de onda de 650 nm.

4.5.3.2 Sensibilidade do método espectrofotométrico de Scharer

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi avaliada a partir dos limites de
deteccao (LD) e quantificacdo (LQ).
O LD estabelece a menor quantidade do analito que pode ser detectada, mas ndo

necessariamente quantificada, sob as condigdes experimentais estabelecidas. Enquanto que o
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LQ define a menor quantidade de analito que pode ser determinada quantitativamente com
precisdo e exatidao aceitdveis. A determinacdo destes parametros foi obtida pelo método
simplificado, utilizando as equacdes (3) e (4), baseando-se nos dados da curva analitica

(ANVISA, 2017).

33 X0
LD= ———— Equacio (3)
IC
10 X o
LQ = = Equagio (4)

onde IC ¢ o valor da inclinag@o da curva analitica e o ¢ o desvio-padrdo do coeficiente linear

da curva analitica.

4.5.3.3 Analise espectrofotométrica das amostras de leite

Em tubos de ensaio previamente rotulados foi adicionado 500 pL de amostra e 5 mL do
substrato de trabalho. Os tubos foram misturados e colocados imediatamente em um banho-
maria por 15 minutos a 40 £ 1 °C. Apos este tempo de incubagdo, os tubos foram removidos do
banho-maria, foi adicionado 100 pL do reagente CQC e 100 pL do catalisador de sulfato de
cobre. Novamente os tubos foram misturados e colocados de volta no banho-mariaa 40 + 1 °C
por 5 minutos.

Ao final da incubagao, os tubos foram resfriados em um banho de gelo abaixo de 10 °C.
Em seguida, foi adicionado 5 mL do butanol neutralizado frio e os tubos foram vertidos
delicadamente 4 vezes. Apods isso, os tubos foram centrifugados a 8000 rpm por 5 minutos. A
camada extraida de indofenol das amostras foi lida em um espectrofotdometro UV1800
Shimadzu® no comprimento de onda de 650 nm. Assim, a partir dos valores das absorbancias
e por meio da curva analitica de padrao de fenol, a concentragdo das amostras foi determinada.

O resultado do teste é expresso em ug de fenol mL™' de leite; um valor acima de
1 pg mL! ¢ indicativo de sub-pasteurizagio ou contaminagdo por leite cru. De acordo com o
método, o coeficiente de variagao ¢ de 4,4 a 13,4% ao longo da faixa analitica (WEHR;

FRANK, 2004).



44

4.5.4 Avaliacio da reativacdo da ALP ao longo do tempo de armazenamento

A avaliagdo da reativacdo da ALP foi realizada pela comparagdo das concentragdes das
amostras de leite tratadas termicamente, de acordo com as condigdes apresentadas no
Fluxograma 1, sendo elas comparadas com amostras de leite que sofreram os mesmos
processos, porém, com adi¢do de acetato de magnésio (Mg(CH3CO2)2) no tempo de
armazenamento de 72h (T72).

O preparo das amostras adicionadas de Mg(CH3CO,)2 (354 mg mL™!) foi realizado em
5 mL de cada amostra de leite com adi¢ao de 100 pL da solugao do sal em cada tudo. Os mesmos
foram incubados por 1h a 34 + 1 °C, com mistura ocasional. Em sequéncia, foi realizada a

aplicagdao dos métodos qualitativo e quantitativo.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A comparacao entre as médias dos dados foi realizada com um nivel de significancia de
5% pelo teste de Tukey, sendo executada no software R® (The R Project for Statistical

Computing) versio 4.2.1 e no SigmaPlot® 15.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados foram divididos em topicos que abordam: A avaliagdo dos métodos
qualitativo e quantitativo, a influéncia da composic¢ao do leite, o efeito do tratamento térmico e

do shelf-life, e a avaliagdo de uma possivel reativacao da ALP.

5.1 AVALIACAO DE DESEMPENHO DO METODO QUANTITATIVO

Inicialmente, o desempenho do método espectrofotométrico de Scharer foi avaliado em
relacdo a sua linearidade, pelos coeficientes de determinacao (R?) e de correlagdo de Pearson

(r), e a sensibilidade através do LD e LQ.

5.1.1 Linearidade do método quantitativo

A linearidade do método espectrofotométrico de Scharer foi verificada na faixa de
trabalho de 0,50 a 10,00 pg mL! de solugdo padrio de fenol. A curva analitica foi construida

com o auxilio do Software Microsoft Excel® e é apresentada no Gréfico 1.

Gréafico 1 — Curva analitica do método espectrofotométrico de Scharer utilizada na

quantificacdo das concentracdes da ALP nas amostras de leite.

0,50
y = 0,0421x +0,0081
R?=0,9997
0,40
g
2]
£ 030
=
i
2
=
2 0,20
0,10
0,00
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00

Concentrac¢ido (ug de fenol mL! de leite)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).



46

Obteve-se os valores do R? e r igual a 0,9997 e 0,9998, respectivamente, verificando

com isso uma boa linearidade do método.

5.1.2 Limite de deteccio e quantificacio

O LD e LQ foram obtidos seguindo as normas do INMETRO pelo método simplificado,
utilizando as equagdes (3) e (4) e os parametros da curva analitica. Os valores do LD e LQ

foram de 0,11 e 0,34 pg de fenol mL™! de leite, respectivamente.

5.2 AVALIACAO DOS METODOS

Inicialmente, o método oficial qualitativo foi confrontado com o método quantitativo
para definir uma faixa de concentragio, em pg de fenol mL™!, na qual o método oficial detectava
a presenca da ALP. Para isso, foram avaliadas amostras de leite fervido fortificadas com

diferentes concentragdes de leite cru e concentragdes de padrdo de fenol PA.

5.2.1 Avaliacao da atividade da ALP em amostras de leite fortificadas com leite cru

A Instru¢do Normativa N° 76 de 2018 do MAPA (IN76), a qual abrange o Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Leite Cru Refrigerado estabelece que o leite cru deve
conter no minimo 3,0 g/100 g de gordura, 8,4 g/100 g extrato seco desengordurado (ESD),
11,4 g/100 g de extrato seco total (EST), 2,9 g/100 g de proteina, 4,3 g/100 g de lactose e
densidade relativa entre 1,028 ¢ 1,034 a 15 °C (BRASIL, 2018).

As solucdes com adi¢ao de diferentes concentragdes de leite cru foram preparadas a
partir de um leite com 4,0 = 0,1 g/100g de gordura, 8,6 += 0,1 g/100g de ESD, 12,6 + 0,1 g/100g
de EST, densidade relativa de 1,030 = 0,001 a 15 °C, 3,1 = 0,1 g/100g de proteina e pH de
6,7 = 0,1. Com isso, nota-se que o leite cru atendeu todas as exigéncias da IN76.

A partir disso, as solucdes preparadas foram analisadas pelos métodos qualitativo e

quantitativo. Os resultados sao mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados dos métodos qualitativo oficial e quantitativo de Scharer aplicado as

amostras de leite fervido com adi¢ao de diferentes concentracdes de leite cru (n=1).

Método
Amostra

Qualitativo Quantitativo*

Leite fervido - 0,00 + 0,00?

0,1% - 0,93 £ 0,03°

0,5% + 5,59 +0,07¢

0,8% + 6,22 + 0,024

1,0% + 7,78 +0,04¢
2,0% + 13,01 £ 0,10
Leite cru + 61,50+0,198

—Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP.

*Concentragdo em pug fenol mL™.

Leite fervido: sem adi¢do de leite cru. Amostra 0,1% representa uma solugdo de 0,1% (v/v) de leite cru,
amostra 0,5% representa uma solugo de 0,5% (v/v) de leite cru, amostra 0,8% representa uma solugao
de 0,8% (v/v) de leite cru, amostra 1,0% representa uma solucdo de 1,0% (v/v) de leite cru e amostra
2,0% representa uma solucao de 2,0% (v/v) de leite cru.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais nao diferem estatisticamente
entre si. As letras minusculas indicam a comparagdo das médias entre o as amostras.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

No método qualitativo oficial adotado pelo MAPA, para o teste da ALP, ¢ reportado
positivo quando ha o aparecimento de uma colorag@o azul no tubo da amostra, mais proximo a
coloragdo de uma amostra de leite cru. Do contrério, o resultado negativo ¢ relatado quando a
coloragdo do tubo da amostra € cinza, semelhante a coloragdo de um tubo com uma amostra de
leite fervido (BRASIL, 2022).

Foi observado que o método oficial qualitativo s¢ foi capaz de detectar a presenga da
ALP a partir de uma concentragdo de 0,5% de leite cru, o que representa quantitativamente
5,59 ng de fenol mL™! de leite, determinando assim o limite de detec¢do visual do método.

Castro (2005) relatou que o método oficial s6 foi capaz de detectar a atividade
enzimdtica em amostras com adicdo de 1% (v/v) de leite cru, referente a 11,72 + 2,57 pg de
fenol mL!. O presente estudo ja mostrou um valor inferior de concentragio que o método oficial
pode detectar.

Com intuido de melhorar o limite de deteccao visual, novas solucdes foram preparadas
a partir de um leite com 5,2 + 0,1 g/100g de gordura, 8,5 + 0,1 g/100g de ESD,
13,7 = 0,1 g/100g de EST, densidade relativa de 1,029 + 0,001 a 15 °C, proteina de
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3,2+ 0,1 g/100g e pH de 6,8 £ 0,1. Os resultados da aplicagao dos métodos sdo apresentados
na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados dos métodos qualitativo oficial e quantitativo de Scharer

aplicado as amostras de leite com adi¢do de diferentes concentragdes de leite cru (n=1).

Método
Amostra

Qualitativo Quantitativo*

Leite fervido — 0,00 + 0,002

0,1% - 4,05+ 0,07°

0,2% +/- 4,56+ 0,01

0,3% +/- 8,91 + 0,06d
0,4% + 10,86 + 0,02
0,5% + 13,53 + 0,03f
0,8% + 17,29+ 0,10°
1,0% - 25,66 + 0,08"
Leite cru + 98,78 + 0,26

—Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP. +/- Resultado de
incerteza.

*Concentragdo em pg fenol mL™.

Leite fervido: sem adigdo de leite cru (controle negativo). Leite cru (controle positivo). Amostra 0,1%
representa uma solucdo de 0,1% (v/v) de leite cru, amostra 0,2% representa uma solugdo de 0,2% (v/v)
de leite cru, amostra 0,3% representa uma solugdo de 0,3% (v/v) de leite cru, amostra 0,4% representa
uma solugdo de 0,4% (v/v) de leite cru, amostra 0,8% representa uma solucao de 0,8% (v/v) de leite cru
e amostra 1,0% representa uma solucdo de 1,0% (v/v) de leite cru.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais ndo diferem estatisticamente
entre si. As letras minusculas indicam a comparagdo das médias entre o as amostras.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A partir da avaliagdo dos dados reportados na Tabela 4, nota-se que o resultado do
método qualitativo das amostras 0,2% e 0,3% resultou em uma incerteza da coloracdo, uma vez
que os tubos dessas amostras apresentaram uma coloracdo muita escura, tornando dificil a
identificacdo da cor desenvolvida nos tubos. Assim, evidenciou-se uma subjetividade do
método oficial qualitativo, tornando este teste inadequado para verificar a pasteurizacdo do
leite, uma vez que o resultado expressado ¢ determinado somente pela interpretacdo do analista.

Nesta segunda avaliagdo foi verificado que os valores das concentragdes foram muito
superiores quando comparado com as amostras preparadas na primeira avaliagao (Tabela 3).
Isso pode estar relacionado com o alto teor de gordura do leite cru utilizado no preparo das

solucdes. Como ja citado, a ALP no leite encontra-se adsorvida na membrana do glébulo de
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gordura, isso pode implicar que leites com alto teores de gordura podem conter maiores
quantidades da enzima, uma vez que mais de 40% do conteudo da ALP ¢ encontrada na fase
creme (CLAEYS; VAN LOEY; HENDRICKX, 2002; MARCHAND et al., 2009). Além disso,
a membrana do globulo de gordura pode atuar com uma protegao frente ao tratamento térmico
(LU; PIYASENA; MITTAL, 2001; RANKIN et al., 2010), ocasionando uma maior
concentragdo residual da enzima em leites com elevado teor de gordura (PAINTER;
BRADLEY, 1997).

Esses resultados mostram que leites com diferentes composicdes podem influenciar na
quantidade inicial da enzima presente (CLAWIN-RADECKER et al., 2021). Além disso, outros
compostos presentes no leite, como os acidos fenolicos podem reagir com o reagente
cromogénico e serem quantificados pelos métodos colorimétricos, como ¢ o caso do acido
vanilico, acido hidroxibenzdico e o 4cido salicilico (ROCCHETTI et al., 2022).

Em conclusao, fica claro que ndo existe uma relacdo direta entre a adi¢ao de leite cru e
a concentracao de fenol gerada. Com isso, ndo ¢ recomendado que se utilize este método de
dopagem de leite para avaliar o método qualitativo, uma vez que as mesmas dosagens de leite

cru podem resultar em diferentes concentracdes de fenol.

5.2.2 Avaliacao da atividade da ALP em amostras de leite fortificadas com solucao

padrao de fenol

Como foi verificado no topico anterior que ndo existe uma relagdo direta entre a adi¢ao
de leite cru e a concentragdo de fenol gerada, para definir um parametro de detec¢do visual do
método qualitativo (em pg fenol mL™') confiavel, solu¢des com adi¢io de diferentes
concentragdes de fenol PA (1 mg mL™!) foram preparadas. A composicio do leite utilizado no
preparo destas solug¢des foi de 4,5 + 0,3 g/100g de gordura, 8,5 £ 0,1 g/100g de ESD,
13,0 = 0,1 g/100g de EST, densidade relativa de 1,029 = 0,001 a 15°C, 3,3 + 0,1 g/100g de

proteina e pH de 6,7 £ 0,1. Os resultados da aplicagdo dos métodos sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados dos métodos qualitativo oficial e quantitativo de Scharer aplicado as

amostras de leite com adi¢do de diferentes concentragdes de fenol PA (n=3).

Método
Amostra
Qualitativo Quantitativo*
Leite fervido - 0,00 + 0,00?
1 - 0,97 +0,15°
2 - 2,12+0,20
d
3 - 3,18 £ 0,29
4 + 413040
£
S + 5,92+0,18
Leite cru + 66,98 + 0,108

*Concentra¢do em pg fenol mL!.

—Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP.

Amostra 1 representa a adi¢do de 1 ug fenol mL!, amostra 2 representa a adi¢do de 2 ug fenol mL™',
amostra 3 representa a adi¢do de 3 ug fenol mL!, amostra 4 representa a adicdo de 4 pg fenol mL! e
amostra 5 representa a adi¢do de 5 ug fenol mL!.

De acordo com o teste T as concentragdes tedricas e experimentais ndo podem ser consideradas
estatisticamente (p<0,05) diferentes.

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Na avaliagdo desses dados, pode-se observar que o método qualitativo apresentou um
resultado positivo a partir da amostra 4. Dessa maneira, ficou determinado que o limite de
detec¢do visual do método qualitativo se estabeleceu em 4 pg fenol mL™.

O método espectrofotométrico de Scharer expressa que um valor acima de

1 ng fenol mL! de leite é indicativo de pasteurizagio inadequada (WEHR; FRANK, 2004).
Assim, comparando o método oficial brasileiro com o método de Scharer, nota-se que o
primeiro apresentou uma sensibilidade muito inferior ao método espectrofotométrico.

O método de Scharer ¢ considerado um dos métodos mais aceitdveis para de verificar a
pasteurizacdo do leite em diversos paises do mundo, sendo que no Canada este ¢ o método
oficial (CLAWIN-RADECKER et al., 2021). Logo, isso evidencia que o método oficial

brasileiro estd detectando a presenca da enzima em concentragdes muito superiores a

concentracdo estabelecida por um método de referéncia internacional.
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53 INFLUENCIA DA COMPOSICAO DO LEITE NA DETERMINACAO DA
ATIVIDADE DA ALP

Sabendo agora que a composi¢ao do leite influencia na avaliagao da atividade da ALP
e que a gordura ¢ um componente propicio a sofrer alteragdo devido a diversos fatores como:
sazonalidade, estagio de lactacdo, alimentacdo, espécie e satide do animal (CHEN; LEWIS;
GRANDISON, 2014; DALEY; ARMENTANO; HANIGAN, 2022; LI; YE; SINGH, 2022;
SAMKOVA et al., 2012), uma comparagio da atividade da enzima em amostras de leites com
trés diferentes niveis de gordura foi realizada. A composicao dos leites ¢ apresentada na Tabela
6.

Tabela 6 — Composicao dos leites utilizados na comparacao da atividade da ALP.

Leite Semidesnatado Integral Alto teor
GOR (g/100 g) 0,8 +0,14 3,8+0,28 53+0,1€
ESD (g/100 g) 8,7+0,14 8,7+0,34 9,0 + 0,44
EST (g/100 g) 9,5+0,14 12,5+0,58 14,4 + 0,5

DEN 1,033 +0,001* 1,032 £ 0,001* 1,031 = 0,0024
PRO (g/100 g) 3,3+£0,14 3,4+0,1° 3,5+0,14
LAC (g /100 g) 4,6 0,14 4,6 0,14 4,8 + 0,28

pH 6,7+0,14 6,7+0,14 6,7 +0,14

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais ndo diferem estatisticamente
entre si. As letras maitsculas indicam a compara¢do das médias entre os componentes dos diferentes
tipos de leites (mesma linha).

GOR = gordura, ESD = extrato seco desengordurado, EST = extrato seco total, DEN = densidade relativa
a 15 °C, PRO = proteina e LAC = lactose.

Na comparacao dos leites, os mesmos apresentaram diferencgas estatisticas (p<0,05) com
relagdo a gordura e ao EST, os demais componentes nao apresentaram diferencas estatisticas.

Como a fosfatase alcalina ¢ uma enzima termorresistente (MCKELLAR et al., 1994), a
sua atividade residual foi determinada em amostras com diferentes tratamentos térmicos. Para
1sso, cada tipo de leite foi submetido a diferentes condi¢des de tratamento, apresentadas no
Fluxograma 1, e foram avaliados pelos métodos qualitativo e quantitativo. Os resultados sao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Comparacio entre as atividades residuais médias da ALP, dos métodos qualitativo e quantitativo (ug fenol mL™!), nas amostras de

leites com diferentes composi¢oes (n=3).

Amostra Semidesnatado Integral Alto teor

Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo*

Leite cru + 88,99 + 3,86 + 82,00 + 30,5244 + 97,64 £ 13,5242
6720 + 12,15 + 8,734° + 13,85 +7,984° + 22,49 + 0,424°
7020 - 0,69 + 0,604° - 1,36 £ 0,48%¢ - 2,81 +0,565¢
7220 - 0,64 + 0,164¢ - 1,20 + 0,198¢ - 1,60 + 0,158¢
7520 - 0,51 +£0,124¢ - 1,15+ 0,308 - 1,73 £0,475¢
7720 - 0,36 +0,234¢ - 0,48 £ 0,26%¢ - 2,17 +1,584¢
6530m - 0,18 + 0,044° - 1,19 £ 0,438¢ - 1,07 £ 0,348¢
Leite fervido - 0,00 =+ 0,009 - 0,00 =+ 0,009 - 0,00 =+ 0,009

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

*Concentra¢do em pg fenol mL™!.
—Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significdncia de 5%, as letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. As letras maitisculas indicam a comparacao de
médias entre os diferentes leites (mesma linha) e as letras mintsculas indicam a comparagao das médias entre os tratamentos térmicos (mesma coluna).
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As amostras 7020, 7220 e 7520 apresentaram diferengas estatisticas (p<0,05) com
relacdo as concentracdes da ALP entre os leites semidesnatado e com alto teor de gordura,
enquanto que a amostra 6530m apresentou uma diferenca estatistica (p<0,05) entre o leite
semidesnatado e o integral. Os elevados valores dos desvios-padrdao das amostras de leite cru e
6720 podem ser justificados pelo fato das médias das atividades da enzima terem sido obtidas
de leites com diferentes composigdes, € consequentemente, diferentes concentragdes iniciais de
ALP. Além disso, esses desvios também podem ser explicados pela dilui¢ao de 5 X, que foi
necessaria para obtenc¢ao dos resultados das atividades dentro da faixa de trabalho da curva
analitica do método espectrofotométrico.

Nota-se pelos valores das concentragdes destas amostras que a medida em que ha o
aumento do teor de gordura do leite, ha um aumento na atividade da enzima. Esses resultados
estdo em concordancia com os de Painter e Bradley (1997) que relatam que o aumento no nivel
de gordura do leite resulta em um aumento na atividade residual da enzima. Além disso, Sharma
e Rajput (2009) relataram que a ALP no leite desnatado ¢ cerca de 47% menor quando
comparada com a concentracdo da enzima no leite integral.

Estima-se que de 30% a 40% da ALP encontra-se adsorvida na membrana do glébulo
de gordura (LU; PIYASENA; MITTAL, 2001), logo, os altos niveis da atividade da ALP em
leites gordos podem indicar uma prote¢do da gordura frente ao tratamento térmico do leite
(PAINTER; BRADLEY, 1997). Desse modo, quanto menor o nivel de gordura, menor a
protecao e mais efetivo ¢ o tratamento térmico. Isso esta de acordo com os resultados obtidos
por Angelino et al. (1999) em que os autores demonstraram que a taxa de inativacdo da ALP
depende do teor de gordura. Quanto mais gordo for o leite, maior deve ser a temperatura ou o
tempo de aquecimento a fim de inativar a enzima.

Em suma, fica claro que a composicao do leite, e principalmente o teor de gordura do
produto, influencia na atividade inicial e residual (ap6s tratamento térmico) da atividade da

ALP.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ALP NO LEITE DURANTE O SEU SHELF-LIFE

Nas industrias de laticinios, o principal interesse em avaliar a atividade da ALP ¢ em
relagdo a verificagdo da eficiéncia do processo de pasteurizagdo do leite (ANDREN, 2021).
Sendo assim, a atividade residual da ALP no leite foi investigada ao longo de um shelf-life de

72h, em amostras tratadas em diferentes condi¢des térmicas.
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Os tratamentos térmicos das amostras de leite foram executados de acordo com o
Fluxograma 1 e a atividade residual da enzima foi acompanhada em quatro tempos (To, T24, Tas,
T72): Onde Ty representa o dia da realiza¢ao do tratamento térmico, T24 - 24h apds o tratamento
térmico, T4s - 48h apos o tratamento térmico € T72 - 72h apos o tratamento térmico.

O leite cru utilizado no preparo das amostras continha 3,8 + 0,2 g/100g de gordura, 8,7
+ 0,3 g/100g de ESD, 12,5 = 0,5 g/100g de EST, densidade relativa de 1,032 £+ 0,001 a 15°C,
3,4 £ 0,1 g/100g de proteina e pH de 6,7 = 0,1. Com isso, nota-se que o leite cru atendeu as

exigéncias da IN76. Os resultados da aplicagao dos métodos sao mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Resultados dos métodos qualitativo e quantitativo (ug fenol mL™") das atividades residuais da enzima nas amostras de leite com

diferentes tratamentos térmicos e durante o shelf-life (n=3).

Amostra TO T24 T48 T72
Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo*
Leite cru + 82,00 + 24,9244 + 82,00 + 24,9242 + 82,00 + 24,9242 + 82,00 + 24,9242
6720 - 13,8565 + 10,86 +0.24™ + 10,05 +1,92™ + 8.10+2,60"
7020 _ Ac _ Ac _ Ac _ Ab
1,36 £ 0,39 1,77 £ 0,36 1,70 £ 0,56 2,08 + 1,84
7220 _ Ac _ Ac _ Ac _ Ab
1,20+ 0,14 1,64 £0,18 1,48 £ 0,06 2,54 £ 1,77
7520 _ Ac _ Ac _ Ac _ Ab
1,15+0,24 1,32 +0,41 1,13 +£0,25 2,22 +£2,16
7720 _ Ac _ A,Bc _ A,Bc _ Bb
0,48 0,22 0,88 0,27 0,85 +0,21 1,95 +0,58
6530m - 1,19+ 035" - 1,00+ 027" - 1,11 +0,12" - 157+ 1,11
Leite fervido - 0,00 + 0,004 - 0,00 + 0,0044 - 0,00 + 0,004 - 0,00 + 0,004¢

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

*Concentra¢do em pg fenol mL!.
—Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP.

To: dia do tratamento térmico, T24: 24h apds o tratamento térmico, Tsg: 48h ap0Os o tratamento térmico, T7: 72h ap6s o tratamento térmico.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. As letras maitisculas indicam a comparagédo de
médias entre o tempo de estocagem do leite (mesma linha) e as letras minusculas indicam a compara¢do das médias entre os tratamentos térmicos (mesma
coluna).
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Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as amostras ndo apresentaram
diferengas estatisticas nas concentragdes da ALP ao longo do shelf-life, com exce¢ao da amostra
7720 que apresentou uma diferenca apos 24h do processamento do leite (T24). Nota-se nesse
caso que houve um aumento da atividade residual da enzima com o passar do tempo. Nos outros
casos, observa-se apenas uma pequena variagdo da concentracdo da enzima ao longo dos dias
de avaliagdo.

Com relagdo aos diferentes tratamentos térmicos, apenas a amostra 6720 apresentou
diferenca significativa (p<0,05) em relagdo as demais amostras. Isso aponta que a partir de uma
temperatura de aquecimento de 70 °C, o tratamento térmico causa um efeito de inativa¢do na
enzima de forma semelhante.

Como ja mencionado, de acordo com o método quantitativo de Scharer (WEHR;
FRANK, 2004), o valor de 1 pg de fenol mL™! de leite é o limite expresso para se avaliar a
pasteurizacio efetiva do leite, ou seja, um resultado de 1 pg de fenol mL™! ou superior é
indicativo de pasteurizagao inadequada.

No método oficial qualitativo o resultado negativo indica que o leite foi pasteurizado
adequadamente, enquanto que o positivo € indicativo de pasteuriza¢ao inadequada, ou entdo que o
mesmo foi contaminado com leite cru apds o processo térmico (BRASIL, 2022). O resultado
positivo do método ¢ relatado quando hé o aparecimento da coloragdo azul no tubo da amostra,
semelhante a coloracdo de um tubo controle (+) de leite cru, e o resultado negativo é reportado
quando a colora¢do do tubo da amostra ¢ cinza, similar a um controle (-) de leite fervido. Esses
resultados podem ser vistos na Figura 6.

Dessa maneira, observando os valores das concentracdes da ALP no tempo To, nota-se
que as amostras que sofreram o tratamento térmico de pasteurizacdo LTLT (6530m) ou HTST
(7220 e 7520) apresentaram valores superiores a 1 ug de fenol mL™! indicando assim um
resultado falso-positivo. Com isso, o valor limite expresso pelo método ndo se mostrou
adequado para se verificar a pasteurizagdo dessas amostras de leite. Apenas a amostra cujo

tratamento térmico foi mais intenso (7720) apresentou valores inferiores a 1 pg de fenol mL™.
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Figura 6 — Imagens dos resultados positivo da amostra 6720 (a) e negativo da amostra

7020 (b), do método oficial qualitativo.

A Ry
G120 )

(@ (b)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os dados da Tabela 8 exibem que apenas a amostra 6720 apontou um resultado positivo
para o teste da ALP. A amostra de sub-pasteurizagdo 7020 apresentou um resultado falso-
negativo em todos os tempos de andlises. Isso deixa claro que este método oficial adotado pelo
MAPA nao ¢ apropriado para verificar a pasteurizacao efetiva do leite.

De posse disso, ¢ recomendado que métodos mais sensiveis devam ser avaliados e

adotados para verificar a pasteurizagdo adequada do leite, garantindo assim a seguranca de

consumo do produto.

5.5 AVALIACAO DA REATIVACAO DA ATIVIDADE DA ALP AO LONGO DO SHELF-
LIFE

Na literatura ja ¢ sabido que a ALP pode voltar a exercer sua atividade nativa pelo
processo de renaturagdo (WRIGHT; TRAMER, 1953a). Fatores como o tempo e temperatura
de estocagem do leite, temperatura de aquecimento e a presenca de metais bivalentes no produto
podem contribuir para a reativacdo da enzima (PATRA; RAO; MEGHWAL, 2018).

A partir disso, foi realizado um estudo para avaliar a reativacdo da ALP nas amostras
tratadas termicamente. As atividades residuais da enzima foram avaliadas durante o periodo de
shelf-life do leite de 72h e foram comparadas com amostra de leite adicionadas de
Mg(CH3CO»)2 no tempo T72. A intencdo de adicionar este sal foi forcar a reativacdo da enzima

20 MAaximo.
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A ALP é uma metaloenzima de ions bivalentes e o ion Mg?" é um metal capaz de causar
mudangas na conformacgdo da enzima e fazer com que ela retorne para o seu estado nativo,
voltando a exercer sua atividade (WRIGHT; TRAMER, 1956).

As amostras avaliadas foram preparadas submetendo o leite as condig¢des ilustradas no
Fluxograma 1. O leite utilizado nos tratamentos térmicos continha 5,3 + 0,2 g/100g de gordura,
9,0+0,6 g/100g de ESD, 14,4 + 0,6 g/100g de EST, densidade relativa de 1,031 + 0,002 a 15°C,
3,5+ 0,1 g/100g de proteina e pH de 6,7 = 0,1. Os resultados da aplicacdo dos métodos sdo

mostrados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados dos métodos qualitativo e quantitativo (ug fenol mL™") das atividades residuais da enzima nas amostras de leite

tratadas termicamente e amostras de leite com adi¢ao de Mg(CH3CO2), em T72 (n=3).

To T24 Tas Tz T72 com adi¢io de Mg?*
Amostra
Qualitativo  Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo Quantitativo* Qualitativo  Quantitativo*
Lcer‘ltle + 97,64 + 13,524 + 97,64 + 13,524 + 97,64 + 13,524 + 97,64 + 13,524 +
6720 + 22,49 + 0,424 + 23,16 + 0,494B + 24,89 + 0,72B¢ + 25,56 + 0,29 + 30,96 + 0,18P
7020 - 2,61 +0,624 - 2,71 £ 0,464 - 2,97 0,704 + 4,43 +0314 + 481 +1,124
7220 - 1,60 + 0,154 - 2,93 +0,284B - 3,11 +1,2548 - 4,64 + 1,598 + 5,17+0,18"8
7520 - 1,43 + 0,624 - 1,66 + 0,108 - 1,95+ 02748 - 2,43 + 0,808 - 3,20 + 0,38
7720 - 1,26 £ 0,234 - 1,94 + 0,084 - 2,73+ 11,1348 - 3,91+ 0,828 - 3,07+0,1548
6530m - 0,47 + 0,504 - 0,78 + 0,018 - 1,22 +0,3348 - 2,61 +0,70B¢ - 3,36+ 1,17¢
Lel.te - 0,00 = 0,004 - 0,00 + 0,004 - 0,00 = 0,004 - 0,00 + 0,004 - 3,89 + 0,888
fervido

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

*Concentra¢do em pg fenol mL!.

— Resultado negativo para o teste da ALP. + Resultado positivo para o teste da ALP.

To: dia do tratamento térmico, T24: 24h apds o tratamento térmico, Tsg: 48h apos o tratamento térmico, T7: 72h ap6s o tratamento térmico.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si. As letras maitsculas indicam a comparagdo de médias entre o tempo
de estocagem do leite (mesma linha).
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Os dados mostram que apenas a amostra 7020 ndo apresentou diferenca estatistica
(p<0,05) nas concentragdes da ALP ao longo do shelf-life. Observa-se que ao longo do tempo
as atividades da enzima nas amostras aumentaram. Além disso, nota-se que as concentragdes
das amostras adicionadas de Mg(CH3CO»); foram superiores as concentragdes das respectivas
amostras sem adicao do sal. Esses resultados podem ser visualizados de forma mais clara no
Grafico 2.

Essa comparagdo da atividade residual da ALP com relagdo as concentragdes das
amostras com adi¢io de Mg?* retrata que, se as atividades da enzima nas amostras reativadas
forem iguais ou superiores as concentragdes das amostras sem Mg(CH3COz»)2, considera-se
entdo que a ALP sofreu reativacao nas amostras sem adi¢do do sal (AHMAD PUNOO, 2018).

Com relagdo ao método qualitativo, ndo foram observadas grandes mudangas ao longo
dos tempos de analises, com excec¢ao da amostra 7020 em T72 que passou a testar positivo para

o teste da ALP.

Gréfico 2 — Concentragio da ALP (ug fenol mL ') nas amostras de leite durante o shelf-life
nas amostras leite adicionadas de Mg(CH3COz)2 (n=3).
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000 - EEE B L£-EEE I-EEE AAAAE
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

To: dia do tratamento térmico, T24: 24h apds o tratamento térmico, Tas: 48h apos o tratamento térmico,
T72: 72h apds o tratamento térmico.

Pelo teste de Tukey, a um nivel de significancia de 5%, as letras iguais nao diferem estatisticamente
entre si. As letras maitsculas indicam a comparagao de médias entre o tempo de estocagem do leite.
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De acordo com Wright e Tramer (1952) os produtos lacteos com alto teor de gordura
estdo mais propensos a sofrerem reativacao. O que também foi observado por Painter e Bradley
(1997) que relataram que os produtos com baixo teor de gordura eram menos susceptiveis a
esse processo. Além da questdo composicional, a temperatura € o tempo a que os produtos sao
submetidos também influenciam neste processo de renaturagdo da enzima. Produtos aquecidos
a temperaturas maiores tendem a se reativar mais (WRIGHT; TRAMER, 1953b).

Sabendo disso, com os dados da Tabela 9, foi calculado o percentual do aumento
concentracdo da enzima ao longo do shelf-life do produto. Os valores foram obtidos pela
diferenga da atividade residual da enzima, nos respectivos tempos, com as concentragdes da
ALP em To. Na Tabela 10 ¢ apresentado esse percentual em cada amostra. As comparagdes

foram realizadas apenas com as amostras que passaram pelo tratamento HTST.

Tabela 10 — Percentual do aumento das concentra¢des nas amostras de leite com relacdo as

concentragdes da enzima em To.

Amostra %T24 %Tas %T72
6720 2,98 10,67 13,65
7020 3,74 13,88 69,67
7220 82,91 94,15 189,62
7520 16,40 36,80 70,29
7720 53,24 115,52 209,03

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
T24: 24h apds o tratamento térmico, Tss: 48h apds o tratamento térmico, T7,: 72h apds o tratamento
térmico.

Nota-se que, no geral, as amostras que sofreram um tratamento térmico mais intenso
apresentaram percentuais maiores de aumento da concentra¢cdo da enzima ao longo do tempo
de armazenamento. Esses resultados entram em consondncia com os obtidos por Wright e
Tramer (1953), que demonstraram que a reativacdo da ALP foi maior em leite pasteurizado a
170 e 180 °F (77 °C e 82 °C, respectivamente), quando comparado com leite pasteurizado a
160 °F (71 °C). A excegao, neste trabalho, pode ser observada na amostra 7220 que apresentou
um aumento mais expressivo do que a amostra subsequente (7520).

Esses resultados deixam claro que ao longo do tempo de armazenamento do leite, apds
o tratamento térmico, a ALP pode sofrer uma reativagdo e com isso exercer sua atividade nativa.

Em decorréncia disso, ¢ reforcada a exigéncia da legislagdo de se realizar o teste para
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verificagdo da pasteurizacdo imediatamente apds o processamento do leite, a fim de se evitar

resultados falso-positivos.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados desse estudo, foi possivel definir um parametro no qual o método
oficial qualitativo conseguiu detectar a presenca da ALP. Evidenciou-se que esse método nao
apresentou uma boa sensibilidade de andlise, visto que s6 atestou positivo para amostras com
concentragio a partir de 4 pg de fenol mL™! de leite, sendo essa concentragio muito superior a
estabelecida por um método de referéncia, como ¢ caso do método espectrofotométrico de
Scharer.

Foi demonstrado que a composi¢do do leite utilizado no processo de pasteurizacio
influencia na verificagdo da atividade residual da enzima. A gordura, aparentemente, ¢ um dos
componentes responsaveis por essa influéncia, uma vez que ela pode atuar como uma protegao
térmica e dificultar a desnaturagcdo da enzima frente ao tratamento térmico.

O método oficial qualitativo nd3o se mostrou eficaz para verificar a pasteurizagdo
adequada do leite, visto que atestou negativo para ALP na amostra de sub-pasteurizagcdo que
sofreu um tratamento térmico de 70 °C por 20s. A deteccao da enzima s6 foi evidenciada na
amostra tratada a 67 °C por 20s, condi¢do esta muito inferior a estabelecida pela legislacao.
Além disso, a expressdo do resultado final do método espectrofotométrico de Scharer ndo se
mostrou apropriado para verificar a pasteurizagcdo do leite, visto que as amostras que foram
devidamente tratadas nas condic¢Oes prevista na legislacdo brasileira (7220, 7520 ¢ 6530m)
apresentaram valores de concentracdo acima do estipulado como limite pelo método
(1 pg fenol mL™), ocasionando resultados falso-positivos.

Por fim, algumas amostras tratadas termicamente apresentaram aumento na atividade
residual da ALP ao longo do shelf-life, apontando que nessas amostras a enzima pode ter sofrido

uma reativagdo apos o tratamento térmico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho mostrou que nao existe uma relacao direta entre a adig¢do de leite cru e a
concentragdo de fenol gerada. Com isso, ndo ¢ aconselhado a utilizagao de dopagem de leite
para avaliar o método oficial qualitativo, uma vez que as mesmas dosagens de leite cru podem
resultar em diferentes concentragdes de fenol, devido a composicdo de cada leite.

O método oficial qualitativo ndo apresentou uma boa sensibilidade de deteccdo da
fosfatase alcalina, uma vez que sO apresentou resultado positivo para amostras de leite com
concentragdes de fenol muito superiores a concentragio (1 pg fenol mL™) estabelecida por um
método de referéncia internacional (Scharer espectrofotométrico). Além de ndo ter detectado a
presenca da enzima em uma amostra de sub-pasteurizacao (7020). Com isso, recomenda-se que
métodos mais sensiveis devam ser adotados para verificar a pasteurizacdo adequada do leite,
garantindo assim a seguranga de consumo do alimento.

Foi apresentado que a composi¢ao do leite influencia nos resultados finais da atividade
da ALP; a gordura aparentemente foi um dos responsaveis por tal resultado. Portanto, ¢ sugerido
que o parametro limite para atestar a eficiéncia de pasteurizagdo do método quantitativo seja
ajustado para cada tipo de leite: desnatado, semidesnatado e integral.

A evidéncia de reativacdo da ALP torna-se um problema para utilizar a enzima como
indice de verificacao de pasteurizacao do leite, uma vez que apds um tempo de processamento
do produto, em certas condigdes, ela pode aumentar a sua atividade de resultar em testes falso-
positivos. Logo, para minimizar as chances das ocorréncias de reativacdo, ¢ reforcado a
exigeéncia de se realizar o teste da ALP imediatamente ap6s o processo de pasteurizacao do
leite.

Em suma, este trabalho tem grande importancia industrial e académica, pois apresenta
dados atuais que podem ser utilizados para aprimorar métodos qualitativos e quantitativos, que
j& sdo utilizados a muito tempo pelas industrias, para avaliar a eficiéncia dos processos de
tratamento térmico do leite. Visando assim garantir a seguranca e a qualidade de um produto
tdo importante, que ndo sé € consumido in natura, mas que também ¢ utilizado como base para

a producao de diversos derivados.
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ANEXOS

Anexo I

1. Preparo das solucoes utilizadas no método oficial qualitativo

1.1 Tampao carbonato: Foi dissolvido 46,89 g de carbonato de sddio anidro (Na.CO3) P.A e
37,17 g de bicarbonato de sodio anidro (NaHCOs3) P.A em de 4dgua deionizada, e em seguida
transferido para um baldo volumétrico de 1000 mL e completado o volume (solugdo estoque).
Retirou-se uma aliquota de 25,00 mL desta solu¢do estoque e diluiu-se para um baldo

volumétrico de 500 mL. O pH desta solucdo diluida foi ajustado para uma faixa de 9,5 — 9,7.

1.2 Substrato de trabalho: Foi dissolvido 0,50 g de fenilfosfato dissoédico dihidratado P.A em
tampao diluido (1), em seguida foi transferido para um baldo volumétrico de 500 mL e

completado o volume com tampao diluido.

1.3 Reagente CQC: Foi pesado 0,15 g de 2,6 dicloroquinona-4-cloroimida (CQC) e dissolvido
em 50,00 mL de alcool etilico P.A. Em seguida, a solugdo foi transferida para frasco ambar e

estocada na geladeiraa 7 £ 1 °C.

1.4 Catalisador: 0,20 g de sulfato de cobre pentahidratado (CuSOs4-5H>0) P.A foram

dissolvidos em 100,00 mL de 4gua deionizada.

2. Preparo das solucdes utilizadas no método espectrofotométrico de Scharer

2.1 Tampao de carbonato estoque (pH 9,8): Foi dissolvido 46,89 g de NaxCO3 P.Ae 37,17 g
NaHCOs P.A em de agua deionizada, e em seguida, a mistura foi transferida para um balao

volumétrico de 1000 mL e completado o volume.

2.2 Solucao CQC de trabalho: 30 mg de 2,6 dicloroquinona-4-cloroimida (CQC) foram
dissolvidos em 10,00 mL de metanol. Em seguida, a solu¢do foi transferida para um frasco
ambar e armazenada na geladeira a 7 °C + 1 °C. Esta solugdo so6 foi utilizada por no maximo

uma semana.
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2.3 Catalisador de sulfato de cobre: Dissolveu-se 200 mg de sulfato de cobre pentahidratado

(CuSO4-5H20) anidro em 100,00 mL de dgua deionizada.

2.4 Butanol neutralizado: Adicionou-se 530 puL de tampao carbonato estoque pH 9,8 (2.1) a

200 mL n-butanol. A solugdo foi armazenada no freezer a - 18 £ 1 °C.

2.5. Substrato de trabalho em tampao de carbonato: Foi dissolvido 0,50 g de fenilfosfato
dissédico P.A em 10 mL de 4gua deionizada contida em um funil de separagdao de 100 mL.
Adicionou-se 25,00 mL de tampao de carbonato estoque pH 9,8 (2.1); 0,100 mL do reagente
CQC (2.2) ¢ 0,1 mL do reagente do catalisador de cobre (2.3). O funil foi agitado e deixado em
repouso por 5 minutos. Em seguida, adicionou-se 5,00 mL de butanol neutralizado (2.4) e
agitou-se. A camada aquosa foi retirada e o processo de extracao foi repetido por mais 2 vezes.
Por fim, a camada aquosa obtida na ultima extra¢do foi diluida em um baldo volumétrico de

500 mL com agua deionizada.

2.6 Soluc¢io de acido cloridrico (0,1 mol L): 4,15 mL de acido cloridrico concentrado foi
pipetado em cerca de 100 mL de agua deionizada em um baldo volumétrico de 500 mL e, em

seguida, foi completado o volume.

2.7 Soluc¢do de acetato de magnésio (354 mg mL1): 3540 g de acetato de magnésio
(Mg(CH3COO0),-4H,0) foi dissolvido em cerca 50,00 mL de 4gua deionizada quente, e em

seguida foi transferido para um balao volumétrico de 100,00 mL e completado o volume.

3 Preparo da curva analitica utilizada no método de Scharer

3.1 Solucio estoque de fenol (1 mg mL"): 0,100 g de fenol anidro P.A foi dissolvido em 4cido
cloridrico 0,1 mol L' (2.6) em um baldo volumétrico de 100 mL. A solugdo foi armazenada em

frasco ambar na geladeiraa 7 £ 1 °C.

3.2 Solucido de fenol intermediaria A (10 pg mL"): Foi transferido 1,00 mL da solugéo
estoque padrao de fenol (3.1) para um balao volumétrico de 100,00 mL e completado o volume

com agua deionizada.



73

3.3 Solucio de fenol intermediaria B (1 pg mL-1): 10,00 mL da solu¢do de fenol intermediaria

A (3.2) foram diluidos em 100,00 mL de agua deionizada.

Anexo 11

Absorbancia

Figura 1A — Curva analitica preparada com leites com diferentes composicoes.
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Anexo 11

Tabela 2A — Analise de calcio (ppm) e pH, durante o shelf-life, nas amostras de leite com diferentes tratamentos térmicos.

To T24 T4s T72 Adicﬁo de Mg2+
Amostra 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
pH Ca pH Ca pH Ca pH Ca Ca
Cru 6,62 0,00 60+ 2" - ; _ ] ] ] ]
Aa Ab Aa Aa Aa Aab Aa Aab Aab
6720 6,56 + 0,02 50+2 6,59 + 0,00 38+ 1 6,57 + 0,04 36+ 4 6,50 + 0,00 38+3 38+3
Aab Ab Aa Ba,b Aa Ba Ab Bb,c Bb,¢c
7020 6,63 +0,01 51+1 6,61 +0,02 39+2 6,65+ 0,01 37+1 6,64 + 0,00 34+0 34+0
Ab Ab Aa Ba,b A,Ba Ba,b,c Ba,b Bb,c Bb,c
7220 6,63 +£0,01 50+ 1 6,62 + 0,02 38+0 6,61 +£0,01 34+2 6,56 + 0,00 3341 33+ 1
Aa,b Ab Aa A,Bab A,Ba Ca,b,c Ba B,Cb,c B,Cb,c
7520 6,61 +0,02 50+2 6,62 + 0,00 43 +3 6,60 + 0,00 27+ 1 6,46 + 0,04 33+0 33+0
A,Bab Ab Aa Ab Ba Be Ca Bc Be
7720 6,58 + 0,00 49 £ 1 6,62 + 0,00 46 +£2 6,55+ 0,01 25+2 6,47 + 0,02 27 +1 27+ 1
Aab Ab Aa Ba Aa Cb,c Ba Ba Ba
6530m 6,60 = 0,02 48 £ 1 6,60 + 0,02 37+1 6,59 + 0,01 27 £ 1 6,51 0,00 42 £ 1 42 £ 1
. Aab b Aab
Fervido 6,61 +0,02 50+2 - - - - - - 38+3
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