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RESUMO 
 

Esse trabalho se propôs a desenvolver um modelo preditivo para identificação de perda de 
estabilidade e de sedimentação em leite UAT por determinação da atividade enzimática de 
aminopeptidase no leite por espectrofotometria. Foram analisadas amostras de leite cru, 
pasteurizado e UAT após envase durante 6 meses, na região Sul do Brasil. Acidez, crioscopia, 
gordura, extrato seco total, extrato seco desengordurado e densidade foram analisados no leite 
cru e pasteurizado. Amostras de leite cru foram ainda submetidas a análise de contagem de 
psicrotróficos e atividade de aminopeptidase, e amostras de leite UAT estocadas foram 
analisadas quanto ao grau de proteólise através de análises sensoriais e atividade de 
aminopeptidase. Alterações sensoriais foram observadas em tempos de estocagem menores para 
amostras originadas de leite cru com contagem de psicrotróficos acima de 107 UFC ml -1. Não 
houve correlação entre a atividade de aminopeptidase e proteólise e também não foi observada 
correlação significativa entre os parâmetros físico-químicos e a ocorrência de proteólise no leite 
estocado. O modelo estudado não foi apto para predizer perda de estabilidade e ocorrência de 
proteólise no leite UAT. 

  

Palavras chave: leite; qualidade; proteólise; UAT 
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ABSTRACT 
 

The aim of this work was to develop a predictive model for identifying loss of stability and 
sedimentation in UHT milk by determining the enzymatic activity of aminopeptidasis in milk by 
spectrophotometry. Were analyzed samples of raw milk, pasteurized and UHT after filling for 6 
months in Southern Brazil. Acidity, freezing point, fat, total solids, nonfat solids and density 
were analyzed in raw and pasteurized milk. Of raw milk samples were also subjected to 
psychrotrophic count analysis and aminopeptidasis activity and UAT samples stored milk were 
analyzed for degree of proteolysis through sensory analysis and aminopeptidasis activity. 
Sensory changes were observed in smaller storage time for samples of raw milk originated with 
psychrotrophic count above 107 CFU ml -1. There was no correlation between aminopeptidasis 
activity and proteolysis and was also no significant correlation between physicochemical 
parameters and the occurrence of proteolysis in stored milk. The model was unable to predict 
loss of stability and occurrence of proteolysis in UHT milk. 

 

Keywords: milk, quality, proteolysis, UHT 
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1. INTRODUÇÃO   

Nas últimas três décadas, a produção de leite no mundo aumentou mais de 50%, chegando a 754 

milhões de toneladas, em 2012. O Brasil, com uma produção de aproximadamente de 33 bilhões 

de litros por ano é o terceiro maior produtor de leite do mundo, ficando abaixo apenas dos 

Estados Unidos, em segundo lugar, e da Índia que detém o primeiro lugar com uma parcela de 

16% do volume total de produção (FAO, 2014).  Apesar da crescente produção a cada ano, a 

tabela 1 mostra que o consumo de leite no Brasil, com 163,5 litros por pessoa por ano 

(MINTEL, 2014), está abaixo do recomendado pela Organização Mundial da Saúde, que é de 

250 litros por pessoa por ano. 

Tabela 1: Consumo histórico de leite, em litros, per capita no Brasil, 2007 a 2014 

Parâmetros 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 

Produção (bilhões L) 27,7 28,3 29,1 30,0 30,8 31,5 32,4 33,2 

Consumo (L) 146,4 147,7 150,3 153,2 156,3 158,1 161,2 163,5 

Crescimento (%)   2,0 2,8 3,0 3,0 2,1 2,8 2,3 
Fonte: Relatório Leite Brasil – Tamanho de Mercado, Mintel (2014) 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA (Brasil, 2014) estima que a 

produção e o consumo de leite brasileiro deverão crescer em uma taxa anual de 2,6% a 3,4% e 

2,4% a 3,3% respectivamente, conforme projeções para o cenário do Agronegócio Brasileiro 

2020/2023 (Figura 1). 

 
 
Figura 1: Projeção da produção e consumo de leite no Brasil entre os anos de 2013 a 2024. 
Fonte: Adaptado de Projeções do Agronegócio Brasileiro, Brasil (2014) 
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Entretanto, de acordo com a Assessoria Estratégica de Gestão do MAPA (Brasil, 2014), um 

fator relevante que impede o país de atingir mercados mais exigentes é a qualidade questionável 

do produto lácteo brasileiro. Aspectos que se referem à qualidade do leite estão, cada vez mais, 

ganhando interesse, entre os consumidores, especialmente aqueles relacionados com a saúde 

humana e tem sido um grande entrave na relação entre produtores, indústrias e consumidores.  

Na tabela 2, observa-se que, em média, 25% do mercado de leite é representado pelo segmento 

varejista, com cerca de 8 bilhões de litros de leite em 2014. Entre 2011 e 2014, a média de 

crescimento foi cerca de 7,8% ao ano. Entende-se por varejo, o mercado que abrange leite 

líquido, em pó e leite pasteurizado de vaca. Seu tamanho se estende às vendas por canais de 

varejo, tais como hipermercados, supermercados e mercearias que realizam vendas diretas ao 

consumidor. Nos últimos quatro anos, em média, 78,8% (6,07 bilhões de litros) deste segmento 

foram representados pelos leites fluidos, com destaque para o leite UAT com 78,3% (4,73 

bilhões de litros) deste volume (Mintel, 2014).  

Tabela 2: Segmentação do mercado leite por volume, em bilhões de litros 

Segmento 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 

Varejo 7,31 7,09 7,17 7,41 7,59 7,91 7,92 8,08 

Outros 20,43 21,20 21,91 22,54 23,26 23,59 24,47 25,07 

Total 27,7 28,3 29,1 30,0 30,8 31,5 32,4 33,2 
Fonte: Relatório Leite Brasil - Segmentos do mercado, Mintel (2014)  

Segundo a Fundação Procon do Estado de São Paulo – PROCONSP (2013), em 2013, o 

segmento de leite estava entre os destaques de procedimentos de recall deste mesmo ano. Em 

2014, o Estado do Rio de Janeiro vetou a comercialização de três empresas beneficiadoras de 

leite, alegando que o produto estaria impróprio para consumo (PROCONRJ, 2014). 

As limitações tecnológicas relacionadas à falta de estabilidade térmica têm dificultado a 

melhoria da qualidade de produtos lácteos e o aumento da vida de prateleira (Silva, 2004). A 

proteólise no leite UAT (Ultra Alta Temperatura) durante o armazenamento é um exemplo 

comum de redução da estabilidade, devido à formação de sedimento (precipitação de minerais), 

configurando assim um problema de qualidade e a rejeição deste produto por parte do 

consumidor (Vesconsi et. al., 2012). 
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De acordo com Gigante (2004) e Vidal-Martins et al. (2005), este problema pode ser causado 

por enzimas termoestáveis produzidas por cepas de micro-organismos psicrotróficos que 

permanecem ativas mesmo após o processamento térmico em alta temperatura. Em ação 

sinergética com a plasmina (enzima naturalmente presente no leite), estas enzimas ocasionam a 

hidrólise das caseínas, durante o período de estocagem do leite, também chamado de shelf-life 

(Corassin et al., 2010). 

A geleificação, também considerado um problema constante na indústria de lácteos, determina o 

desenvolvimento de sabor e odor desagradáveis, assim como alterações na viscosidade, com 

espessamento do produto, podendo culminar na formação de gel, sem separação de soro, na 

maioria dos casos (Harwalkar, 1997 e Silva, 2004). 

Nicolaou et al. (2010) concluíram que as determinações analíticas da qualidade do leite, por 

métodos tradicionais, além de serem lentas e caras, têm sido consideradas por muitos estudiosos 

como pouco práticas e laboriosas para uso na triagem de leite de rotina pela indústria leiteira. 

Neste contexto, faz-se necessário diagnosticar procedimentos de ensaio os quais a indústria 

láctea possa utilizar para prever a probabilidade de ocorrência das limitações citadas acima, 

antes do processamento da matéria-prima leite, para que a indústria leiteira atenda as exigências, 

e satisfaça o mercado consumidor.  

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

O aumento da renda da população brasileira e mundial tem favorecido o consumo de produtos 

lácteos (MAPA, 2014).  Segundo a análise dos dados de mercado (Mintel, 2014), o brasileiro 

teve em média, nos últimos quatro anos, um gasto de U$ 1,07 por litro de leite consumido e no 

mesmo período, um desembolso médio de U$ 41,97 por habitante ao ano (Tabela 3). Além do 

aumento no consumo, a população está cada vez mais exigente no que se refere à qualidade do 

leite e de seus subprodutos, exigindo um alimento seguro, ou seja, com adequado valor 

nutricional e sem riscos à saúde. 
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Tabela 3: Estimativa de gastos (U$) pela população brasileira no mercado de leite 

  2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 
Gasto Brasil 
(bU$/população) 

7,57 8,68 8,42 8,48 8,66 9,16 10,02 10,77 11,63 

Gasto (U$/hab) 38,73 43,97 42,28 42,19 42,70 44,77 48,62 51,85 55,57 
Preço (U$/L) 1,02 1,14 1,06 1,07 1,07 1,11 1,19 1,26 1,33 
Fonte: Relatório Leite Brasil - Segmentos do mercado, Mintel (2014) 

Apesar deste aumento de consumo, a qualidade do leite in natura continua sendo um grande 

entrave na relação entre produtores, indústrias e consumidores. O produtor almeja maior 

produtividade e melhor preço de pagamento; a indústria exige alto rendimento industrial, vida 

de prateleira extensa e garantia das características sensoriais do produto final. Já os 

consumidores, exigem produtos saborosos e principalmente com qualidade assegurada, como 

comentado anteriormente. 

2.1 Leite in natura 

Entende-se por leite, sem outra especificação, o produto oriundo da ordenha completa, 

ininterrupta, em condições de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas 

(BRASIL, 2002). 

O leite é um alimento de valor nutritivo inestimável e que, para manter seu padrão de qualidade, 

requer um processo de conservação e envase bastante complexo (Torres, 2010). 

O leite é uma combinação de diversos sólidos em água. Os sólidos representam 
aproximadamente 12 a 13% do leite e a água, aproximadamente 87% (EMBRAPA, 2014). O 
leite de vaca possui, em média, 87,4% de água, 3,9 g de gordura, 3,2 g de proteína, 4,6g de 
lactose e 0,9 g de minerais e outros sólidos por 100 g de leite (Tabela 4) (Harding, 1995).  

Tabela 4: Composição do leite de vaca 
Componentes Teor (%) 

Água 87,4% 
Sólidos Totais (ST) 12,6% 

Gordura 3,90% 
Proteína 3,20% 
Lactose 4,60% 

  Minerais 0,90% 
Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2014) 



16 
 

Os principais sólidos do leite são glicídios (açúcares), lipídios (gorduras), protídeos (proteínas), 

sais minerais e diversos minerais (potássio, cálcio, sódio, magnésio, zinco e ferro), além de 

compostos orgânicos (enzimas e vitaminas A, E, B1, B2, C e D). A nomenclatura “sólidos totais 

(ST)” ou “extrato seco total (EST)” engloba todos os componentes do leite com exceção da 

água. Por sólidos não gordurosos (SNG) ou extrato seco desengordurado (ESD), compreendem-

se todos os elementos do leite, menos a água e a gordura. Os componentes do leite permanecem 

em equilíbrio, de modo que a relação entre eles é bastante estável. 

As proteínas representam entre 3 a 4% dos ST. Conforme a tabela 5, 20% das proteínas do leite 

são compostas por proteínas do soro, tais como β- lactoglobulina e α- lactoalbumina, e cerca de 

80% desta fração, é representada pela caseína, principal proteína do leite por seu alto valor 

nutricional e sua importância tecnológica na fabricação de queijos.  

Tabela 5: Tipo e concentração das proteínas presentes no leite de vaca 

Caseína Total 79,5% 

αs1-caseína 30,6% 

αs2-caseína 8,0% 
β-caseína 30,8% 
κ-caseína 10,1% 

Proteínas do Soro Total 20,2% 
α-lactoalbumina 3,7% 
β-lactoglobulina 9,8% 
Sero-albumina 1,2% 
Imunoglobulinas 2,1% 
Demais proteínas 3,4% 

Fonte: Adaptado de Fernandes et. al., (2012) 

A caseína bovina pode ser classificada em quatro tipos de proteínas com diferentes 

propriedades: αs1-, αs2, β- caseína e κ-caseína, respectivamente 30,6%, 8,0%, 30,8% e 10,1% do 

total da caseína (Fernandes et al., 2012). Cerca de 95% da caseína encontram-se organizadas na 

forma de micela, um agrupamento formado por moléculas de caseína, junto com cálcio, fósforo 

e outros sais, conforme ilustrado na figura 2.  
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Figura 2: Representação ilustrativa de uma micela de caseína. 

Fonte: Adaptado de Tetra Pak, Dairy Processing Hand book (1996) 

As micelas de caseínas são compostas por partículas coloidais imersas no leite, com formato 

arredondado e tamanho médio de 200 nm. Segundo Walstra (1990), a κ-caseína localiza-se na 

região externa das micelas de caseína, sendo responsável pela estabilização do leite frente aos 

tratamentos térmicos. 

Considerando as propriedades físico-químicas do leite, os principais critérios utilizados para 

caracterizá-las, de acordo com Fonseca e Santos (2000) são: densidade, crioscopia  pH e  acidez 

titulável.   

O leite é um excelente meio para o crescimento de micro-organismos, especialmente bactérias 

que podem causar a deterioração do produto e ainda, levar a casos de infecção (pela presença do 

micro-organismo) ou intoxicação alimentar (por toxinas microbianas) (FAO, 2014). Micro-

organismos patogênicos como Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi, S. Paratyphi, 

Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, podem 

gerar quadros clínicos com náuseas, cefaleia, vômitos, diarréia, desidratação e prostração, até 

quadros mais graves como septicemia e morte (Forsythe, 2002). 

A carga microbiana presente no leite cru pode variar de acordo com as estações do ano, as 

práticas de produção e manejo na propriedade rural, a localização geográfica, a temperatura de 
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armazenamento do leite cru e a distância para o transporte entre a propriedade rural e o local de 

beneficiamento (Silveira et al., 2000 e Vidal-Martins et al., 2005). 

De acordo com o tipo de tratamento térmico utilizado, o leite pode ser classificado como 

pasteurizado ou UAT. O emprego do calor é um dos métodos mais antigos utilizados para a 

conservação de alimentos. Atualmente, no caso específico do leite, um dos processos que tem se 

destacado na indústria de laticínios é o emprego do processo “Ultra-High-Temperature” (UHT) 

ou Ultra-Alta Temperatura (UAT) (Cunha, 2001). 

2.2 Leite UAT 

Historicamente, somente no início da década de 50, o leite UAT foi produzido em escala 

industrial. Em 1951, Bloomberg & Hessey, citados por Cunha (2001), foram um dos primeiros a 

descrever o processo de produção de leite UHT. Neste processo, o leite era submetido à 

temperatura de 140,5 °C, durante oito segundos em tubos preaquecidos, sob fluxo contínuo e 

acondicionado assepticamente em latas. 

Apresentada ao país em 1972, a tecnologia que prolonga a vida do leite dispensa qualquer 

utilização de conservante e preserva as qualidades naturais do produto. O leite UAT desde 

então, consagrou-se como uma alternativa altamente segura e confiável para o consumo de leite 

no Brasil. 

Entende-se por leite UAT ou UHT ou também chamado de longa-vida, o leite homogeneizado 

que foi submetido, durante 2 a 4 segundos, à temperatura entre 130°C e 150°C, mediante 

processo térmico de fluxo contínuo, imediatamente resfriado a temperatura inferior a 32°C e 

envasado sob condições assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (Brasil, 

1996). 

Conforme Lewis, 1986 e Sá & Barbosa, 1990, citados por Cunha (2001), o processo UAT pode 

ser realizado por dois sistemas: o sistema direto, em que a esterilização do produto é obtida pela 

ação do calor proveniente de injeção direta de vapor e o sistema indireto, no qual se utiliza o 

mesmo princípio de permutação de calor por placas, como na pasteurização, ou seja, o leite é 

aquecido pelo calor proveniente de dispositivos metálicos (placas ou tubos) condutores de 

energia calorífica. 
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Como denominação de venda, o MAPA considera leite UAT integral, semidesnatado ou 

parcialmente desnatado ou desnatado de acordo com a classificação dos parâmetros mínimos de 

qualidade, conforme tabela 6 (Brasil, 1996). 

Tabela 6: Parâmetros mínimos de qualidade do leite UAT exigidos pelo MAPA 

Requisitos Leite 
Integral 

Leite Semi ou 
Parcialmente 

desnatado 

Leite 
Desnatado 

Métodos de 
Análise 

Matéria Gorda Min. 3,0 0,6 a 2,9 Máx. de 0,5 FIL C 1987 

Acidez g ac. 
Lático/100ml 

0,14 a 0,18 
  

0,14 a 0,18 
AOAC 15ª ed, 

947.05 

Estabilidade ao etanol 
68% (v/v) 

Estável Estável Estável FIL 48 1969 

Extrato seco 
desengordurado % (m/m) 

Min. 8,2 Min. 8,3 Min. 8,4 FIL 21B 1987 

Fonte: Brasil (1996) 

De acordo com IBGE – Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (2013), em 2011, a 

categoria de leite longa vida foi responsável pelo crescimento de 4,2% do mercado total de 

consumo do alimento. Segundo dados da Associação Brasileira de Leite Longa Vida (ABLV, 

2014), a participação de mercado do produto que era de 4,4% em 1990, alcançou 78,2% em 

2011.  

A participação elevada de leite UAT na comercialização de leites fluidos no Brasil segundo 

Torres (2010) deve-se, principalmente, à sua praticidade e maior vida de prateleira 

proporcionada pela tecnologia UAT, ao processo de envase asséptico e ao uso de embalagens 

cartonadas hermeticamente fechadas, que impede a entrada de luz e oxigênio (Figura 3). 
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Figura 3: Camadas da embalagem cartonada UAT. 

Fonte: Tetra Pak, Dairy Processing Hand book (1996) 

Entretanto, o leite UAT está sujeito a outros problemas que não são observados no leite 

pasteurizado tais como a sedimentação e a geleificação (SILVA, 2004; SANTOS, et al., 2006). 

A preocupação com a produção de leite de qualidade no país não é recente. As últimas 

tentativas desse movimento são retratadas pelas Instruções Normativas nº 51/2002 e nº 62/2011, 

que estabeleceram prazos e padrões de qualidade para o leite a ser comercializado, com 

recolhimento mensal de amostras de leite cru refrigerado de cada propriedade rural fornecedora 

dos estabelecimentos sob SIF – Sistema de Inspeção Federal (Brasil, 2014). 

Neste contexto, faz-se obrigatório o cumprimento legal das normas e exigências de análises dos 

produtos de origem animal (Brasil, 2002; Brasil, 2003 e Brasil, 2011). 

2.3 Micro-organismos psicrotróficos 
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Bactérias psicrotróficas pertencem a diversos gêneros que podem se multiplicar em 

temperaturas baixas, mas a sua temperatura ótima de crescimento pode variar. Muitas são 

mesófilas e crescem mais lentamente a temperaturas mais baixas. Segundo Griffiths (2010), do 

ponto de vista da qualidade do leite, as bactérias psicrotróficas são o grupo que mais contribui 

para deterioração do leite e produtos lácteos.  

Conceitualmente, os micro-organismos são classificados de acordo com sua temperatura ótima 

de crescimento (tabela 7). As bactérias psicrotróficas são aquelas capazes de se desenvolver em 

temperaturas abaixo de 7ºC, independente de sua temperatura ótima de crescimento (Frank et 

al., 1992; Arcuri et.al, 2008). Esses micro-organismos dominam a microbiota do leite cru 

refrigerado (Manzano et al., 2005). 

Tabela 7: Classificação dos micro-organismos de acordo com sua temperatura ótima de 
crescimento 

Micro-organismos Temperatura ótima de crescimento (◦C) 

Termófilos 55 a 75 

Mesófilos 30 a 45 

Psicrotróficos 25 a 30 
Psicrófilos 12 a 15 

Fonte: Frank et al., (1992); Arcuri et al, (2008) 

De acordo com a EMBRAPA (2014), os principais gêneros de bactérias psicrotróficas que 

contaminam o leite são não-patogênicos, como, por exemplo, Aeromonas, Chromobacterium, 

Flavobacterium, Lactobacillus, Arthrobacter. Entretanto, Pseudomonas aeruginosa, Listeria 

monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Bacillus cereus são bactérias psicrotróficas associadas 

com intoxicações alimentares após consumo de leite ou produtos lácteos.  

O número de bactérias psicrotróficas presentes no leite cru está relacionado às condições 

higiênicas na produção e ao binômio tempo - temperatura em que o leite é armazenado. Desta 

forma, segundo Fonseca & Santos (2000), bactérias predominam em situações em que há 

deficiência de higiene na ordenha, problemas de limpeza e sanitização do equipamento de 

ordenha, quando ocorre resfriamento marginal do leite ou quando o tempo de estocagem é 

muito longo. Quando as condições de higiene da produção de leite são boas, a contagem de 

bactérias psicrotróficas é baixa, mas, se as condições forem ruins, estas podem corresponder a 

75% ou mais do total da população bacteriana (EMBRAPA, 2014). 
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Segundo Manzano et al. (2005), o grupo psicrotrófico inclui uma diversidade de gêneros 

bacterianos, com predominância do gênero Gram-negativo Pseudomonas. A maioria destas 

bactérias não sobrevive aos tratamentos térmicos aplicados ao leite durante o processamento 

normal. No entanto, durante seu crescimento no leite cru, estes micro-organismos produzem 

enzimas termo-resistentes (proteases e as lipases extracelulares), que se mantêm íntegras e 

ativas após o tratamento térmico (Izidoro, 2013).  

Considerados como os principais agentes de deterioração de leite cru refrigerado e de seus 

derivados, Arcuri et al. (2008) afirmam que como principais problemas ou defeitos atribuídos a 

este gênero, podem ser citados: aparecimento de ranço, sabor amargo, sabor de fruta, 

geleificação em leite UHT, além de instabilidade térmica do leite. 

Assim, uma contagem baixa de psicrotróficos no leite é de fundamental importância para sua 

qualidade, pois a atividade metabólica desses micro-organismos resulta em alterações 

bioquímicas nos constituintes do leite que limitam a vida de prateleira dos produtos lácteos 

(Arcuri et.al, 2008) e causam rejeição por parte da indústria e do consumidor. 

2.4 Proteólise 

Conceitualmente, a proteólise está associada à quebra da caseína por ação de proteases 

bacterianas, comumente, produzidas por bactérias psicrotróficas contaminantes do leite cru 

(Datta et al., 2003). 

A atividade psicrotrófica - proteolítica se expressa, principalmente, sobre as caseínas (Gebre-

Egziabher et al., 1980), mais especificamente sobre as porções glicolisadas e hidrofílicas da k-

caseína.  A caseína não é facilmente alterada pelo calor, permanecendo bastante estável quando 

o leite é pasteurizado. Entretanto, quando ocorrem mudanças na acidez do leite, há rompimento 

da estrutura das micelas, o que faz a caseína precipitar e formar coágulos (Figura 4). 
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Figura 4: Desnaturação da k-caseína e formação do coágulo. 

Fonte: Adaptado de Tetra Pak, Dairy Processing Handbook (1996) 

 

As enzimas responsáveis pela proteólise são, em ação sinérgica, a plasmina (proteinase alcalina 

nativa do leite, análoga à enzima sérica do soro sanguíneo bovino) e proteinases extracelulares 

bacterianas, produzidas por bactérias psicrotróficas. A proteólise originária da plasmina perfaz 

aproximadamente 90% da proteólise total (Barry & Donnelly, 1981; Corassin et al., 2010).  

Proteinases extracelulares e a plasmina reagem diferentemente com as proteínas do leite e 

produzem diferentes peptídeos no leite UAT (Harwalkar, 1997; Gigante, 2004; Silva, 2004; 

Vidal-Martins et al., 2005). As enzimas proteolíticas de natureza bacteriana agem, em sua 

maioria, sobre a κ-caseína, o que resulta na desestabilização das micelas de caseína e na 

coagulação do leite, de forma análoga à quimosina, enzima empregada na coagulação 

enzimática para obtenção do queijo. Já a plasmina, hidrolisa principalmente a β-caseína e αs2-

caseína e, em menor extensão, αs1-caseína, enquanto a κ-caseína é resistente (Corassin et al., 

2013). De acordo com o Chen et al. (2003), o efeito direto desta reação proteolítica é o 

aparecimento de sabor amargo no leite devido ao acúmulo de peptídeos e de aminoácidos, 

especialmente tirosina. Segundo Datta et al. (2003), diversos fatores influenciam o 

aparecimento da geleificação, tais como o modo e intensidade do tratamento térmico; fatores de 

produção de leite; qualidade microbiológica do leite cru; temperatura de armazenamento; 

aditivos e/ou teor de gordura, o que torna um limitador da vida de prateleira do produto UAT 

devido as mudanças em seu sabor e textura citados anteriormente (aumento na viscosidade e 

formação de gel). 
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Já a sedimentação pode ser entendida como a perda da estabilidade proteica do leite submetido a 

tratamentos térmicos. A formação de sedimentos decorrente da alta temperatura empregada no 

processamento se deve à maior quantidade de proteínas desnaturadas e à precipitação dos sais 

minerais (Silva, 2004 e Vesconsi et al., 2012). 

2.5 Estimativa de custos por perdas na indústria de laticínios 

A determinação e quantificação dos principais constituintes do leite são importantes para os 

laticínios, no que diz respeito à elaboração do pagamento por qualidade do leite, às informações 

aos consumidores e para o controle e a garantia de qualidade de derivados e subprodutos. 

De acordo com Santos (2011), a lucratividade das indústrias laticinistas é dependente da 

eficiência e rendimento da transformação do leite em produtos lácteos como o queijo, leite em 

pó e leite fluido. Desta forma, o rendimento e a qualidade dos produtos lácteos são dependentes 

da composição e das propriedades tecnológicas que o leite apresenta. 

Na região Sul do Brasil, um laticínio produtor de leite UAT apresentou somente no mês de 

março, 1126 reclamações de consumidores referentes a alterações sensoriais no leite UAT. 

Cerca de 560.000 litros foram descartados. Em um período de seis meses, os custos com trocas 

e descarte de leites UAT chegaram a quase R$ 1.700.000,00. Após investigação das possíveis 

causas, constatou-se que o problema ocorreu principalmente devido a proteólise, sedimentação e 

coagulação durante a estocagem. 

Como os métodos de análises microbiológicas tradicionais de contagem de micro-organismos 

mesófilos em leite UAT levam de 7 a 10 dias, o leite empregado no processo de fabricação 

desse leite em uma planta industrial pode gerar um produto final de qualidade questionável, 

tornando-se impróprio para consumo no decorrer de sua validade de prateleira, como foi o caso 

do cenário de reclamações vivido pelo laticínio citado acima. 

Por esta razão, a indústria de laticínios, a fim de manter elevados níveis de qualidade durante a 

fabricação e produção de alimentos para o consumo seguro, tem aumentado a procura por testes 

rápidos para estimativa da qualidade microbiológica dos alimentos, visando obtenção de 

resultados rápidos e precisos.  
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Vários testes têm sido propostos, tais como métodos com base em anticorpo e reconhecimento 

de ácido nucleico, ensaios bioquímicos, enzimáticos e filtração por membrana (Vasavada, 1993; 

Fung, 1997, Patel, 1999, Entis et al., 2001 e Manzano et al. 2005). Atualmente, a técnica de 

espectroscopia de absorção na região do infravermelho (IR) vem sendo amplamente utilizada 

em laboratórios industriais de controle de qualidade, pesquisa e desenvolvimento, assim como, 

em indústrias alimentícias, para a análise qualitativa e quantitativa dos ingredientes e alimentos 

acabados (Wehling, 2010). 

 

Para isso, será mensurada de forma quantitativa a atividade enzimática no leite por meio de 

método indireto adaptado descrito por Manzano et al. (2005) e  análise sensorial qualitativa do 

leite UAT em diferentes tempos de estocagem, ensaios físico-químicos e a contagem 

microbiológica no leite cru, considerando apenas micro-organismos psicrotróficos. 

 

2.6 Atividade de Aminopeptidase 

 

Segundo Manzano et al., (2005), aminopeptidases são enzimas localizadas no envelope celular 

bacteriano, quase que exclusivamente em micro-organismos Gram-negativos. A atividade de 

aminopeptidase pode ser quantificada em µg de p-nitroanilina utilizando L-alanina-p-

nitroanilida (incolor) como substrato, o que é enzimaticamente clivada para p-nitroanilina (rosa) 

(figura 5). Este composto pode ser detectado tanto instrumentalmente por medição de 

absorvância (540nm) como visualmente pelo desenvolvimento de cor nas amostras, o que será 

utilizado como método para as análises realizadas no leite cru. 

 

 

 
Figura 5: Reação química catalisada pela Alanina Aminopeptidase - AAP. 

 

 
3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar uma metodologia de análise de leite cru que possa ser considerada como um modelo 

preditivo de ocorrência do grau de proteólise. 
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3.2 Objetivos específicos 

 

� Correlacionar os parâmetros de qualidade do leite cru (teor de gordura, acidez, 
crioscopia, pH, densidade, extrato seco desengordurado, extrato seco total e contagem 
de psicrotróficos) com a perda de estabilidade e o grau de proteólise no leite UAT; 
 

� Avaliar a relação entre a contagem de psicrotróficos no leite cru com a estabilidade e 

grau de proteólise do leite UAT (não conformidade) em diferentes tempos de 

estocagem; 

 

� Avaliar uma metodologia de análise por atividade enzimática para uso como modelo 

preditivo de perda de estabilidade e grau de proteólise do leite UAT estocados em 

diferentes tempos. 

 
4. MATERIAL E MÉTODOS 

A fase experimental de amostragem e a execução dos ensaios (Figura 6) foi realizada em uma 

unidade industrial de produção de leite UAT integral, semi-desnatado e desnatado, localizada na 

região Sul do Brasil. A referida unidade capta cerca de 400.000 litros de leite por dia, oriundos 

de seus fornecedores que somam, atualmente, cerca de 2.200 produtores.  

 

Figura 6: Fluxograma geral da fase experimental e execução dos ensaios analíticos. 
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4.1 Amostragem 

As amostras foram coletadas durante 22 semanas consecutivas e agrupadas em A1, A2 e A3, 

conforme descrito abaixo: 

A1: amostras de leite cru, com volume de 100 ml cada, foram coletadas em duplicata no silo de 

estocagem de leite cru da indústria após o descarregamento dos caminhões, totalizando 44 

amostras de leite cru (Figura 7). Os silos de armazenagem de leite cru estavam sob constante 

agitação e refrigeração controlada (2,5°C). As amostras foram coletadas em frascos plásticos 

para análises físico-químicas e em frascos plásticos estéreis para análise microbiológica de 

contagem de psicrotróficos;  

A2: amostras de leite pasteurizado, com volume de 100 mL cada, foram coletadas no silo de 

estocagem de leite pasteurizado, em frascos plásticos, sendo correspondentes ao leite cru 

anterior, totalizando 22 amostras, uma vez que não houve coleta em duplicata (Figura 7); 

A3: amostras de leite UAT, com volume de 1000 ml cada, já envasadas em embalagem estéril 

cartonada, oriundas de três linhas de envase distintas (L1, L2 e L3), as quais produzem 

aleatoriamente, leites do tipo integral, semi-desnatado e desnatado. Para cada amostra de leite 

pasteurizado (A2), foram coletadas 12 amostras de leite UAT correspondentes a cada amostra 

de leite pasteurizado, totalizando assim 264 amostras de leite UAT (Figura 7). 
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Figura 7: Esquema representativo do fluxo de coleta das amostras. 

As amostras do grupo A1 foram fracionadas para realização dos ensaios físico-químicos, 

microbiológicos (contagem de psicrotróficos) e para análise de grau de proteólise conforme 

descrito adiante.  

4.2 Preparo de soluções para análise de atividade enzimática de aminopeptidase no leite 

 
4.2.1 Solução clarificante 

 

A solução clarificante foi utilizada para melhorar a separação de bactérias a partir de amostras 

de leite (Manzano et al., 2005). Esta solução foi composta por 0,15 M ADA (N-(2-acetamido) 

imino-diacetic acid a 2,85 g/100 mL), 0,5% de Triton (0,5 g/100 mL) e 0,01% de 

Micropartículas de poliestireno (0,01 g/100 mL). O Triton 100-X foi dissolvido em 

aproximadamente 75 mL de água sob agitação. Em seguida, foram adicionados 0,15 M ADA 

(N-(2-acetamido) imino-diacetic acid) neutralizado o pH para 7,0 com solução de NaOH 40% 

(N = 22) 
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gota-a-gota. Após, com o auxílio de uma micropipeta, as micropartículas de poliestireno 

previamente diluídas em água, foram adicionadas a solução.  

 

4.2.2 Solução 1000 ppm de cloreto de cobalto (CoCl2) 

 

Composta por CoCl2 na concentração de 1 g/L. Para constituição desta solução, foi dissolvido o 

cloreto de cobalto em água e transferido para um balão de 1 L.  

 

4.2.3 Tampão Tris HCl 

 

Composto po 0,1 M de Trizma base (1,21 g/100 mL). Foram utilizados 6 mL de solução 1000 

ppm de CoCl2 (equivalente a 6 mg de Co+2 livre). Após completa dissolução do Trizma base em 

80 mL de água, foi adicionado 6 mL de solução de cloreto de cobalto 1000 ppm. Em seguida, o 

pH foi ajustado para 8,0 com ácido clorídrico 15%.  

  

4.2.4 Solução de Substrato 

 

Composta por 0,1 g L-alanina-p-nitroanilida (0,1 g/100 mL). O reagente foi dissolvido em água, 

transferido para um balão volumétrico e a solução final foi armazenada em geladeira do próprio 

laboratório. 

 

4.2.5 Solução ácido acético 

 

Composta por ácido acético em água a 20%. Em um balão volumétrico, adicionaram-se 20 mL 

de água destilada, seguido de 20 ml de ácido acético glacial. Completou-se o volume para 

atingir-se 100 mL. 

 

4.2.6 Solução nitrito de sódio 

 

Composta por 0,2 g de nitrito de sódio em água (0,2 g/100 mL). O reagente foi dissolvido em 

água e em seguida avolumado em balão volumétrico. 

 

4.2.7 Solução de sulfamato de amônio 

 

Composta por 2 g de sulfamato de amônio em água (2 g/100 mL). O reagente foi dissolvido em 

água e, em seguida, a solução foi avolumada em um balão volumétrico. 
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4.2.8 Solução n-(1-naftill)-etilenodiamino 

 

Composta por 0,1 g de n-(1-naftil)-etilenodiamino em água (0,1 g/100 mL). O reagente foi 

dissolvido em água e em seguida a solução foi avolumada em um balão volumétrico. 

 

4.2.9 Solução de calibração da curva padrão 

 

Composta por p-nitroanilida (0,0125 g/L). Após a pesagem do reagente, este foi transferido para 

um balão volumétrico de 1 litro. Em seguida foi adicionada água até quase encher o balão 

volumétrico, mantendo sob agitação em agitador magnético até completa dissolução.  

 

4.3 Determinações Analíticas 

As amostras de leite cru e pasteurizado foram analisadas em relação à acidez, crioscopia, 

gordura, extrato seco total - EST, extrato seco desengordurado – ESD e densidade, segundo a 

Instrução Normativa nº 68 (Brasil, 2006). Ainda para leite cru, foi realizada contagem de 

psicrotróficos (APHA, 2001) bem como a atividade enzimática de aminopeptidase (expressa em 

µg de p-nitroanilina), segundo a metodologia indireta sugerida por Manzano et al., (2005). 

Amostras de leite UAT foram estocadas por 180 dias e analisadas quanto ao grau de proteólise 

através de análises sensoriais, conforme descrito adiante. 

 

4.3.1 Grau de Proteólise no Leite Cru  

A análise do grau de proteólise no leite cru foi realizada pela medição da atividade de 

aminopeptidase (expressa como µg de p-nitroanilina), utilizando o método indireto adaptado 

proposto no estudo de Manzano et al. (2005), com leitura instrumental de absorvância em 

540nm, utilizando espectrofotômetro de feixe duplo DR2700 (Hatch®). 

Para esta metodologia de ensaio da atividade enzimática, foram consideradas as etapas A – E 

descritas abaixo e ilustradas na figura 8. 
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Etapa A - Clarificação do leite: nesta fase, em cada tubo de ensaio de 50 mL foram adicionados 

24 mL de leite cru e 9,6 mL de solução clarificante. Os tubos foram invertidos por 10 vezes. 

  

Etapa B - Separação e ressuspensão dos micro-organismos: após a clarificação do leite, as 

amostras foram centrifugadas utilizando uma centrífuga refrigerada de bancada com abertura 

para 6 tubos, rotor de fibra de carbono de 20000 gf  e refrigeração a 4°C, durante 10 minutos.   

 

Etapa C – Pellet bacteriano: a camada de gordura e o sobrenadante, formados após a 

centrifugação, foram cuidadosamente retirados. Uma alíquota de 3 mL de solução tampão TRIS 

HCl pH 8,0 (Co+2) foi adicionada, seguido de agitação afim de ressuspender completamente o 

pellet bacteriano localizado no fundo do tubo e posteriormente iniciar o ensaio enzimático. 

 

Etapa D - Ensaio enzimático: Para cada amostra foram utilizados dois tubos de ensaio (tubo 

amostra - TA e tubo branco - TB) os quais foram adicionados 1,2 mL de suspensão bacteriana. 

Em TA, foram adicionados mais 0,6 mL de solução de substrato. TB permaneceu sem a adição 

do substrato para ser utilizado como branco da análise. TA foi incubado em banho-maria a 37°C 

por 2 h enquanto TB foi mantido na geladeira durante o mesmo período. Após o período de 

incubação, uma alíquota de 0,6 mL de substrato foi adicionada a TB. As amostras contidas em 

TA e TB foram centrifugadas a 20000 gf durante 10 minutos, sob temperatura de 4°C, 

imediatamente após o banho.  

 

Etapa E - Preparação e Leitura: Após a centrifugação, foi pipetada uma alíquota de 1 mL do 

filtrado e transferida para os tubos que foram colocados no espectrofotômetro onde foi realizada 

a leitura. Em cada tubo, foram adicionados 800 µl de solução ácido acético 20%, 400 µl de 

solução nitrito de sódio 0,2%, 400 µl de sulfamato de amônio 2% e 100 µl de solução n - (1 - 

naftil) - etilenodiamino 0,1%. O espectrofotômetro foi ajustado para leitura a 540 nm. As 

variações visuais observadas podem variar de rosa claro para rosa intensa, entretanto o padrão 

visual não foi considerado neste estudo. A atividade de aminopeptidase deve ser expressa como 

µg de p-nitroanilina.  
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Figura 8: Representação esquemática do ensaio de aminopeptidase para avaliar a qualidade 
microbiológica do leite cru. 

Fonte: Adaptado de Manzano et al., (2005) 

 

4.3.2 Grau de proteólise de leite UAT 

As amostras de leite UAT foram previamente codificadas com dados do lote de produção, 

contendo data e hora de envase, número do lote, linha de envase, turno de produção, tipo de 

leite (integral, semi-desnatado ou desnatado) e data prevista para realização da análise sensorial. 

Todas as amostras foram mantidas estocadas na própria indústria, em ambiente fechado a 

temperatura ambiente de 25 °C.  

Leitura TA e TB:  
1mL do sobrenadante 

+ 
(800 µl de solução ácido acético 20%, 400 µl de solução nitrito de sódio 0,2%, 

400 µl de sulfamato de amônio 2% e 100 µl de solução n - (1 - naftil) - 
etilenodiamino 0,1%) 

Etapa A:  
26 mL Leite cru refrigerado  

+  
9,6mL Solução clarificante  

  

Etapa B: Centrifugação 
(20.000  gf  a 4 ◦C /10 min) 

Etapa C:  
 

Pellet bacteriano   
+ 

3mL Tris HCL pH 8,0 Etapa D:  
 

Amostra (TA) 
1,2 mL suspensão bacteriana 

+ 0,6 mL substrato + 
banho-maria a 37◦C /2 h 

Branco (TB) 
refrigeração 2h 

+ 
0,6mL substrato 

 

 

 

 

 

Etapa E - Centrifugação (20.000 gf  a 4 ◦C /10 min) 

 

 Amostra (TA) Branco (TB) 
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Para leite UAT, 264 amostras foram coletadas e estocadas na unidade sob temperatura 

ambiente. Deste total de amostras, o grau de proteólise de 251 amostras foi mensurado 

qualitativamente por avaliação sensorial do leite, considerando aparência, odor, sabor e textura 

conforme especificação técnica padrão definida pela equipe sensorial do laticínio (Quadro 1). A 

amostragem de coleta (264) difere-se da amostragem analisada devido ao período de estocagem 

de 180 dias, ou seja, ainda existem amostras estocadas que irão ser avaliadas dentro do previsto 

para cada tempo de análise sensorial. A avaliação sensorial foi realizada por 2 pessoas que 

compõem a equipe técnica previamente treinada em análises sensoriais de leite fluido, do 

laboratório da unidade industrial beneficiadora de leite, no qual o estudo foi realizado. 

Quadro 1: Descrição do padrão sensorial para os leites integral, semi-desnatado e desnatado 

Tipo Aparência*¹ Odor*² Sabor*² Textura*³ 

Integral 

Textura aparente 
levemente consistente 
(moderada formação 
de película no tubo de 
ensaio ao incliná-lo). 

Moderado a 
muito odor de 

cozido, 
ausência de 
odor ácido. 

Pouco a moderado gosto doce, 
moderado sabor de cozido com 
moderada permanência na boca, 

muito leve gosto salgado, 
ausente de gosto ácido, sabor de 

ranço, metálico.  Ausente de 
adstringência. 

Pouco a 
moderado 
corpo na 

boca. 

Semi-
desnatado 

Textura aparente 
levemente consistente 
(com pouca formação 
de película no tubo de 
ensaio ao incliná-lo). 

Pouco a 
moderado odor 

de cozido, 
ausência de 
odor ácido.  

Pouco gosto doce, pouco a 
moderado sabor de cozido com 
pouca a moderada permanência 

na boca, muito leve gosto 
salgado, ausente de gosto ácido, 

sabor de ranço, metálico, 
adstringente.  

Pouco corpo 
na boca. 

Desnatado 

Textura aparente 
levemente consistente 

(com muito pouca 
formação de película no 

tubo de ensaio ao 
incliná-lo). 

Pouco odor de 
cozido, 

ausência de 
odor ácido. 

Muito pouco gosto doce, pouco 
sabor de cozido com pouca 
permanência na boca, muito 
leve gosto salgado, pouca 

adstringência, ausente de gosto 
ácido, sabor de ranço, metálico. 

Muito pouco 
corpo na boca 

*¹ Para todos os tipos: cor branca com fundo muito levemente amarelado, ausente de separação de 
gordura e precipitação de proteína. 
*² Para todos os tipos: durante o ano pode apresentar leve variação devido à variações na alimentação do  
animal. 
*³ Corpo na boca significa que ao provar pequenas quantidades do produto, tem-se a sensação de que a boca 
 está cheia 

 

  

Para iniciar a análise sensorial, primeiramente, após abrir totalmente a embalagem cortando sua 

parte superior, foi observado o critério “Aparência” (Figura 9). Para avaliação dos critérios 
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“Cor” e “Textura aparente”, uma alíquota de leite foi colocada em tubo de ensaio 

(aproximadamente meio tubo, conforme figura 10). 

 

Figura 9: Padrão de abertura de embalagem de leite UAT para análise sensorial. 
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Figura 10: Padrão de Cor e Textura aparente em leite UAT integral, semi-desnatado e 
desnatado. 

 

Para avaliação dos critérios “Odor” e “Sabor e textura”, 50 mL de leite foram colocados em um 

copo plástico descartável para prova, sem necessidade de engolir a amostra. A cada prova, o 

analista sensorial realizou o branco, enxaguando a boca com água potável à temperatura 

ambiente e cheirando um guardanapo de papel. Posteriormente os resultados das análises 

sensoriais foram agrupados conforme escore do quadro 2.  

Quadro 2: Escore para classificação sensorial de Leite UAT 

Escore Características sensoriais*¹ 

1 Sem alteração e Sem coagulação 

2 Amargor e Sem coagulação 

3 Sem alteração e coagulado 

4 Amargor e coagulado 
*¹ Considerou-se “Sem alteração” quando não houve alterações de odor ou sabor 

 

Para cada tipo de leite (integral, semi-desnatado e desnatado), o índice de não-conformidade foi 

calculado dividindo-se o número de amostras não-conformes, pelo total de amostras analisadas 

no grupo. Este índice indica a incidência de ocorrência de não-conformidade para cada tipo de 

leite.  

A primeira análise sensorial ocorreu após 15 dias de estocagem das amostras de leite UAT. As 

demais repetições foram realizadas a cada 15 dias, contados a partir da primeira análise 

sensorial (análises sensoriais com 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 de 

Leite integral 

Leite semi-desnatado 

Leite desnatado 

Le
ite

 in
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gr
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ite
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estocagem), totalizando seis meses de estocagem para cada semana de coleta de leite cru (34 

semanas de coleta). A programação das análises sensoriais (figura 11) foi realizada até 

completar os 180 dias de estocagem. 

 

Figura 11: Programação das análises sensoriais de leite UAT estocado em diferentes tempos. 

 

4.4 Contagem de psicrotróficos  

Paralelamente à análise de grau de proteólise, foi realizada a contagem de micro-organismos 

psicrotróficos no leite cru obtido dos silos de estocagem da recepção.  

O procedimento conforme detalhado abaixo, segue a metodologia sugerida pela Associação 

Americana de Saúde Pública – APHA (2001). Os resultados foram expressos em UFC/ml ou 

UFC/g, unidades formadoras de colônias por mililitro ou grama de produto. 

4.4.1 Técnica para contagem de psicrotróficos 
 

Primeiramente foram preparadas as diluições das amostras pipetando-se, assepticamente, 25 mL 

da amostra, e transferindo para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 225 mL de água peptonada 

15º dia

•Retirada 1 amostra da estocagem de UAT para 1ª análise sensorial (leite 
UAT com 15 dias de vida de prateleira)

•Permancem 11 unidades de UAT estocadas, a temperatura ambiente

30º dia

•Retirada de 1 amostra da estocagem de UAT para 2ª análise sensorial (leite 
UAT com 30 dias de vida de prateleira)

•Permancem 10 unidades estocadas, a temperatura ambiente

180º dia

•Sucessivamente, a cada 15 dias, as análises sensoriais foram realizadas até 
completar o 180º dia de estocagem, no qual foi realizada última análise 
sensorial
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0,1% esterilizada (diluição 10-1). A partir desta diluição, foram preparadas diluições decimais 

até 10-6, empregando-se o mesmo diluente. 

Após a realização das diluições decimais, foram adicionados de 15 a 20 mL de ágar padrão 

fundido e resfriado à temperatura em torno de 45ºC em placas de Petri esterilizadas. Após a 

solidificação do ágar em temperatura ambiente, foi realizada a semeadura utilizando 0,1 mL do 

inóculo depositado sobre a superfície do ágar com auxílio de uma alça de Drigalski. Em 

seguida, as placas foram incubadas a temperatura de 7ºC durante 10 dias.  

4.4.2 Leitura das placas de psicrotróficos 

 

As contagens foram realizadas utilizando-se um contador de colônias, segundo técnica padrão, 

em placas com 25 a 250 colônias, e na sequência foram efetuados os cálculos. Para contagem 

dos micro-organismos psicrotróficos, além do número de colônias a ser multiplicado pelo fator 

de diluição das placas correspondentes, também foi considerado multiplicar-se por 10, pois foi 

utilizado apenas 0,1 mL de cada diluição (considerando que o volume inoculado no 

plaqueamento em superfície é dez vezes menor). 

4.5 Análises Estatísticas 

 

Os dados referentes ao estudo foram analisados comparando-se a média e o desvio padrão entre 

os tipos de leite integral, semi-desnatado e desnatado, por meio da análise de variância com 

teste de comparações múltiplas e a correlação de Pearson a 5% de probabilidade. Além disso, 

foi realizada uma análise descritiva de tempo entre a leitura da atividade de aminopeptidase e os 

parâmetros físico-químicos e microbiológicos avaliados no estudo. Empregou-se, para as 

análises estatísticas, o software de Análises de Dados e Estatística - Stata (2012). 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Não foi observada diferença (P > 0,05) entre os parâmetros físico-químicos avaliados (acidez, 

alizarol, pH, extrato seco total, extrato seco desengordurado e densidade) para leite cru e 

pasteurizado, quando comparado com seus respectivos leites UAT classificados como 

conformes e não-conformes (Tabela 8). Amostras não-conformes são aquelas que apresentaram 

características sensoriais alteradas durante a estocagem, tais como alteração de sabor, odor, 

aparência e/ou formação de coágulo. 
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Tabela 8: Médias e desvio padrão dos parâmetros físico-químicos avaliados em leite cru e 
pasteurizado para cada grupo de UAT conforme e não-conforme 

Parâmetros 

Leite Cru Leite Pasteurizado 

UAT  
Conforme 

UAT  
Não-conforme 

UAT  
Conforme 

UAT  
Não-conforme 

Acidez (◦D) 15,2 ± 0,38 15,3 ± 0,45 15,1  ± 0,37 15,0 ± 0,42 
Alizarol (◦GL) 76 ± 0,74 75,8 ± 1,23 80 ± 0,0 80 ± 0,0 

Crioscopia (◦H) 0,539 ± 0,003 0,538 ± 0,002 0,544 ± 0,004 0,545 ± 0,003 
Gordura (%) 3,9 ± 0,17 3,9 ± 0,13 2,8  ± 0,9 2,2 ± 1,3 

  pH 6,75 ± 0,05 6,75 ± 0,05 6,8 ± 0,05 6,8 ± 0,03 
EST (%) 12,6 ± 0,25 12,57 ± 0,28 11,4 ± 0,95 10,8 ± 1,29 
ESD (%) 8,68 ± 0,11 8,67 ± 0,17 8,6 ± 0,13 8,6 ± 0,14 

Densidade (g/mL) 1030,5 ± 0,38 1030,5 ± 0,61 1031,2 ± 0,73 1031,7 ± 1,24 
 

A diferença observada no teor de gordura do leite pasteurizado deve-se ao fato das amostras 

pertencerem a três tipos de leite (integral, semi-desnatado e desnatado) e neste momento já estão 

padronizadas para o teor de gordura correspondente a cada tipo a ser produzido. As pequenas 

variações de crioscopia em relação a leite cru e pasteurizado estão associadas à adição de citrato 

e fosfato, estabilizantes proteicos permitidos pela legislação (Brasil, 2002) para suportarem o 

processo térmico envolvido na produção de leites UAT. Demais valores obtidos nas análises 

estiveram de acordo com a legislação disposta na Instrução Normativa 62 (Brasil, 2011) e 

apresentaram variações semelhantes as observadas por Vidal-Martins et al., (2005) para o leite 

cru, utilizado para fabricação de leite longa vida.  

Não houve diferença estatística significativa entre a correlação (P<0,05) dos parâmetros físico-

químicos, contagem de psicrotróficos e leitura de atividade de aminopeptidase tanto no leite cru 

quanto no leite pasteurizado (Tabela 9). Entretanto baixo número de repetições (n) pode gerar 

incerteza no resultado apresentado, o que faz com estes resultados sejam desconsiderados. 

Lopez Fandiño et al., (1993), citado por Cunha, (2001) afirmam que já existem estudos que 

indiquem que extensão da proteólise é influenciada pelo teor de gordura presente no leite UAT, 

em que a velocidade da proteólise das amostras de leite UHT desnatadas é superior à de leite 

integral. Entretanto neste estudo, não foi possível constatar esta condição. 
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Tabela 9: Correlação entre parâmetros físico-químicos, contagem de psicrotróficos e leitura de 
atividade de aminopeptidase no leite cru e pasteurizado 

Parâmetros 
Leite Cru  
(n=22) 

Leite Pasteurizado  
(n=20) 

Aminopeptidase Psicrotróficos Aminopeptidase Psicrotróficos 

Psicrotróficos -0,286 1 -0,198 1 
Acidez 0,073 0,300 0,032 0,287 
Alizarol -0,137 -0,077 - - 
Crioscopia 0,154 -0,015 0,097 -0,048 
Gordura -0,381 -0,113 -0,27 0,207 
pH -0,04 0,158 -0,206 0,274 
EST -0,237 -0,157 -0,242 0,226 
ESD -0,014 -0,170 0,206 0,192 

Densidade 0,083 -0,163 0,348 -0,084 
 

Na figura 12 observa-se que do total de 251 amostras de leite UAT avaliadas na análise 

sensorial, 79% foram classificadas como ”Conforme” (sem alteração sensoriais) e 21% (53 

amostras) como “Não-conforme” (fora do padrão sensorial).  Considerando a contagem de 

psicrotróficos, foi observada média de 9,5x107 UFC ml-1 para amostras de leite cru que deram 

origem a leites UAT classificados como conformes e média de 15,2x107 UFC ml-1 para 

amostras de leite cru que deram origem a leites UAT classificados como não-conformes. 

 

Figura 12: Percentual de conformidade do leite UAT estocado em diferentes tempos. 

198 amostras dentro 

do padrão (Conformes) 

53 amostras fora do 

padrão (Não -conforme) 
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Na tabela 10, pode-se observar a distribuição de amostras dentro e fora do padrão, por tipo de 

leite, representadas pelo índice de conformidade. Considerando as amostras conformes (79%), 

observa-se que o índice de conformidade para as amostras de leite integral, semi-desnatado e 

desnatado, foram respectivamente, 85%, 17% e 67%.  Já para as amostras não-conformes, 

verifica-se que o maior índice (83%) ocorreu para o leite tipo semi-desnatado, o que pode ser 

explicado pelo fato das 12 amostras de leite semi-desnatado UAT estocadas pertecencerem a um 

mesmo lote no qual a contagem de psicrotróficos no leite cru correspondente foi de 2,0x108 

UFC ml-1, enquanto a média dos outros tipos de leite foi de 1,4x108 UFC ml-1. Segundo Cunha 

(2001), maior rapidez no aparecimento da alteração de sabor (amargor) e a caracterização destas 

amostras como não-conformes, mais precocemente (antes dos 45 dias de estocagem) do que as 

dos outros grupos (após 45 dias de estocagem), está associado aos níveis de contaminação de 

micro-organismos psicrotróficos. 

O maior número de amostras analisadas de leite UAT integral ocorreu em função da maior 

produção deste leite pelo laticínio utilizado no presente estudo. Apesar do menor número de 

amostras analisadas de leite semi-desnatado, verificou-se maior ocorrência de não conformidade 

neste tipo de leite UAT. 

Tabela 10: Índice de conformidade segundo análise sensorial por tipo de leite UAT 

Tipo de leite 
Total de 

amostras UAT 

Nº de 
amostras 

conformes 

Nº de amostras  
não-conformes 

Índice de não-conformidade 
por tipo UAT 

Integral 203 172 31 15% 

Desnatado 36 24 12 33% 

Semi-desnatado 12 2 10 83% 
 

De acordo com o agrupamento de escores (1 a 4) sugeridos no estudo, observa-se que contagens 

de psicrotróficos no leite cru acima de 9,5x107 UFC ml-1 (Tabela 11), já são suficientes para 

alterar o padrão sensorial do leite UAT ao qual foram destinados e que não necessariamente, 

características relacionadas a alteração de sabor como amargor, deverão vir acompanhadas da 

presença de coagulação. Segundo Datta et al. (2003), a k-caseína localizada na superfície da 

micela de caseína é preferencialmente hidrolisada, e esta hidrólise causa o desenvolvimento de 

gosto amargo e induz o aumento da viscosidade, com eventual formação de coagulação do leite 

UAT/ UHT (Cunha, 2001), quando submetido a prolongado período de armazenamento. Isto 

pode explicar a não ocorrência de coagulação nas amostras classificadas no escore 2, apesar da 

contagem de psicrotróficos de 1,75x108 UFC ml-1. 
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Durante os ensaios de análise sensorial, notaram-se diferentes intensidades para o atributo 

amargor, com percepção mais intensa nas amostras de leite semi-desnatado e desnatado, o que 

provavelmente está atribuído ao menor teor de gordura que facilita a percepção do amargor 

quando em baixa intensidade (média de gordura de 3,1% para leite integral, 1,1% para semi 

desnatado e 0,2% para desnatado). Entretanto, este atributo será considerado neste estudo 

apenas como um fator qualitativo, indicando a presença ou ausência de amargor. Observa-se 

ainda, que todas as 31 amostras que compõe o atributo 4 (Amargor e Coagulado) apresentaram 

estas características no intervalo entre 90 e 180 dias, alterações esperadas decorrentes do 

período final de vida útil do produto, estimado para 120 dias, em que ocorre a desestabilização 

das micelas de caseína induzida por modificações físico-químicas (Cunha, 2001). Fernandes et 

al., (2012) encontraram correlações siginificativas entre psicrotroficos e a fração k-caseína, 

indicando que quanto maior o número de bactérias psicrotróficas no leite cru, maior foi a 

quantidade de frações k-caseína encontradas no leite longa vida ao final da vida de prateleira 

(aos 120 dias). 

Tabela 11: Contagem média de psicrotróficos por escala sensorial de classificação do leite UAT 

Escore Características 
Amostras 

N (%) 
Contagem de psicrotróficos 

(UFCx ml -1) 

1 Sem alteração e Sem coagulação 198 (79%) 9,5x 107 

2 Amargor e Sem Coagulação 11 (4%) 1,75 x 108 
3 Sem alteração e Coagulado 11 (4%) 1,18 x 108 
4 Amargor e Coagulado 31 (12%) 1,57 x 108 

 

As médias de leitura da atividade de aminopeptidase (absorvância em 540nm) e as contagem de 

psicrotróficos do leite cru para cada tempo de estocagem em que foi realizado a análise 

sensorial (15 a 180 dias), estão representadas para as amostras conformes e não-conformes 

(Figura 13).  Pode-se observar que a contagem de psicrotróficos, em média, variou de 1,26 - 

2,1x108 UFC ml-1 e 4,3 x107 a 1,08x108 UFC ml-1 para leites crus correspondentes aos leites 

UAT não-conformes e conformes, respectivamente. A absorvância de aminopeptidase 

correspondente a µg de p-nitroanilina variou para amostras não-conformes de 0,463 – 0,531  

(2,82 – 3,24 µg de p-nitroanilina) e para amostras conformes de 0,499 – 0,675 (3,04 – 4,12 µg 

de p-nitroanilina). Valores semelhantes e/ou muito próximos de leitura, foram observados para 

leites conformes e não-conformes, diferenciando o grupo apenas na contagem de psicrotróficos, 

o que indica que leituras de aminopeptidase não devem ser utilizadas como classificatórias para 

se prever o tempo e o padrão (conformidade ou não-conformidade) de leites UAT.   
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Figura 13: Médias de leitura de aminopeptidase (absorvância) e contagem de psicrotróficos de 
leites cru e tempo de análise de leite UAT correspondente. 

 

A figura 14 apresenta o tempo de estocagem em que foi detectada a primeira alteração sensorial 

do leite UAT. A leitura da atividade de aminopeptidase (absorvância em 540 nm) nas amostras 

de leite cru que corresponderam apenas aos leites UAT não-conformes (figura 14) foi detectada 

entre 0,188 - 0,814 (1,14 - 4,97 µg de p-nitroanilina) e a contagem de psicrotróficos observada 

para o mesmo grupo foi de 6,0x106 a 2,2x107 UFC ml-1. Amostras de leite desnatado e semi-

desnatado apresentaram amargor com 45 dias de estocagem e contagem de psicrotróficos de 

2,0x107 UFC ml-1 e 2,2x107 UFC ml-1, respectivamente.  Vidal-Martins et al. (2005) também 

observaram contagens médias acima de 107 UFC ml-1 e aumento da proteólise no decorrer do 

armazenamento após 60 dias de estocagem, provavelmente relacionados à presença de proteases 

de bactérias psicrotróficas do leite cru.  

Na indústria em que foi realizado o presente estudo, a partir de 120 dias já eram esperadas 

características que tornavam o leite UAT integral não-conforme. Entretanto, algumas amostras 

de leite integral apresentaram alteração sensorial com apenas 60, 75 e 90 dias de estocagem. 

Cunha (2001) e Manzano et al., (2005) consideram contagens de psicrotróficos acima de 106 

UFC mL-1, suficientes para garantir níveis significativos de enzimas extracelulares e problemas 

decorrentes de sua presença. Considerando apenas as amostras não-conformes (figura 14), a 

média de psicrotróficos no leite cru correspondente foi 2,2x108 UFC ml-1 e 2,0x108 UFC ml-1, 
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respectivamente para leite desnatado e semi-desnatado, contagens que podem justificar o índice 

de não-conformidade nas amostras de  leite UAT avaliadas.  

De acordo com Vidal-Martins et al., (2005) e Fernandes et al., (2012), altas contagens sugerem 

que as alterações sensoriais observadas são decorrentes de atividades enzimáticas, 

principalmente enzimas extracelulares, particularmente lipases e proteases, produzidas por estas 

bactérias contaminantes do leite, que ainda, que a vida útil do produto está diretamente 

relacionada com a qualidade higiênica da matéria-prima.  

 

 

Figura 14: Médias de leitura de aminopeptidase (absorvância) e contagem de psicrotróficos de 
leites cru e tempo de análise de leite UAT correspondente, em que foi observada a primeira 
alteração sensorial para os diferentes tipos de leite. 

 

Os resultados obtidos podem ter sido influenciados pelo baixo número de repetições e por 

possíveis variações sazonais não contempladas no presente estudo. Assim, sugere-se que novos 

trabalhos sejam realizados com amostragem mais representativa a fim de validar este método 

como uma alternativa de baixo custo para detecção de proteólise e perda de estabilidade de leite 

UAT por testes de rotina de fácil realização. 
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6.  CONCLUSÕES 

Os parâmetros de qualidade do leite cru (teor de gordura, acidez, crioscopia, pH, densidade, 

extrato seco desengordurado, extrato seco total) não influenciaram a não conformidade de leite 

UAT (perda de estabilidade e o grau de proteólise); 

Alterações sensoriais de leites UAT relacionaram-se à maior contagem de psicrotróficos no leite 

cru;  

Alterações sensoriais de leites UAT foram detectadas com períodos curtos de estocagem e 

relacionadas a altas contagens de psicrotróficos em leite cru;  

A atividade da aminopeptidase não foi capaz de predizer ocorrência de proteólise em leite UAT 

e não teve correlação com a contagem de psicrotróficos em leite cru. 
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ANEXO 1 - CUSTOS DOS REAGENTES UTILIZADOS NA METODOLOGIA DE 

ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE AMINOPEPTIDASE 

 

Custo da metodologia de mensuração da atividade enzimática de aminopeptidase considerando 

apenas os custos dos reagentes utilizados para cada análise (Custo dos reagentes por ensaio foi 

de R$ 1,70 por análise). 

Reagentes Custo (R$/análise) 

0,15 M ADAN-(2-acetamido)imimo-diacetic acid) 1,27 
0,5% Triton X-100 0,01 
0,01 Micropartículas de Poliestireno 0,06 
0,1 M Trizma Base 0,05 
L-alanina-p-nitroanilida 0,30 
Ácido Acético 0,001 
Nitrio de Sódio 0,001 
Sulfamato de Amônio 0,001 
n-(1-naftill)-etilenoiamino 0,01 

Custo total de reagentes por análise realizada  R$ 1,70 

 Fonte: Dados pessoais 


