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Resumo: Desde a obtencdo do leite até o processamento, ele estd susceptivel a
contaminagdo por microrganismos. Dessa forma, as industrias aplicam varios tratamentos
térmicos para elimina-los, como a pasteurizagdo lenta e rapida, e o processamento do leite
UHT. A fosfatase alcalina e a peroxidase sdo enzimas contidas no leite cru e que, apés a
pasteurizacdo, sdo utilizadas para garantir que o processamento foi eficiente. Também
sdo utilizados outros testes enzimaticos, como o teste de redutase. Neste teste, avalia-se
0 tempo de reducgédo da enzima desidrogenase (redutase) proveniente do metabolismo
microbiano, sendo esse tempo de redugédo inversamente proporcional a quantidade de
bactérias redutoras presentes no leite. Diante deste contexto, este trabalho objetivou
realizar uma andlise enzimatica de leite cru, pasteurizado e esterilizado comercializados
na cidade de Lavras-MG. Foram coletadas duas amostras de Leite cru e duas de leite
pasteurizado de diferentes marcas (A e B) e duas amostras de leite UHT de diferentes
marcas (C e D) em um mercado local. As analises enzimaticas de fosfatase alcalina e
peroxidase demonstraram que os tratamentos térmicos foram realizados adequadamente.
Ja, o leite pasteurizado da marca B, apresentou uma inativacdo da enzima peroxidase,
indicando que o leite passou por um superaquecimento. Com relacéo a redutase, o leite
cru do produtor 1 pode ser classificado como de excelente qualidade, enquanto o leite cru
do produtor 2 apresentou uma qualidade microbiana ruim, sendo necessario melhorar a
higiene durante a ordenha. Conclui-se que as analises enzimaticas sdo importantes por
auxiliar na verificacdo da eficiéncia dos tratamentos térmicos.

Palavras—chave: Estudo enzimatico; Processamento do leite; Inddstria.

Abstract: From obtaining milk to processing, it is susceptible to contamination by
microorganisms. Therefore, industries apply various heat treatments to eliminate them,
such as slow and fast pasteurization, and UHT milk processing. Alkaline phosphatase and
peroxidase are enzymes contained in raw milk and which, after pasteurization, are used
to ensure that processing was efficient. Other enzymatic tests are also used, such as the
reductase test. In this test, the reduction time of the dehydrogenase enzyme (reductase)
from microbial metabolism is evaluated, with this reduction time being inversely
proportional to the amount of reducing bacteria present in the milk. Given this context,
this work aimed to carry out an enzymatic analysis of raw, pasteurized and sterilized milk
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sold in the city of Lavras-MG. Two samples of raw milk and two samples of pasteurized
milk from different brands (A and B) and two samples of UHT milk from different brands
(C and D) were collected in a local market. Enzymatic analyzes of alkaline phosphatase
and peroxidase demonstrated that the heat treatments were carried out properly. Already,
pasteurized milk from brand B showed inactivation of the peroxidase enzyme, indicating
that the milk had been overheated. Regarding reductase, raw milk from producer 1 can
be classified as excellent quality, while raw milk from producer 2 showed poor microbial
quality, making it necessary to improve hygiene during milking. It is concluded that
enzymatic analyzes are important for helping to verify the efficiency of heat treatments.

Key Word: Enzymatic study; Milk processing; Industry.

INTRODUCAO

O leite é uma substancia de alto valor nutritivo, constituido de nutrientes como
carboidratos, lipideos, proteinas, vitaminas, minerais e a agua (1). De acordo com o
Servigco de Inspecdo Federal e Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) no seu artigo 475, o leite, sem outra especificacdo, é um produto resultante
da ordenha ininterrupta, completa, de vacas bem alimentadas, higienizadas, descansadas
e sadias, tendo a finalidade de nutrir a cria (2). Possui uma coloracdo esbranquicada e
opaca, e, € considerado uma emulsdo, de sabor adocicado, onde seus constituintes
quimicos ficam dispersos na &gua (3).

Devido a sua composi¢do em nutrientes quimicos, o leite torna-se susceptivel a
contaminagdo por microrganismos, desde a sua retirada na ordenha, podendo estes
causarem prejuizos econdmicos para os laticinios (4). A microbiota do leite também é
importante no que diz respeito a sadde publica, ja que pode ocorrer a transmissdo de
diversas zoonoses importantes ao homem por meio de agentes etioldgicos presentes no
leite cru ou mal pasteurizado. Desse modo, uma forma de eliminar ou reduzir a niveis
aceitaveis os microrganismos patogénicos e deterioradores presentes no leite, se da pela
realizacdo de um processamento térmico (5).

O leite pode passar por trés tipos de processamento térmico, a pasteurizacéo lenta,
pasteurizacdo rdpida e o processamento UHT. A pasteurizacdo lenta corresponde ao
aquecimento indireto do leite de 62°C a 65°C por 30 minutos, enquanto a pasteurizagdo
rapida corresponde ao aquecimento do leite de 72°C a 75°C por 15 a 20 segundos em
aparelhagem propria, provida de dispositivos de controle automatico de temperatura,
termorregistradores, termdmetros e valvulas para o desvio do fluxo do leite (6). J& no
processo UHT (Ultra High Temperature), o leite homogeneizado é submetido a um
processamento térmico, durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura de 130°C mediante
um processo téermico de fluxo continuo, seguido de um resfriamento imediato a uma
temperatura inferior a 32°C e envase sob condic¢Bes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas (7). Esses tratamentos térmicos tem como objetivo eliminar ou
reduzir a niveis seguros ao consumidor os microrganismos patogénicos e prolongar a vida
atil do leite (8).
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A fosfatase alcalina e a peroxidase sdo enzimas naturalmente encontradas no leite
cru e que, apés a pasteurizacdo, sdo utilizadas como indicadores para garantir que o
processo foi realizado de forma adequada (9). A peroxidase € uma enzima
termorresistente, portanto, a ocorréncia de sua desnaturagdo indica um possivel
tratamento térmico excessivo. No entanto, a fosfatase alcalina é uma enzima
termossensivel que deve ser inativada apds a pasteurizacdo, pois caso seja observada sua
atividade enzimatica no leite pasteurizado, ha indicios de que a pasteurizacdo ndo foi
realizada corretamente. Por fim, em leites UHT, ndo deve haver atividade enzimatica de
ambas enzimas, devido a elevada temperatura utilizada nesse tratamento térmico (10).

A qualidade do leite depende de seus parametros quimicos e microbioldgicos.
Desse modo, a compreensdo de sua microbiota € importante para controlar caracteristicas
qualitativas, sensoriais e de biosseguranca dos produtos lacteos (11, 12).

Nos laticinios também sdo utilizados outros testes enzimaticos para avaliar a
qualidade microbiana geral do leite cru, como o teste de redutase. Neste teste, avalia-se 0
tempo de reducdo da enzima desidrogenase (redutase) proveniente do metabolismo
microbiano, sendo esse tempo de redugéo inversamente proporcional a quantidade de
bactérias redutoras presentes na amostra de leite (13, 14). Este é um teste simples, rapido,
de baixo custo e importante por demonstrar uma relagdo com o crescimento microbiano
(SILVA et al., 2013).

Diante deste contexto, o trabalho objetivou detectar a presenca de enzimas como
a peroxidase e fosfatase alcalina em leite cru, pasteurizado e UHT, comercializados na
regido de Lavras-MG, além de avaliar a qualidade microbioldgica do leite cru pelo teste
da redutase.

MATERIAL E METODOS

Local de condugéo experimento

O estudo enzimatico foi conduzido na Planta Piloto de Processamento de Leite e
Derivados, localizada no Departamento de Ciéncia dos Alimentos, pertencente a Escola
Superior de Ciéncias Agrarias de Lavras (ESAL), da Universidade Federal de Lavras.

Obtencdo das amostras

Coletou-se duas amostras de Leite cru provenientes de produtores rurais, que
foram acondicionadas em caixa isotérmica com gelo (4°C). Posteriormente, duas
amostras de leite pasteurizado de diferentes marcas (A e B) e duas amostras de leite UHT
de diferentes marcas (C e D) foram adquirias em um supermercado no municipio de
Lavras-MG. Todas as amostras de leite foram transportadas para o Laboratério de
Tecnologia de Leites e Derivados para realizacdo dos testes enzimaticos de fosfatase
alcalina e peroxidase com intuito de verificar a eficiéncia dos tratamentos térmicos de
pasteurizacdo e esterilizacdo e para realizacdo do teste de redutase para verificar a
qualidade do leite cru.

Anélises bioquimicas do leite

Peroxidase
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Para verificar a atividade da peroxidase coletou-se um volume de 10 mL de leite
de cada amostra com o auxilio de uma pipeta, sendo em seguida transferido para um tubo
de ensaio e colocado em banho-maria (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Diadema, Sao
Paulo) a 45°C por 5 minutos. Posteriormente, adicionou-se aos tubos 2 mL de uma
solucéo de gauaiacol 1% (Macalé - Produtos para Laticinios, Juiz de Fora, Minas Gerais)
e 3 gotas de peroxido de hidrogénio (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA,
Indaiatuba, Sdo Paulo). O desenvolvimento de cor salmao indica teste positivo para as
amostras e 0 nao desenvolvimento da cor, teste negativo.

Fosfatase Alcalina

Para avaliar a atividade da fosfatase alcalina no leite utilizou-se o kit de reagentes
para fosfatase alcalina FS® (DiaSys). Com auxilio de uma pipeta, 0,25 mL de cada
amostra de leite foram transferidas para um tubo de ensaio, seguido da adi¢do de 2 mL
do reagente 1 e 0,5 mL do reagente 2. Os tubos foram colocados por 3 min em banho-
maria a 37°C. Apos esse periodo, verificou-se o desenvolvimento de coloracdo amarela
nos tubos, indicativa de teste positivo.

Redutase

Para andlise de redutase coletou-se, com auxilio de uma pipeta, um volume de 10
mL de cada amostra de leite cru e transferiu-se 0 volume para um tubo de ensaio. Em
seguida, adicionou-se 1 mL de uma solucdo aquosa de azul de metileno 2,5% (Dindmica
Quimica Contemporanea LTDA, Indaiatuba, Sdo Paulo) aos tubos, que foram vedados,
homogeneizados e colocados em banho-maria a 37°C. Posteriormente, observou-se o
tempo decorrido, desde a mistura do leite com o corante até o descoramento completo. A
qualidade do leite cru foi entdo avaliada de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo da qualidade do leite cru de acordo com o tempo de
reducao.

Classificacéo Tempo (h) de conservacao

Excelente Conserva a cor por mais de 7 h

Bom Conserva a cor por mais de 5 h

Aceitavel Conserva a cor por mais de 4 h

Médio Conserva a cor por mais de 2h

Ruim Conserva a cor por menos de 2h

Péssimo Perde a cor em, aproximadamente 30 min

Fonte: Dos autores (2023).

RESULTADOS E DISCUSSAO

380



&%! AGRON FOOD

ACADEMY

Peroxidase e Fosfatase alcalina

Os resultados para os testes de peroxidase e fosfatase alcalina dos leites estdo
demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Andlises de peroxidase e fosfatase alcalina em diferentes tipos de leite.

Amostras de leite

Peroxidase

Fosfatase alcalina

Leite Cru 1
Leite Cru 2

Leite Pasteurizado A
Leite Pasteurizado B

Leite UHT C
Leite UHT D

Positivo (Salmao)
Positivo (Salméo)
Positivo (Salmao)
Negativo (Branco)
Negativo (Branco)
Negativo (Branco)

Positivo (Amarelo)
Positivo (Amarelo)
Negativo (Branco)
Negativo (Branco)
Negativo (Branco)
Negativo (Branco)

Fonte: Dos autores (2023).

A enzima fosfatase alcalina é termossensivel, desse modo, ela ndo deve estar
presente em leites que passaram por algum tratamento térmico como a pasteurizacdo ou
esterilizacdo. Caso contrario, indica que o processamento térmico ndo foi realizado de
maneira adequada ou que pode ter ocorrido contamina¢do ou mistura intencional com
leite cru durante o processo. Esse fato pode ser percebido no trabalho de Oliveira e Santos
(15), que avaliaram a atividade enzimatica de 30 leites pasteurizados e demonstraram que
11 amostras indicaram presenga de fosfatase alcalina. Essa enzima age hidrolisando o p-
nitrofenilfosfato (incolor) e formando o p-nitrofenol, que é um composto de cor
amarelada. Portanto, caso ela esteja presente no leite, este apresentard uma coloragédo
amarela (10).

Neste estudo, apenas o leite cru apresentou presenca da enzima fosfatase alcalina,
indicando que os tratamentos térmicos realizados nas amostras analisadas foram
eficientes.

A peroxidase é uma enzima oxidante que é destruida a temperaturas de 80°C por
alguns segundos. Portanto, ela se encontra presente em leites crus e pasteurizados, estando
ausente em leites UHT, ja que esse procedimento utiliza altas temperaturas (16). Essa
enzima age hidrolisando o peroxido de hidrogénio e liberando o oxigénio que é
responsavel por transformar o guaiacol de sua leucobase para a forma corada, que resulta
em uma coloracao salmao do leite. Caso a enzima seja desnaturada o leite permanece com
sua coloracéo branca (10, 9).

Observa-se na Tabela 2 que o leite pasteurizado da marca B apresentou um
resultado negativo para a analise da enzima peroxidase, o que indica que este leite
provavelmente sofreu um superaquecimento durante o processo de pasteurizagdo, que
pode causar perdas de alguns de seus constituintes. Esse resultado também foi
demonstrado em outros trabalhos que avaliaram a atividade das enzimas fosfatase e
peroxidase em leites pasteurizados, sendo que 0s autores descreveram que muitas vezes

381




&%! AGRON FOOD

ACADEMY

esse superaquecimento durante a pasteurizacao ocorre de forma intencional, com o intuito
de reduzir a alta carga microbiana de um leite cru com baixa qualidade (17, 18, 16).

Com excecdo do leite pasteurizado B, os demais leites testados mostraram-se de
acordo com a legislacdo, com relacdo a presenca das enzimas peroxidase e fosfatase
alcalina (19).

E muito importante ter-se um controle do tratamento térmico na industria para
garantir a qualidade do produto final. J& que, falhas durante o processamento ou até
mesmo a mistura proposital de leite cru ao leite pasteurizado podem causar danos a saude
do consumidor, uma vez que o leite cru, mesmo que em pequena quantidade pode ser
veiculo de patdégenos que podem causar diversas enfermidades (20). Desse modo, 0s
testes enzimaticos sdo testes de facil aplicacdo e de grande importancia para a industria
por auxiliar na verificacdo da eficacia e garantia de que os tratamentos térmicos foram
realizados corretamente.

Redutase

Os resultados para o teste de redutase realizados nas duas amostras de leite cru
pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 - Andlise de redutase em amostras de leite cru de diferentes produtores.

Amostra de leite Tempo (h) de conservacao da cor
Leitecrul Conservou a cor por mais de 7h
Leite cru 2 Conservou a cor por 1h e 45 min.

Fonte: Dos autores (2023).

A andlise de redutase baseia-se na reducdo do corante azul de metileno que
funciona como um receptor de H* resultantes da acdo da enzima desidrogenase (redutase)
proveniente do metabolismo microbiano. Sendo que, quanto maior é a contaminagdo do
leite menor é o tempo gasto para a solucao descolorir (13).

A primeira amostra de leite cru analisada conservou a cor azul por mais de 7 h, o
que caracteriza o leite como de excelente qualidade e indica que 0 mesmo ndo apresentava
uma alta carga microbiana. No entanto, a segunda amostra analisada conservou a cor azul
por apenas 1 h e 45 min, o que caracteriza o leite como ruim e, consequentemente, com
uma alta carga microbiana.

Essa alta contaminacdo microbioldgica pode estar relacionada a mas condicGes de
higiene durante o processo de ordenha, que pode ser proveniente do ambiente da fazenda,
excrecdes do Ubere de animais infectados ou de falhas de higiene durante o processo de
ordenha (21). Algumas praticas como a higienizacdo dos tetos da vaca, higienizacao
vigorosa dos baldes, latas; e dos demais equipamentos como os utensilios utilizados
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durante a ordenha e o controle da temperatura do tanque de expansdo contribuem para a
reducdo da carga microbiana e melhora da qualidade microbiolégica do leite cru (22, 4).

CONCLUSOES

As analises enzimaticas de fosfatase alcalina e peroxidase demonstraram que 0s
tratamentos térmicos de pasteurizagdo e UHT pelos quais as amostras analisadas foram
submetidas, foram realizados de forma adequada. Com excecéo do leite pasteurizado da
marca B que apresentou uma inativagdo da enzima peroxidase, indicando que o leite
passou por um superaquecimento.

Com relacédo a andlise enzimatica de redutase, o leite cru do produtor 1 pode ser
classificado como de excelente qualidade, enquanto o leite cru do produtor 2 apresentou
uma qualidade microbiana ruim, sendo necessario melhorar as condi¢bes higiénicas
durante a ordenha.

Portanto, conclui-se que as analises enzimaticas sao ferramentas importantes para
a industria por auxiliar na verificacdo da eficiéncia do tratamento térmico, bem como na
determinacéo da qualidade do leite cru.
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