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A ACAO ENZIMATICA COMO FOCO DO SURGIMENTO DO
ALTO INDICE DE CASEINOMACROPEPTIDEO NO LEITE
UHT
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Resumo: A busca incondicional pela qualidade alimenticia tem projetado varios estudos
ligados a qualidade e controle de fraudes no leite. O trabalho proposto buscou avaliar
a agao das enzimas proteases, produzidas por microrganismos psicrotroficos, no alto
indice de caseinomacropeptideo (CMP) no leite UHT ao longo do tempo de estocagem
e também comparando com amostras fraudadas propositalmente com soro de queijo.
Foram analisadas amostras de um lote de leite UHT, sua respectiva matéria-prima, e
apds o processo de pasteurizagao e padronizagao, e o produto pronto ao longo de seu
shelf life. Neste estudo foi utilizado a Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE)
para a determinagdo do CMP, este & um método internacionalmente reconhecido
e oficializado no Brasil pela Instrugao Normativa IN n° 68 de 2006 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A analise do indice de CMP é avaliada
pela por¢ao da molécula de proteina k-caseina solivel no soro, como indicador da
ocorréncia da fraude da adigao de soro de queijo. No entanto, a agao de proteases pode
interferir neste teste levando a resultados falso-positivos, situagao que passou a ter
maior importancia desde a implementagao da IN n° 51 de 2002 e, posteriormente, da IN
n° 62 de 2011 que exige que o leite deve ser refrigerado.
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INTRODUCAO

O leite & um importante produto de origem animal, e uma das principais
fontes de proteinas na alimentagdo humana. Segundo a Instru¢do Normativa n°
51 “é o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas” (BRASIL, 2002). E
considerado um dos alimentos mais completos para a dieta humana devido a
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sua composi¢ao nutricional. Ele € uma mistura homogeénea constituido por uma
maior por¢ao de agua, onde os demais componentes sao gordura, proteinas e
carboidratos, substancias nitrogenadas nao proteicas, sais minerais, vitaminas,
enzimas e pigmentos (TRONCO, 2008).

Tendo em vista esta grande importancia do leite como alimento, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), estabelece
parametros para que o controle deste produto seja feito com qualidade, na
busca de um produto proprio para o consumo. Umas das fraudes econdomicas
mais comuns no leite fluido é a adi¢do de soro proveniente da fabricagdo do
queijo, por ser um subproduto de baixo custo a indistria. Esta adi¢ao como
qualquer outra fraude é proibida pela legislagao, por diminuir o valor nutritivo
do alimento. Mas em outros produtos derivados do leite, o soro de queijo & um
ingrediente de uso comum. A maior parte do volume do soro, entretanto, nao
é reaproveitada pela indiistria. Na tentativa de nao descartar esse subproduto
como residuo, ocorre a reutilizacao do soro adicionando-o ao leite a ser
comercializado. O objetivo maior dessa incorporagao no leite & aumentar o seu
volume, caracterizando-se, assim, como fraude econdmica. Por isso, nao existe
permissao legal para a sua adi¢do ao leite (BRASIL, 2006).

O soro proveniente da fabricagao do queijo & conhecido como um
produto de alto valor nutritivo, porém, poucos setores tem feito um correto
aproveitamento desta fonte de nutrientes levando a um grande desperdicio.
O soro fluido apresenta uma composi¢dao média de 4,6 % de lactose, 0,5
% de gordura e 0,8 % de protefnas, principalmente betalactoglobulinas,
alfa-lactoalbuminas e imonoglobulinas que sao valiosas do ponto de vista
nutricional, apresentando varios aminoacidos essenciais. A crescente demanda
por alimentos cada vez mais nutritivos, acessiveis e com menor custo de
produgdo, torna o soro uma importante fonte de nutrientes nobres, passiveis de
serem recuperados e empregados na elaboragao de uma grande quantidade de
produtos alimenticios.

A adigao de soro ao leite & normalmente detectada pela determinagdo
do caseinomacropeptideo (CMP), um fragmento hidrofilico da Bb-caseina,
liberado pela acdo da quimosina durante a coagulagao enzimatica do leite
que permanece soltivel no soro e que deveria estar ausente no leite. Porém, a
presenga de CMP no leite cru refrigerado pode ocorrer em fungao do sistema
proteolitico do proprio leite. Quanto maior o tempo de armazenamento do
leite resfriado, maiores as chances de multiplicagdo microbiana, em especial
dos microrganismos psicrotroficos. Geralmente, esta microbiota se torna
predominante no leite resfriado apos dois ou trés dias (LORENZETTI, 2006).

Uma importante caracteristica dos psicrotroficos comumente
encontrados no leite e produtos derivados é a sua capacidade de sintese de
enzimas extracelulares que degradam os componentes do leite. Por isso, as
proteases produzidas por bactérias psicrotroficas agem sobre a caseina de
forma semelhante a quimosina, liberando CMP (LORENZETTI, 2006). Por
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outro lado, a atividade proteolitica das enzimas termorresistentes, liberadas por
bactérias psicotroficas, em leite cru e as que permanecem ativas em leite UHT,
podem acarretar na liberagao de CMP. Isto devido da capacidade das enzimas
proteoliticas de hidrolisar a casefna em locais quimicamente semelhantes aos
da hidrolise pela pela quimosina. Os microrganismos psicrotroficos tem a
capacidade de crescimento a 7 °C sendo a causa mais importante de produtos
com baixa qualidade. Na indtstria de laticinios, os grandes volumes de leite
ficam armazenados a temperatura de refrigeracao entre 1 a 6 °C por longos
periodos. Assim as bactérias psicrotroficas encontram condi¢des para seu
desenvolvimento (LORENZETTI, 2006).

Os microrganismos psicrotroficos quando presentes no leite refrigerado,
principalmente no in natura, interferem na qualidade do produto final. O leite
proveniente de animais sadios, em condi¢des de ordenha adequadas, contém
poucos microrganismos. Se produzido de forma adequada de higiene, o leite
podera conter menos de 10 % de psicrotroficos em relagao a microbiota total.
Mas este produto pode sofrer contaminagao posteriormente a sua ordenha a
partir do ambiente e do homem, através dos métodos de manejos utilizados,
da forma ou tipo de ordenha, assim o grupo microbiano podera contribuir com
mais de 75 % no aumento de microrganismos psicotroficos (TRONCO, 2008).
Estas bactérias crescem a uma temperatura de 7 °C ou menos, independentes de
sua temperatura 6tima de multiplicagao. As bactérias psicrotroficas pertencem
a varios generos como Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Klebsiella,
Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter (EMBRAPA, 2003).

Durante a pasteurizagao, grande parte dos psicrotroficos é destruida,
mas este tratamento tem poucos resultados sobre a atividade das enzimas
termorresistentes produzidas por estes microrganismos (CUNHA e BRANDAO,
2000). Mesmo apds os microrganismos psicrotroficos serem inativados pelo
processo de pasteurizagdo do leite a termorresisténcia de proteases bacteriana e
a atividade residual elevada pode ser detectada apos os tratamentos térmicos,
uma vez que as enzimas produzidas continuam provocando alteragdes
no produto, mesmo ap0Os a pasteurizagdao ou ultra pasteurizagao (PINTO,
CARDOSO, VANETTI, 2004; TRONCO, 2008). Segundo o Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade do leite UHT (BRASIL, 1996, item 2.1) “entende-se
por leite UHT (Ultra Alta Temperatura, UAT) o leite (integral, parcialmente
desnatado ou semidesnatado e desnatado) homogeneizado que foi submetido,
durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130 °C e 150 °C, mediante um
processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura
inferior a 32 °C e envasado sob condi¢des assépticas em embalagens estéreis
e hermeticamente fechadas”. A ultra pasteurizagao pelo processo UHT tem
como objetivo produzir um produto comercialmente estéril e que mantenha as
caracteristicas nutritivas e organolépticas do produto fresco (TRONCO, 2008),
este processo busca a obtengao de um produto microbiologicamente estavel
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mediante a destrui¢do dos microrganismos mais termorresistentes, ou seja, as
formas esporuladas das bactérias (ORDONEZ, 2005).

Segundo Ordodhez (2005), as enzimas produzidas por pseudomonas
apresentam termorresisténcia ao processo UHT, como consequéncia
permanecem ativas ap0s o tratamento térmico e atacam seus substratos
correspondentes. As proteases de pseudomonas dao origem a sabores amargos
e geleificagdes, isto devido ao ataque sobre a B-caseina e a k-caseina, que
produzem peptideos hidrofobos e a desestabilizagdo da micela de caseina.

No Brasil, e também na maior parte do mundo, esta tendo uma grande
atenc¢do a pratica das fraudes no leite. A adigao intencional do soro de queijo
no leite € uma delas, sendo um subproduto de baixo valor comercial ou quase
nulo, é utilizado para mascarar a adigao de agua no leite, pois possui uma boa
quantidade de solidos totais. Esta fraude, por ter métodos de detecgao caros ou
muito lentos, é dificil de ser controlada. Os métodos oficiais para a pesquisa
de soro em leite referem-se a determinagao quantitativa de acido sialico e a
determinagao quantitativa de caseinomacropeptideo por cromatografia liquida
de alta eficiencia (CLAE) (TRONCO, 2008).

O método de determinacdao e quantificagdo do indice de CMP por
cromatografia por exclusdo é reconhecido como método oficial pela Instrugao
Normativa N° 68 (BRASIL, 2006). O principio do indice de CMP baseia-se
na detec¢ao e quantificagdo de caseinomacropeptideo proveniente da agdo
proteolitica de enzimas, por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com separagao em coluna de filtrag¢ao em gel e detec¢ao em ultravioleta
(UV). Este resultado deve ser expresso em miligramas de CMP por litro
conforme IN 68, o qual nao pode ultrapassar o limite de 30 mg L' de CMP
(BRASIL, 2006). O trabalho proposto buscou avaliar a agao das enzimas
proteases, produzidas por microrganismos psicrotroficos, no alto indice de
caseinomacropeptideo (CMP) no leite UHT ao longo do tempo de estocagem
e também comparando com amostras fraudadas propositalmente com soro
de queijo. Foram analisadas amostras de um deferido lote de leite UHT, sua
respectiva matéria-prima, e apds o processo de pasteurizagdo e padronizagao, e
o produto pronto ao longo de seu shelf-life.

MATERIAL E METODOS

Verificou-se a origem do leite processado pela empresa de laticinios,
sendo esta matéria-prima proveniente de produtores rurais cadastrados junto
a empresa, onde estes recebem assisténcia técnica especializada para o cuidado
do rebanho.

Coletou-se, em triplicata, amostras de leite in natura do silo isotérmico
de estocagem (6 °C), amostras de leite pasteurizado (6 °C) e vinte e quatro
amostras do leite envasado no processo UHT. Tanto o leite pasteurizado quanto
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o UHT sao de origem do mesmo lote do leite in natura, mas ja passando pelos
processos térmicos.

As amostras de leite UHT foram submetidas a estocagem em diferentes
temperaturas. Doze amostras foram incubadas a 35 °C pelo periodo de 30 dias,
este procedimento simula parte da vida de prateleira do leite UHT, assim, ha
um aceleramento no processo de protedlise natural do leite, forcando a agao
enzimatica. O restante das amostras foi estocado pelos mesmos 30 dias, em
temperatura entre 20 e 24 °C.

Realizou-se analise de indice de CMP no leite in natura logo em seu
recebimento e apds sua pasteurizagao, sendo também realizado analises
durante sua estocagem em silo isotérmico. Para o leite UHT, foram realizadas
analises logo ap0s o envase e de cinco em cinco dias de estocagem. A Instrugao
Normativa (IN) n° 68 de 2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento oficializa os métodos analiticos oficiais fisico-quimicos para
Controle de Leite e Produtos Lacteos, dentre os quais esta estabelecido o
método de detecgdo e quantificacao do indice de CMP para determinagao da
adulteracdo do leite por adi¢ao do soro de queijo (BRASIL, 2006).

O método utilizado para separagao e quantificagao do CMP foi a
cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE com separa¢ao em coluna de
filtragao em gel e detec¢ao em ultravioleta (UV), internacionalmente aceita
para a quantificagdo do caseinomacropeptideo - CMP, devido a sua precisao na
detecgao da presenga fraudulenta de soro no leite.

A curva analitica foi preparada com no minimo 5 solugdes padrdo de
CMP que contemple no minimo, um ponto abaixo de 30 mg L' e um ponto
acima de 75 mg L em matriz branca de leite fluido integral, isto &, utilizou-se
leite cru recém ordenhado de precedéncia conhecida, adicionando a este 10,0;
30,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg L* de padrao de CMP, além de uma amostra para o
branco (0 mg L* de CMP). Uma quantidade de 5,0 mL de acido tricloroacético
(24 %) foi adicionada lentamente a 10 mL de cada solugdo padrao, e deixada em
repouso durante 60 minutos a temperatura ambiente, seguidos por filtracao em
papel qualitativo, eliminando as primeiras gotas. O acido tricloroacético &€ um
agente precipitante, que é utilizado para separar peptideos de proteinas, por
diferenca de solubilidade (BRASIL, 2006).

Para o tratamento das amostras analiticas, foi retirada uma aliquota de 10
mL e adicionados 5 mL de acido tricloroacético a 24 % gota a gota e sob agitagao
constante, deixando em repouso por 60 minutos a temperatura ambiente,
sendo apos filtrada em papel qualitativo descartando as primeiras gotas do
filtrado. No caso de amostras turvas, deve-se filtrar em unidade filtrante com
0,45 pym. Apos o tratamento das amostras, foi injetado o volume de 30 puL de
cada amostra tratada no sistema cromatografico em uma corrida de 15 min,
com uma coluna Zorbax 250 GF 9,4 mm x 250 mm, com um fluxo isocratico
da fase movel (com um pH de 6,0 em solugao tampao de fosfato) de 1,0 mL
min' e detector UV ajustado a 205 nm. A fase estacionaria foi composta por
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particulas de silica esférica com diametro de 4,0 a 4,5 nm, superficie modificada
estabilizada com zirconio, diametro de poro 150 A, area superficial de 140 m?
g'. Os resultados obtidos de indice CMP foram quantificados por analise de
altura de pico comparada com a altura do pico de padrdes e tempo de retengéo
(BRASIL, 2006).

O limite de detecgao foi calculado em 3,33 vezes o desvio padrao do
branco dividido pelo coeficiente angular. O limite de quantificagao foi obtido
com 10 vezes o valor do desvio padrao do branco, e dividindo pelo coeficiente
angular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presente pesquisa foi desenvolvida com o leite processado por uma
indtistria de laticinios da regiao sul do Brasil. Na curva analitica obteve-se
um coeficiente de correlagdo linear de 0,998, para entdo realizar as analises do
leite in natura, leite pasteurizado e UHT. Este Gltimo com relagao ao tempo de
estocagem e a temperaturas de 20 a 24 °C e 35 °C. O limite de deteccao e de
quantificagao foram, respectivamente, de 4,99 e 14,96 mg L.

As analises da matéria-prima, ou seja, leite in natura, apresentaram um
baixo indice em CMP, no valor de 10,27 + 0,03 mg L. Ja o leite pasteurizado e
estocado a 6 °C, no valor de 10,91 + 0,05 mg L. Constatou-se que as amostras
em que foram realizadas analises estao isentas de fraudes, isto &, o indice de
CMP do leite in natura, pasteurizado e UHT com um dia de estocagem, em
torno de 11,03 = 0,02 mg L* e em dez dias, 17,41 + 0,03 mg L?, estes valores
estao abaixo do limite estabelecido de até 30 mg L (BRASIL, 2006).

A contamina¢ao do leite por microrganismos psicrotroficos esta
diretamente relacionada com as praticas de manejo utilizado nos animais, do
tipo de ordenha e da higienizagdao do animal, isso justificaria a presenga de
bactérias psicrotroficas no leite in natura (TRONCO, 2008). Por sua vez, Ordohez
(2005) salienta ainda que, o leite refrigerado na propriedade, o transporte em
tanques isotérmicos e suas estocagens nos postos de refrigeragao e na indaistria,
propiciam a prolifera¢ao de bactérias psicrotroficas. De acordo com a Instrugéo
Normativa n° 62 (BRASIL, 2011), o leite pode ser recebido pela indtistria com
no maximo 10 °C de temperatura, quando recebido de produtor e 7 °C quando
de origem de postos de resfriamento. Porém, estas temperaturas sdo dtimas
para o crescimento destas bactérias.

Foram realizadas anéalises em leite com adi¢ao de 0 a 20 % em soro e
analisado o indice de CMP, respectivamente. Os resultados sao apresentados
na Tabela 1. Com relagdo ao percentual de soro adicionado, os valores de CMP
aumentam numa taxa de 14 vezes, aproximadamente, e de forma linear (R?* =
0,998).
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Tabela 1 — Concentragao de CMP (mg L") em leite apds adig¢ao de 0 a 20 % em
soro

Percentual de soro adicionado (%) 0 5 10 15 20
Indice de CMP (mg L) 11,61 68,60 144,75 217,84 291,42

Fonte: os autores.

Mesmo com a ultra pasteuriza¢do pode ocorrer o aumento do indice de
CMP e com esta possibilidade realizou-se uma avaliagdo com relagao ao tempo
de estocagem e em temperaturas proximas as do leite embalado e estocado no
supermercado. Foi acompanhado o indice de CMP num respectivo lote de leite
UHT em diferentes temperaturas de estocagem durante aproximadamente
30 dias. Os resultados dos ensaios foram obtidos em triplicata e expressos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Média do indice de CMP (mg L") do leite UHT do mesmo lote,
armazenado a temperaturas de 20 a 24 °C e 35 °C

Média em CMP no leite UHT (mg L) de acordo com a

Armaze'namento temperatura
(Dias) 20a24°C 35°C

11,60 + 0,24 14,56 + 0,02
2 13,94 £ 0,55 31,00 = 0,06

32,76 + 0,53 51,52 + 0,20
10 39,48 + 0,44 66,40 + 0,05
15 65,09 + 0,20 106,43 + 0,19
20 68,15 + 0,19 119,73 + 0,41
25 71,41 £ 1,05 221,78 + 0,89
30 77,89 + 0,48 320,79 + 0,29

Fonte: os autores.

Observou-se que o leite UHT estocado sob condi¢ao de maior
temperatura (35 °C), caracteristica de depositos na estagao de verao, apresentou
um aumento expressivo no indice de CMP, podendo ser comparado aos
valores do indice referentes ao leite que teve soro adicionado propositalmente.
Em 20 dias de estocagem a temperaturas médias de 22 °C e 35 °C, o indice de
CMP atingiu valores comparados ao leite com soro adicionado em 4,4 e 8,1
%, respectivamente e em 30 dias, estes valores aumentaram para 5,1 e 22,3 %,
respectivamente. Estes valores comparativos foram obtidos da fungao linear
gerada com os dados da Tabela 1.
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Avaliando-se o comportamento do indice de CMP no leite UHT, ao
longo de sua estocagem, constatou-se um aumento gradativo neste indice,
conforme a Figura 1.

Figura 1 — Indice de CMP nas amostras de leite UHT armazenados até 30 dias
nas temperaturas de 20 a 24 e 35 °C

150 4

mg L-1

Tempo de ameuzenamento (dias)

Fonte: dos autores.

Esse comportamento que, segundo Ordonez (2005), é explicado devido
a termoestabilidade das proteases e das lipases elaboradas pelas bactérias
psicotroficas. Isso é percebido nos produtos ja industrializados, pois continuam
hidrolisando a caseina durante o periodo de estocagem sobre a forma
semelhante a hidrolise realizada pela quimosina, em condi¢des de temperatura
e pH favoraveis aumentando o indice de CMP. A perda de qualidade, como
a geleificacao em leite UHT durante a estocagem e perda das caracteristicas
sensoriais estao relacionadas a essas enzimas.

CONCLUSAO

Mesmo que o leite in natura, leite pasteurizado e o leite UHT recém-
processados tenham apresentado baixas concentra¢des de CMP, o indice deste
peptideo aumenta gradualmente ao longo do tempo de armazenamento, que
foi progressivo durante todo esse periodo. Desse modo, ndo é factivel a analise
do indice de CMP ser atribuida como um parametro de controle de fraudes
em leite UHT, uma vez que este composto se apresenta naturalmente no leite,
podendo ter variados teores dependendo das condi¢des de estocagem. Nem
sempre uma concentracao de CMP acima de 30 mg L, valor estabelecido pelo
MAPA, representa que o leite foi adulterado por adi¢do de soro de queijo,
principalmente em analises durante o periodo de estocagem.
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Ha a necessidade da continuidade do estudo, realizando o
monitoramento por toda a vida de prateleira do produto, ou até mesmo um
acompanhamento mais detalhado das outras alteragdes, como a de sabor e
sedimentos ou precipitados formados pela agao das enzimas.
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