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CINETICA DE INATIVACAO DA FOSFATASE ALCALINA E AVALIACAO
MICROBIOLOGICA NA PASTEURIZACAO DE LEITE DE BUFALA

Autor: Gustavo Gregory
Orientadora: Profa. Dra. Giovana Domeneghini Mercali
Co-orientadora: Profa. Dra. Amanda de Souza da Motta
RESUMO

O leite bubalino apresenta diversas caracteristicas particulares, incluindo seu alto
teor de gordura e proteinas e maiores didmetros dos glébulos de gordura e das
micelas de caseina em comparacdo ao leite bovino, que podem influenciar na
resisténcia térmica de suas enzimas e de sua microbiota. O presente trabalho teve
como objetivo verificar se a fosfatase alcalina constitui um indicador seguro da
eficiéncia da pasteurizacdo no leite de bulfala, e se esse processo permite a
obtencédo de um leite inécuo ao consumidor. Para tanto, determinou-se a cinética de
inativacdo da enzima fosfatase alcalina em leites bovino e bubalino sob diferentes
temperaturas (62, 65, 68, 72 e 75 °C). Os resultados obtidos foram complementados
com experimentos de inativagdo microbiana, realizados para o leite bubalino
submetido a pasteurizacdo LTLT (62 °C/30 min), tanto em relacdo a sua microbiota
autoctone quanto para microrganismos inoculados individualmente em leite
esterilizado (Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus). Os dados de inativacdo da fosfatase alcalina foram
adequadamente ajustados ao modelo cinético de primeira ordem. Os valores de D
obtidos para a enzima no leite bubalino foram significativamente superiores em
relacdo ao leite bovino apenas para 62 °C e 65°C; o valor de z da enzima no leite
bubalino (6,58 + 0,01 °C) foi significativamente inferior ao do leite bovino
(7,22 £ 0,12 °C). Os valores obtidos sugerem que ha mecanismos particulares de
resisténcia térmica na inativacdo da fosfatase alcalina em leite bubalino em baixas
temperaturas de pasteurizagcdo. Observou-se que o bindmio limitrofe de
subpasteurizacéo testado (62 °C/30 min) foi suficiente para garantir um produto final
em conformidade com a normativa brasileira; no entanto, essas condi¢des n&o foram
capazes de reduzir as contagens das bactérias inoculadas em cinco ciclos
logaritmicos (valores de Alog UFC/mL variaram entre 3,21 e 4,62), sugerindo que
esse tratamento pode ndo ser capaz de garantir a inocuidade do leite bubalino
quando este for obtido sob condi¢des higiénico-sanitérias inadequadas.

Palavras-chave: Fosfatase alcalina; Leite bubalino; Pasteurizacéo.
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INACTIVATION KINETICS OF ALKALINE PHOSPHATASE AND
MICROBIOLOGICAL ASSESSMENT IN BUFFALO MILK PASTEURIZATION

Author: Gustavo Gregory
Advisor: Profa. Dra. Giovana Domeneghini Mercali
Co-advisor: Profa. Dra. Amanda de Souza da Motta
ABSTRACT

Buffalo milk has several particular characteristics, including high fat and protein
content and larger diameters of fat globules and casein micelles compared to bovine
milk, which may influence the thermal resistance of its enzymes and microbiota. The
present work aimed to verify if alkaline phosphatase is a safe indicator of
pasteurization efficiency in buffalo milk, and if this process allows to obtain milk
innocuous to the consumer. To this end, the inactivation kinetics of the alkaline
phosphatase enzyme in bovine and buffalo milk under different temperatures (62, 65,
68, 72 and 75 °C) were determined. The results obtained were supplemented by
microbial inactivation experiments performed for LTLT pasteurized buffalo milk (62
°C/30 min), both for native microbiota and for microorganisms individually inoculated
in sterile milk (Escherichia coli, Listeria, monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus aureus). Alkaline phosphatase inactivation data were
appropriately adjusted to the first order kinetic model. The D values obtained for the
enzyme in buffalo milk were significantly higher than bovine milk only at 62 °C and 65
°C; the z value of the enzyme in buffalo milk (6.58 + 0.01 °C) was significantly lower
than in bovine milk (7.22 + 0.12 °C). The obtained values suggest that there are
particular mechanisms of thermal resistance in the inactivation of alkaline
phosphatase in buffalo milk at low pasteurization temperatures. It was observed that
the tested borderline subpasteurization binomial (62 °C / 30 min) was sufficient to
guarantee a final product in accordance with Brazilian regulations; however, these
conditions were not able to reduce inoculated bacterial counts by five logarithmic
cycles (Alog CFU / mL values ranged from 3.21 to 4.62), suggesting that this
treatment may not be able to guarantee the safety of buffalo milk when it is obtained
under inadequate hygienic-sanitary conditions.

Keywords: Alkaline phosphatase; Buffalo milk; Pasteurization.
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1. INTRODUCAO

Em um contexto de aumento da populagdo global e da demanda global por
alimentos, dentre os quais de destacam leite e derivados, a diversificagdo de
rebanhos leiteiros representa um caminho promissor para garantir maior seguranca
econbmica ao produtor, além de maior variedade e qualidade de produtos
disponiveis no mercado. O leite de bufala (Bubalus bubalis) responde atualmente
por 14,5% da producdo mundial de leite, sendo o segundo mais consumido no
mundo, reputado pelo alto rendimento que oferece no processamento de lacteos e
por sua importancia para diversas culturas tradicionais (ANDRADE et al, 2011,
FAOSTAT, 2019).

O leite bubalino apresenta diversas caracteristicas particulares,
destacadamente seu alto teor de gordura e proteinas e os maiores diametros dos
glébulos de gordura e das micelas de caseina em comparacao ao leite bovino; tais
particularidades impactam significativamente seu processamento em termos de
rendimento, estabilidade e vida util (TSAKALIDOU; PAPADIMITRIOU, 2016). Se por
um lado, isso permite a obtencdo de produtos Unicos e de alta qualidade, por outro
exige um monitoramento redobrado das condicdes higiénico-sanitarias do produto
(MULINARI; ROSOLEN; ADAMI, 2017). Dessa forma, torna-se imprescindivel uma
caracterizacdo aprofundada do comportamento do leite bubalino frente ao
processamento, sobretudo do ponto de vista de seguranca de alimentos.

A pasteurizacdo do leite constitui uma etapa critica na garantia da seguranca
do produto final, sendo responsavel pela eliminacdo de microrganismos patogénicos
nao esporulados e pela reducéo significativa da microbiota deteriorante (TONDO;
BARTZ, 2011). Binbmios comuns utilizados na pasteurizacdo do leite bovino incluem
62-65 °C/30 min (LTLT) e 72-75 °C/15 s (HTST) (BRASIL, 2017b). Para avaliar a
eficiéncia da pasteurizacdo, a fosfatase alcalina € amplamente utilizada como
enzima indicadora, visto apresentar uma resisténcia térmica ligeiramente superior
aos principais patdgenos encontrados no leite (RANKIN et al., 2010).

Embora haja evidéncias de que matérias-primas com diferencas
composicionais, como por exemplo, distintos teores de lipideos, possam apresentar
suscetibilidade diferente a inativacdo bacteriana em tratamentos térmicos (POTTER;
HOTCHKISS, 2012), atualmente ndo ha padrdes sanitarios definidos

especificamente para leite de bufala no Rio Grande do Sul, sendo utilizados os



binbmios e indicadores definidos para o leite bovino. Faz-se necessario, portanto,
verificar se tais binbmios e indicadores apresentam efetividade equivalente para
essa mateéria-prima.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo verificar se a fosfatase
alcalina constitui um indicador seguro da eficiéncia da pasteurizacdo no leite de
bufala e se esse processo permite a obtencdo de um leite in6cuo ao consumidor.
Para tanto, determinou-se a cinética de inativacdo da enzima fosfatase alcalina em
leite de bufala, em comparacéo ao leite de vaca, e validou-se microbiologicamente
0os resultados obtidos por meio de testes utilizando a microbiota autoctone e
microrganismos indicadores.

A investigacao das propriedades do leite bubalino pode proporcionar melhorias
da qualidade do leite e seus derivados e subsidiar o desenvolvimento de legislacdes
especificas, fomentando a diversificacdo da oferta de produtos e sua melhor
integragao ao mercado.



2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar a cinética de inativacédo da
enzima indicadora fosfatase alcalina em leites bovino e bubalino sob diferentes
temperaturas, e avaliar sua validade como indicadora de inocuidade microbiana no

leite de bufala.

2.2.0bjetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho séo:

- obter curvas de inativacdo da enzima fosfatase alcalina sob diferentes
temperaturas, em leites bovino e bubalino;

- modelar a cinética de inativacdo da enzima fosfatase alcalina para predicao
do comportamento da enzima durante processos de pasteurizacao;

- comparar 0s parametros cinéticos de inativacdo da fosfatase alcalina em leite
de bufala e leite de vaca,;

- quantificar a microbiota autdctone no leite de bufala cru e pasteurizado;

- avaliar a inativacdo de bactérias patogénicas e deteriorantes inoculadas em
leite de bufala;

- discutir a validade da fosfatase alcalina como indicador de efetividade do
processo de pasteurizacao em leite bubalino.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo estdo sendo abordados aspectos relacionados ao leite de
bafala, seu cenéario de producdo, aspectos de sua composicdo e microbiota,
destacando suas peculiaridades em contraponto ao leite de vaca. Também esta
sendo abordado o estado da técnica em pasteurizacdo de leite, legislacdes
pertinentes e parametros de validacao. Especial foco € dedicado a enzima fosfatase
alcalina, sua utilizacdo como indicador indireto da eficiéncia de pasteurizacao, e
métodos de quantificacdo de sua atividade. Por fim, sdo abordados modelos para

predicdo da inativacado enzimatica, suas vantagens e desvantagens.

3.1.Leite de bufala

O leite de bufala (LB) representa uma alternativa de interesse ao leite de vaca
(LV), possuindo alto valor nutricional e grande potencial tecnolégico, notadamente
na producdo de derivados de alto valor agregado (ANDRIGHETTO, 2011). Seu
elevado teor de proteinas, lipideos e minerais garante um rendimento 40-50% maior
na producao de derivados, em comparacao ao leite bovino (ANDRADE et al., 2011;
GAUCHERON, 2011), e a formacao de um coagulo mais firme, de especial interesse
na producédo de queijos, como o mucarela e o paneer (ARORA; KHETRA, 2017).

A producédo de leite bubalino contribui também para a seguranca alimentar
mundial, devido a capacidade de adaptacdo da espécie a diferentes ecossistemas
(VERGARA et al.,, 2010), incluindo regides alagadas e tropicais. Além disso, a
espécie possui capacidade de produzir leite a partir de matérias-primas de baixo
valor nutritivo, apresenta alta resisténcia a doencgas (ZIA-HUL-HASSAN et al., 2011),
alta longevidade e versatilidade, podendo também ser utilizada como animal de
carga, transporte, tracdo e abate (TSAKALIDOU; PAPADIMITRIOU, 2016).

Esses fatores contribuem para que a producdo de leite de bufala tenha
apresentado o maior crescimento a nivel global dentre todas as espécies leiteiras
nas ultimas décadas (265,5% de 1983 a 2017, contra 50,2% na producao de leite
bovino) (FAOSTAT, 2019), consolidando-se no segundo lugar global em quantidade
produzida, com 120 353 705 toneladas em 2017. Os maiores produtores séo India e
Paquistdo, que respondem, respectivamente, por 71,7 e 22,7% da producéo

mundial. Maiores informac¢des sdo apresentadas nas Figuras 1 e 2.



Figura 1. Desenvolvimento da producdo anual global, em milhGes de toneladas, de
leites de diferentes espécies, entre 1983 e 2013.
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Fonte: Adaptado de Tsakalidou e Papadimitriou (2016).

Figura 2. Contribuicdo das cinco principais espécies para a producdo mundial de
leite em 2017. Producdo mundial total: 827 884 303 toneladas.
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Fonte: elaborado a partir de FAOSTAT (2019).



No Brasil, observou-se nos ultimos 50 anos um crescimento na producgdo de
leite de bufala de 301,0%, contra 59,3% para o leite de vaca, 85% para o leite de
cabra (LC), e 54,4% para o leite de ovelha (LO) (JORGE et al.,, 2011). O Brasil
concentra a maior populacéo de bufalos da América, com 1 390 066 cabecas. Neste
cenario, o Rio Grande do Sul ocupa o 8° lugar em numero de cabecas, com 56 962;
0s primeiros lugares sado ocupados pelos estados do Para (519 072) e Amapé (301
757) (IBGE, 2018). A producdo de queijo mucarela € o principal destino do leite
bubalino brasileiro, absorvendo 70% da producédo (SILVA et al., 2015); outros
produtos de leite de bufala incluem manteiga, iogurtes e kefir (SHOJI et al., 2013,
GUL et al., 2015).

Em meio a este cenario promissor, a cadeia produtiva nacional de leite de
biafala ainda apresenta algumas limitacbes, que incluem a estacionalidade da
producdo, o baixo investimento em tecnologias especificas para esse produto (e.g.
trocadores de calor especialmente adaptados ao seu alto teor de solidos), a escala
de producdo ainda pequena e a falta de uma legislacdo brasileira especifica para
leite de bdfala (ANDRIGHETTO, 2011). Para sanar tais limitacdes, € imprescindivel

um conhecimento mais aprofundado das especificidades dessa matéria-prima.

3.1.1. Parametros fisico-quimicos

O leite de bufala possui propriedades Unicas que contribuem para a alta
qualidade de seus derivados. Uma comparagdo entre as caracteristicas dos leites
bubalino e bovino é apresentada na Tabela 1.

O leite bubalino apresenta alto teor de proteinas, com teores de caseina que
podem chegar a 5% (m/m). Sua propor¢ao caseina:proteinas do soro (aprox. 80:20)
é semelhante a do leite de vaca e superior a de leites como o humano (0,7:1),
equino (1,3:1) e de camela (3:1) (TSAKALIDOU; PAPADIMITRIOU, 2016). Seu alto
teor de agi-caseina retarda o processo de coagulagéo e torna o coadgulo mais firme,
garantindo maior rendimento e homogeneidade na producao de queijos (DEVOLD et
al., 2011; SKEIE et al., 2014; Skeie et al., 2014). Por outro lado, seu alto teor de -
caseina esta associado a um pH mais baixo do produto final (BONFATTI et al.,
2013). As estruturas primarias de suas proteinas, apesar de apresentarem grande
homologia com aquelas do leite de vaca, exibem pequenas diferencas estruturais, o



que permite obter produtos Unicos a partir de sua hidrélise (DIXIT; KUTTAN; SINGH,
2012).

Tabela 1. Principais componentes do leite de vaca (LV) e leite de bufala (LB).

Componente (unidade) LV LB

Valor Calérico (kcal/1009) 76 115
Sdlidos totais (g/1009) 11,8-13,0 15,7-17,2
Proteina (g/100g) 3,0-3,9 4,2-4,4
Caseina (g/1009) 2,4-2,8 2,7-5,0
as1-caseina (g/1009) 0,81-1,52 1,07-1,80
as2-caseina (g/100g) 0,18-0,39 0,21-0,59
B-caseina (g/1009) 0,73-1,00 1,21-1,59
K-caseina (g/100g) 0,24-0,52 0,38-0,55
y-caseina (g/100g) 0,10-0,21 0,10-0,17
Proteinas do soro (g/100gq) 0,5-0,7 0,6-0,10
a-lactalbumina (g/100g) 0,10-0,15 0,12-0,30
B-lactoblobulina (g/100g) 0,20-0,40 0,30-0,44
Imunoglobulinas (g/1009) 0,15-1,00 0,5-1,3
Lactoferrina (g/100g) 0,02-0,50 0,02-0,3
Albumina de soro de leite (g/100q) 0,03-0,05 0,01-0,04
Lizosima (g/100g) Tragos Tragos
Nitrogénio n&o proteico (NPN) (g/100g) 0,027 0,034
Lipideos 3,3-5,4 5,3-9,0
Acidos graxos saturados (g/100g) 2,2-3,1 4,8-6,1
Acidos graxos monoinsaturados (g/100g) 0,8-1,4 1,8-2,3
Acidos graxos poliinsaturados (g/100g) 0,08-0,25 0,15-0,85
Colesterol (g/100g) 12-31 6,5-16
Diametro do glébulo de gordura (um) 3-4 4-8
Lactose (g/100g) 4,8-5,6 4,6-5,2
Cinzas (g/L) 7-8 8-9
Calcio (mg/L) 1200-1310  1680-1975
Fosforo (mg/L) 920-940 1120-1913
Saodio (mg/L) 450-480 390-445
Magnésio (mg/L) 110-120 124-150

Fonte: Adaptado de Ahmad et al. (2013); Barlowska et al. (2011); Claeys et al.
(2014); Devle et al. (2012); EI-Salam e EI-Shibiny (2011); Medhammar et al. (2012);
Tsakalidou e Papadimitriou (2016); Walstra et al. (2005); Wijesinha-Bettoni et al.
(2013).



Em comparacao ao leite de vaca, as micelas de caseina do leite de bufala séo
maiores e mais ricas em minerais, de forma que este apresenta também maiores
teores de calcio e fosforo em sua composicdo (EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2011).

O leite bubalino possui teores de colesterol inferiores em cerca de 30% em
relacéo ao leite bovino (PIGNATA et al., 2014); apresenta ainda maior teor de acidos
graxos monoinsaturados, acidos graxos poli-insaturados e &cido linoleico conjugado.
Enquanto em leites como o bovino, ovino e humano, os triglicerideos representam
97-98% do total de lipideos, no leite de bufala esse valor é inferior (95%), havendo
maior propor¢do de &cidos graxos livres e fosfolipideos (TSAKALIDOU;
PAPADIMITRIOU, 2016).

Dentre todas as espécies leiteiras, o leite de bufala apresenta o mais elevado
diametro médio de globulo de gordura (5 um), seguido pelo leite de vaca (3,2 um),
ovelha (3 pm), cabra (2,6 ym), cavalo (2 ym) e burra (1,9 um), o que influencia a
digestibilidade da gordura e a resisténcia quimica e térmica dos microrganismos (EL-
SALAM; EL-SHIBINY, 2011; AHMAD, 2013; FUQUAY; MCSWEENEY; FOX, 2011,
MARTINI et al., 2014). A diferenca de tamanho é tdo expressiva que pode ser
utilizada como parametro para discriminar leites de bufala e vaca através de
ressonancia magnética nuclear de carbono (13C) (ANDREOTTI et al., 2000). Os
glébulos de gordura apresentam ainda maiores valores de densidade e temperatura
de fusdo (32-43,5 °C) e menor estabilidade em relacdo as do leite de vaca
(AMARAL, 2005).

A distribuicdo de sais nas diferentes fases da emulsdo varia entre espécies:
enquanto no leite de vaca apenas 1% do célcio fica associado aos lipideos; no leite
de bufala essa fracdo atinge 13%, o que pode impactar em parametros de desnate e
aumentar a formagédo de incrustagbes em equipamentos (GAUCHERON, 2013;
HUNT; NIELSEN, 2009).

Os teores de oligossacarideos (0,1 g/L) no leite de bufala também superam
aqueles do leite bovino (0,03-0,09 g/L) e ovino (0,02-0,04 g/L), podendo influenciar
positivamente a fermentacdo e maturacdo de seus produtos (EL-SALAM;EL-
SHIBINY, 2011).

Por fim, o leite de bufala apresenta maior teor de vitaminas A, B6, B7, C e E em
relacdo ao leite de vaca; assim como o leite de pequenos ruminantes, o leite de

biufala apresenta altos teores de vitamina A como consequéncia da conversao



eficiente de carotenoides em vitamina A; isso também contribui para sua coloracao
esbranquicada (TSAKALIDOU; PAPADIMITRIOU, 2016).

Fatores que influenciam na composicédo do leite incluem a espécie do animal,
raca, idade, fase de lactacdo, saude, regime e estacdo do ano (CHILLIARD;
FERLAY, 2004; JENKINS; MCGUIRE, 2006). Apesar disso, os dados para
composicdo do leite de bufala no Brasil demonstram certa homogeneidade,
conforme exposto na Tabela 2. Por outro lado, observa-se que o leite de bufala do
Rio Grande do Sul apresenta diferengcas marcantes em sua composi¢cao quando
comparado ao leite de vaca do estado, 0 que sugere que normas especificas para o

processamento daquele sdo aconselhaveis.

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica de leite de bufala (LB) e de vaca (LV) de
diferentes estados do Brasil: Rio Grande do Sul (RS); Rio Grande do Norte (RN);
Sao Paulo (SP). Resultados para LB expressos na forma média + desvio padrao;
resultados para LV expressos na forma de [MIN,MAX].

Parametro LB - RS LB — RN LB - SP LV - RS
Lipideos (g/100g) 5,62 544 +055 4,26+0,71 3,60-3,5
Proteina (g/100g) 4,05 424 +0,14 3,05%+0,21 3,67-3,74
Lactose (g/100g) 5,07 4,77+0,11 4,27 +£0,26 4,83 - 4,54
Solidos totais (g/100g) 15,57 15,42 +0,58 12,47 +0,29 12,93-13,21
indice crioscopico (°C) -0,527 - - -
Densidade relativa (15°C) 1,035 - 1,029 £ 0,01 -

Fonte: adaptado de De Lima et al. (2014); Godinho et al. (2019, n&o publicado);
Mielke, Sufié e Mller (2011); Pignata et al. (2014).

3.1.2. Parametros microbioldgicos

Devido a sua riqueza de nutrientes, o leite de bufala constitui um ambiente
favoravel para a proliferacdo de inUmeros microrganismos, que podem afetar suas
gualidades sensoriais e constituir perigo ao consumidor se nao controlados
(HASHMI; SALEEM, 2014).

A microbiota do leite de budfalo cru é amplamente representada por bactérias
acido-laticas, como as dos géneros Lactococcus e Lactobacillus, assim como
coliformes, E. coli, S. aureus e esporos bacterianos (ERCOLINI et al., 2004). Outros
microrganismos detectados em baixa concentracao em leite de buafala cru incluem os

géneros Brochothrix, Carnobacterium, Chryseobacterium, Clostridium,
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Corynebacterium, e Haloanella, e bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (ERCOLINI et al., 2012). Silva et al. (2015), analisando mucarela
de bufala produzida no Brasil via RAPD-PCR, relataram a presenca de S.
thermophilus, E. faecium, E. durans, Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides, L. fermentum, L. casei, L. bulgaricus e L. helveticus.

Ja foram relatadas contagens de microrganismos psicrotréficos na faixa de
2,52 a 5,76 log UFC/mL no leite de bufala cru (DUANGPAN; SURIYAPHAN, 2009), e
de 5,69 log UFC/g (ABDALLA; IBRAHIM, 2010) e 3,15 log UFC/mL (LOSITO et al.,
2014) em mucarela de bufala. Foram ainda relatados valores de coliformes na faixa
de 2,83 a 3,59 log UFC/mL (BATOOL et al., 2012; GURLER et al., 2013; HASHMI;
SALEEM, 2015). Bactérias que ja receberam particular atencéo no leite bubalino em
diversos estudos incluem:

- E. coli: Han et al. (2007) relataram contagens de cerca de 1,53 log UFC/mL
no leite de bufala;

- S. aureus: Oliveira et al. (2011) relataram sua presenca em 11,1% das
amostras de leite bubalino brasileiro testadas, e Gdurler et al. (2013) relataram
contagens de até 2,46 log UFC/mL. Sua presenca foi ainda relatada em amostras de
queijo mucarela de bufala brasileiro (FACCHIN et al., 2013);

- L. monocytogenes: presente em 2,9% das amostras analisadas por Rahimi et
al. (2014);

- Pseudomonas spp.: presente em 7% das amostras analisadas por Batool et
al. (2012) com um nimero médio de 0,92 log UFC/ mL.

O leite bubalino é também mais rico em bactérias bifidogénicas do que o leite
de vaca, contribuindo para a manutencdo da salde intestinal do consumidor
(KIARELLY et al., 2005). Além das bactérias, as leveduras constituem parte
importante da microbiota do leite de bufala, com contagens que podem atingir 4-6
log UFC/mL (APONTE et al., 2010; PISANO et al., 2016).

A complexa microbiota acima descrita deve ser efetivamente controlada na
cadeia produtiva do leite bubalino, através de medidas de higiene e monitoramento

dos pontos criticos de controle, dentre os quais se destaca a pasteurizacao.

3.2.Pasteurizacao
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Define-se a pasteurizacdo como o tratamento térmico aplicado ao leite para
evitar que microrganismos patogénicos eventualmente presentes neste oferecam
perigo a saude publica, e que promove modificacdes minimas em suas propriedades
quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais (BRASIL, 2017a).

Os processos de pasteurizacdo se dividem em duas classes: a pasteurizacéo
lenta (LTLT, Low temperature-long time), que consiste no aquecimento indireto do
leite e sua manutencdo (63-65°C/30 min) sob agitacdo mecanica, lenta, em
aparelhagem propria; e a pasteurizacdo rapida (HTST, High temperature-short time),
que consiste no aquecimento do leite em escoamento laminar (72-75°C/15-20 s) em
aparelhagem prépria (BRASIL, 2017a).

A legislacdo de diversos paises (BRASIL, 2017a; EC, 2006; FDA, 2009)
considera o binbmio (63 °C/30 min) como 0 minimo aceito para a pasteurizacao
lenta; esses valores foram instituidos com base na inativacdo da bactéria Coxiella
burnetti, que ndo é capaz de sobreviver a um tratamento de 62.8 °C/30 min
(HOLSINGER; RAJKOWSKI; STABEL, 1997). No caso do Brasil, abre-se uma
excecao para os estabelecimentos agroindustriais de pequeno porte de produtos de
origem animal, para os quais é aceita a pasteurizacao lenta a 62 °C, de acordo com
a Instrucdo Normativa N° 5, de 14 de fevereiro de 2017 (BRASIL, 2017Db).

A legislagdo estadunidense define ainda binbmios de pasteurizagao
envolvendo temperaturas mais altas, conforme demonstrado na Tabela 3. Vale
ressaltar que tais bindbmios encontram maior aplicabilidade na industria de leites
fermentados e de outros produtos que ndo sejam negativamente afetados pela
desnaturacdo da [-lactoglobulina que comeca a ocorrer a partir de 70 °C
(LOVEDAY, 2016).

Ainda com relacdo a legislacdo estadunidense, observa-se que uma ressalva é
feita para leites que possuem teores de gordura a partir de 10% ou de sélidos totais
a partir de 18%, em que a temperatura do tratamento térmico deve ser acrescida de
3°C. Isso se deve ao efeito da gordura no aumento da resisténcia térmica dos
microrganismos, decorrente do retardo na penetracdo do calor e da reducéo da
atividade de agua (POTTER; HOTCHKISS, 2012). Conforme previamente descrito, 0
leite de bufala pode apresentar teores de gordura de até 9 g/100 g e de sdlidos totais
de até 17,2 g/100 g, proximos aos limites para os quais o governo estadunidense

preconiza temperaturas maiores (+3 °C) de pasteurizacdo. Evidencia-se assim a
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necessidade de uma validacdo dos tratamentos térmicos para esse tipo de matéria-

prima.

Tabela 3. Bindbmios de tempo-temperatura preconizados pelo governo

estadunidense para a pasteurizagao de leite.

Temperatura (°C) Tempo

Pasteurizacéo lenta (LTLT)
63 30 min
Pasteurizacao rapida (HTST)

72 15s
89 ls
90 0,5s
94 0,1s
96 0,05s
100 0,01s

Fonte: adaptado de FDA (2009).

A Unica legislacdo brasileira que trata de padrées de qualidade especificos
para o leite bubalino € a Resolucdo SAA - 24, de 01/08/1994, alterada pela
Resolucdo SAA-03 de 10/01/2008 (SAO PAULO, 1994). No Quadro 1, s&o
comparados os parametros estabelecidos pela SAA-03 de 10/01/2008 para leite de
bufala, e pela Instrugdo Normativa 76/2018 (BRASIL, 2018), pela normativa
estadunidense (FDA, 2009), e pelas normas da comissao europeia (EC, 2006; EC,
2005), que estabelecem certos parametros para leite de vaca e outros para leite de
outras espécies.

Observa-se que, enquanto a legislacdo do estado de S&o Paulo para leite
bubalino (e também caprino) exige Contagens de Mesofilos Totais no leite cru
inferiores aquelas definidas para leite bovino pela legislagdo nacional, a normativa
europeia prevé um limite aceitavel 15 vezes maior para Contagem de Mesofilos
Totais em leite de outras espécies com relacéo ao leite de vaca. Quanto a validacao
da inocuidade do leite pasteurizado, ndo é consenso o parametro microbiologico
adotado na fiscalizacdo, na medida em que paises como os EUA quantificam
microrganismos mesdofilos totais, enquanto normas como a europeia se baseiam na

contagem de bactérias da familia Enterobacteriaceae.
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Quadro 1. Comparacéo entre a legislacdo estadual paulista para leite bubalino e as

legislacdes brasileira, estadunidense e europeia para leite em geral.

Res. SAA IN 76/2018 | Legislacéao Legislacédo
Parametro 24/1994 (SAO (BRASIL, EUA Europeia (EC,
PAULO, 1994) 2018) (FDA, 2009) | 2006; EC, 2005)
Temperatura de entrega ao <6°C < 7°C < 7°C <6°C
consumo do leite envasado B B B B
Temperatura de refrigeracéo na < 4°C < a°C < 7°C <6°C
industria B B B B
<100 000 para
Mesdfilos totais em leite cru leite de vaca
(UFC/mL) < 500 000 <900 000* | <100 000 (=1 50_0 000
para leite de
outras espécies)
Mesdfilos totais em leite
pasteurizado (UFC/mL) =40 000 i =20 000 i
Coliformes totais em leite <2 i <10 i
pasteurizado (UFC/mL) B B
Coliformes fecais em leite Auséncia i i i
pasteurizado (UFC/mL)
Enterobacteriaceae em leite i <5 i <5

pasteurizado (UFC/mL)
*antes do seu processamento no estabelecimento beneficiador. O leite cru refrigerado de tanque

individual ou de uso comunitario deve apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem

Padrdao em Placas de no maximo 300.000 UFC/mL.

Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

Os parametros para a garantia da seguranca dos alimentos ao longo da cadeia
produtiva devem ser viaveis econémica e procedimentalmente; justifica-se, portanto,
que sua definicdo atenda as limitacdes e riscos especificos de cada regido, sempre
apoiando-se amplamente em dados cientificos (MEGHWAL; PATRA; RAO, 2018).

Se por um lado, os paises acima citados divergem em seus parametros
microbiolégicos de validacdo da pasteurizacdo, todos aceitam a fosfatase alcalina
como indicador indireto da eficiéncia de pasteurizacdo, para todos os leites com
producdo regulamentada (BRASIL, 2018; EC, 2006; FDA, 2009), evidenciando o

papel central que essa enzima assume na garantia da seguranca do leite.

3.3.Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (FA) é uma das mais de sessenta enzimas encontradas em
leite cru (SCHLIMME et al., 1997). Apesar de seu baixo impacto na degradacao do

leite, essa enzima adquiriu relevancia tecnoldgica no controle da pasteurizacdo a
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partir da década de 30, quando Kay e Graham (1933) observaram que os binébmios
tempo-temperatura necessarios para a inativacdo térmica da FA em leite de vaca
sdo ligeiramente mais severos do que 0S necessarios para reduzir a bactéria
Mycobacterium tuberculosis (um dos patégenos mais resistentes a pasteurizacdo) a
niveis aceitaveis. Desde entdo, outros testes foram realizados com diferentes
bactérias, incluindo Salmonella senftenberg, Listeria monocytogenes e Coxiella
burnetti (ECKNER, 1992; HOLSINGER; RAJKOWSKI; STABEL, 1997), de forma
que, atualmente, a inativacdo completa dessa enzima é amplamente aceita como
parametro de validac&o indireta da pasteurizacéo do leite (BRASIL, 2018; EC, 2006;
FDA, 2009;).

A fosfatase alcalina ja foi amplamente descrita para o leite de vaca: possui
baixa lipossolubilidade, e se concentra na interface entre as fases lipidica e aquosa
(MFGM, Milk fat globule membrane) (KOSIKOWSKI, 1988); sua massa molecular é
de cerca de 187 kDa; seu ponto isoelétrico se situa em pH 5.4-6.0; e sua atividade
maxima € observada em pH 9,65-10,1 a 37 °C (VEGA-WARNER et al., 1999).

No entanto, para leites de outras espécies, o numero de estudos de
caracterizacdo da enzima e sua relagdo com a pasteurizacdo é ainda insuficiente.
Além disso, ressalta-se que, muito embora essa enzima seja utilizada como
indicador de pasteurizacdo para diversos tipos de leite, estudos tém demonstrado
gue a atividade e resisténcia térmica dessa enzima variam significativamente entre
espécies. Por exemplo, Raynal-Ljutovac et al. (2007) encontraram atividades da FA
no leite de ovelha de 3,5 e 18 vezes maiores do que no leite de vaca e de cabra,
respectivamente; Marchand et al. (2009) relataram no leite equino atividades da FA
de 35 a 350 vezes menores do que no leite de vaca. Vamvakaki et al. (2006) e
Anifantakis e Rosakis (1983) descreveram menores resisténcias térmicas da FA em
leite de cabra ou ovelha do que em leite de vaca. Wernery et al. (2008) apontaram
que a FA ndo € um indicador viavel da efetividade da pasteurizacdo no leite de
camela, visto requerer para sua inativacdo bindmios muito superiores aos
comumente adotados no processamento de leite.

Em comparagédo aos leites ovino e caprino, o leite de bufala foi alvo de menos
estudos de caracterizacdo da FA: Sharma et al. (2009) apontaram que a atividade
da FA nos leites bovino e bubalino ndo apresentam diferengas significativas; no
entanto, estudos de avaliagdo da inativagdo térmica da FA em leite bubalino ainda
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sdo escassos, evidenciando a necessidade de maiores pesquisas com essa matéria-
prima.

Para quantificar a atividade da FA no leite, sdo descritos na literatura métodos
colorimétricos, fluorimétricos, imunoquimicos e de quimiolunescéncia (RANKIN et al.,
2010).

Dentre os métodos colorimétricos, aquele proposto por Aschaffenburg e Mullen
(A&M) (1949) se destaca por apresentar boa linearidade e baixo limite de deteccao
(PAYNE; WILBEY, 2009). O método se baseia na formacédo de p-nitrofenol (pNP), de
coloracdo amarela, através da reacdo da fosfatase alcalina com um substrato que
consiste em p-nitrofenil fosfato (pNPP) em solugdo-tampao, conforme exposto na

Figura 3.

Figura 3. Mecanismo basico da reacao quimica do teste de Aschaffenburg & Miullen
para quantificacdo da atividade da fosfatase alcalina.
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p-titrofenil fosfato nitrofencl fosfato

(cor amarela)

Fonte: Rankin et al. (2010).

Os métodos fluorimétricos, como o método Fluorophos™, apresentam maior
precisao e limite de deteccao ainda mais baixo; no entanto, seu custo € muito mais
elevado em comparacdo aos métodos colorimétricos (PAYNE; WILBEY, 2009). No
Brasil, o método comumente utilizado é qualitativo (baseado na mudanca de cor de
tiras contendo substrato para a enzima), ndo sendo efetivo para fornecer curvas de
inativacao dessa enzima (ANDRADE; OLIVEIRA; KICH, 2013).
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3.3.1. Modelos para predi¢do da cinética de inativacao da fosfatase alcalina

Diversos modelos sdo encontrados na literatura para descrever o
comportamento de inativacdo enzimatica, incluindo modelos cinéticos de primeira
ordem, modelos multicomponentes de primeira ordem, modelos de isoenzimas
distintas, duas fragbes, conversdo fracionaria, distribuicdo de Weibull, nésima
ordem, etapas consecutivas e séries (BROCHIER, 2018). O modelo mais utilizado é
o de primeira ordem, que parte do principio de que a inativagdo ocorre em apenas
uma etapa, por exemplo, a ruptura de uma ligacdo simples (LADERO; SANTOS;
GARCIA-OCHOA, 2006). Embora se saiba que o processo de inativagido enzimatica
envolva varias etapas consecutivas, 0 modelo de primeira ordem tem sido capaz de
descrever com precisao satisfatoria a inativacdo da FA (CLAEYS; LUDIKHUYZE;
HENDRICKX, 2000; LEVIEUX et al., 2007). Esse modelo é expresso pela seguinte

equacao:
In—=—kt (1)

Em que:

k = constante de reacéo, velocidade

A = concentracdo de enzima ativa ap6s um dado tempo de tratamento
Ao = concentracdo de enzima ativa no tempo zero

t = tempo

O modelo cinético de primeira ordem pode ser reescrito em base logaritmica,
sendo conhecido como o0 modelo de destrui¢cao térmica (Equacéo 2) (Bigelow, 1921).
Esse modelo é amplamente utilizado para descrever cinéticas de inativagdo de
primeira ordem na area de processamento de alimentos, em que se define o valor D
como o tempo necessario para reduzir o valor de concentracéo inicial Ao em 90% a

uma temperatura constante.

on(2) =~

Em que:
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Ao = concentracdo de enzima ativa no tempo zero

A = concentracdo de enzima ativa apos um dado tempo de tratamento
t = tempo de tratamento

D =tempo de redugéo decimal

A relacéo entre D e k é dada por:

2,303
b==- ®

Vale ressaltar que os valores de D e K devem ser obtidos para condicbes
isotérmicas (temperatura constante). A partir da determinacéo dos valores de K ou D
para diferentes temperaturas, é possivel modelar a dependéncia dessas variaveis
com a temperatura. Para isso, podem-se utilizar dois modelos matematicos
consolidados: o modelo de Arrhenius (Arrhenius, 1889), utilizado particularmente
para reacfes quimicas em que se deseja avaliar a energia de ativacao E, (J/mol); e
o0 modelo de Bigelow (1921) que define o parametro z, conforme Equacédo 4. Esse
altimo modelo € frequentemente utilizado em curvas cinéticas de inativacdo de
microrganismos e enzimas e, portanto, serd a equacdo utilizada no presente
trabalho.

O valor de z é definido como o aumento de temperatura necessario para
reduzir D em 90% em relacdo a um valor de referéncia. A temperatura de referéncia,
correspondente ao valor D de referéncia, é definida arbitrariamente para cada
processo, e nao interfere no valor de z para um conjunto de dados. Temperaturas de
referéncia tipicamente adotadas incluem temperaturas padrdo de pasteurizacao,
como 63 °C ou 71,7 °C (LUDIKHUZE; CLAEYS; HENDRICKX, 2000).

z=—(T —Tyer)/(logD — logDycr) (4)
Em que
Tret = temperatura de referéncia
T = temperatura desejada
Dref = tempo de reducéo decimal para uma temperatura de referéncia
D =tempo de reducao decimal para a temperatura desejada

z = coeficiente térmico z
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Diversos valores de D e z ja foram relatados para essa enzima em leite

bovino, conforme disposto na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de D e z para a fosfatase alcalina do leite de vaca segundo

diferentes autores.

Referéncia D, segundos z (°C)
(Temperatura, °C)

Mistry (1989) 15,9 (71,7) 5,8

Murthy et al. (1990) 6,9-9,4 (71,7) 4,85-5,4

Ludikhuze, Claeys e Hendrickx (2000) 5,2 (71,7) 4,8

Claeys, Ludhikhuze e Hendrickx (2001) 579 (62) 5,38

Eckner (1992) 362 (63) 6,7

Fonte: elaborado pelo autor (2019).

No leite bubalino, os poucos estudos que se voltaram a avaliacdo do
comportamento da fosfatase alcalina frente a pasteurizacdo (LOMBARDI et al.,
2000; SHARMA et al., 2009) nao realizaram modelagem da inativacdo enzimatica.
N&o foram encontrados dados de parametros D e z para a FA no leite de bufala na
literatura, o que dificulta a comparacéo de sua resisténcia térmica a do leite de vaca.

Para melhor caracterizar essa matéria-prima e a resisténcia de suas enzimas e
microrganismos ao tratamento térmico, é imperativo o desenvolvimento de estudos
de modelagem da pasteurizacdo do leite bubalino. Nesse contexto, sé&o
apresentados a seguir os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento do

presente trabalho.

4. MATERIAIS E METODOS
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Este capitulo apresenta os materiais e métodos utilizados na execucdo do
presente trabalho e esta dividido em duas sec¢des principais: a primeira secao
consiste na obtencdo de curvas cinéticas de inativacdo da FA para leites bovino e
bubalino em diferentes temperaturas e calculo de seus respectivos coeficientes
cinéticos; na segunda sec¢do, é descrita a avaliacdo microbioldgica do leite bubalino,
inicialmente em sua forma in natura, com o intuito de observar o comportamento da
microbiota autoctone, e, em seguida, em amostras de leite de bufala esterilizadas e
inoculadas com microrganismos indicadores, para avaliagdo de sua inativacao
especifica.

Os experimentos realizados nesse estudo foram conduzidos no Laboratério de
Quimica e Processamento de Alimentos e no Laboratério de Biotecnologia e
Microbiologia Aplicada, localizados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.1.Matérias-primas

Amostras de leites de vaca e de bufala crus foram obtidos da empresa
Laticinios Kronhardt, no municipio de Glorinha, Brasil, e transportados (<4 °C) em
caixas isotérmicas até o laboratério de Quimica e Processamento de Alimentos da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul para serem analisados. As amostras de
leite de bufala e vaca destinadas a realizac@o da curva cinética de inativacdo da FA,
bem como as amostras de leite de bufala a serem esterilizadas para inoculacdo de
microrganismos indicadores, foram aliquotadas em tubos falcon de 50 mL e
congeladas e mantidas a -18 °C. As amostras de leite de bufala para avaliacdo

microbioldgica do leite cru foram estocadas a <4°C por ndo mais que 24 h.

4.2.Cinética de inativacéo da fosfatase alcalina

A cinética de inativagdo da FA foi avaliada em cinco temperaturas diferentes
entre 62 °C e 75 °C, conforme apresentado na Tabela 5. Tubos capilares de vidro
(0,5 cm x 6 cm, conforme Figura 4) foram utilizados a fim de minimizar a resisténcia
a transferéncia de calor entre as amostras e o0 meio. Os tubos foram preenchidos
com aproximadamente 0,65 mL de leite cru (de vaca ou de bufala), e vedados com

tampa de borracha. Os tubos foram imersos simultaneamente em banhos
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termostaticos com circulacéo de 4gua (Alpha RA8, LAUDA, Brasil), e foram mantidos
3 cm abaixo da linha d'agua durante todo o tratamento.

Figura 4. Tubos capilares de vidro utilizados no presente estudo.

Para cada temperatura, ap6s os intervalos de tempo descritos na Tabela 5,
transferiu-se imediatamente um dos tubos capilares para banho de gelo para
resfriamento até temperatura ambiente (~25 °C), sendo em seguida aliquotado do
tubo um volume de 100 puL a ser submetido ao procedimento Aschaffenburg &
Mullen para quantificacdo da atividade da FA (esta foi realizada em duplicata) (IDF,
1987). Amostras dos leites crus foram também submetidas ao teste, para obtencgéo
de valores absolutos de atividade da FA nos leites bovino e bubalino in natura
(analise realizada em quadruplicata). Foram realizados testes preliminares para
garantir que os tempos de tratamento considerassem apenas o intervalo em que a
amostra realmente atingisse o setpoint de temperatura; assim, a contagem de tempo
em todos os tratamentos iniciou-se 5 segundos apds a imersao das amostras. Todos
os experimentos foram repetidos, pelo menos, em duplicata, totalizando pelo menos

quatro ensaios para cada bindbmio de tempo-temperatura.

Tabela 5. Tempos e temperaturas para coleta de amostras para as curvas cinéticas.

T (°C)* Tempos de tratamento (s)

62 0 180 360 720 1080 1440 1800
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65 0 90 150 270 390 510 660
68 0 30 60 120 180 240 300
72 0 3 6 12 18 24 30
75 0 4 8 12 16 20 24

* Temperaturas oscilaram £0,5 em relacdo ao valor mostrado.
4.2.1. Determinacédo da atividade da fosfatase alcalina

O método de quantificacdo da atividade da FA, consiste huma determinacao
espectrofotométrica a 410 nm utilizando p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato.
A solucdo de substrato foi preparada contendo 4mM de p-nitrofenil fosfato di (tris),
3,5 g.L™ de carbonato de sédio anidro (Na,COs) e 1,5 g.L™ de bicarbonato de sédio
(NaHCO3;) em agua destilada. A amostra de leite tratada foi diluida em &agua
destilada (10 a 50 vezes, dependendo da atividade esperada de FA). Um branco foi
preparado fervendo leite cru por 2 min. Cem microlitros de leite diluido foram
adicionados a 1 mL de solucdo de substrato em tubos eppendorf de 2 mL e
incubados por 2 h a 37 + 2°C em banho termostético (Dubnoff NT 232, Novatecnica,
Brasil). Subsequentemente, adicionou-se 33 pL de sulfato de zinco (ZnSOg4, 1,05 M)
a cada tubo, o qual foi agitado e deixado em repouso durante 3 min. Apés adicéo de
33 uL de hexacianoferrato de potassio (Ku[Fe(CN)¢, 0,36 M), os tubos foram
centrifugados por 10 min a 10 000 g (5415R, EPPENDORF, Brasil). O sobrenadante
foi entdo cuidadosamente transferido para cubetas e a absorbancia medida no
espectrofotometro a 410 nm (SP-220, Biospectro, Brasil). Os resultados foram lidos
contra uma curva padrao preparada usando diluicbes de p-nitrofenol (pNP),
conforme Figura 5, e expressos em pg de p-nitrofenol equivalente/mL (ug pNP/mL)
(LUDIKHUYZE; CLAEYS; HENDRICKX, 2000; PAYNE; WILBEY, 2009; SHAMSI et
al., 2008).

Figura 5. Curva padréao de absorbancia do pNP.
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4.2.2. Modelagem da cinética de inativac@o da fosfatase alcalina

A partir dos valores obtidos para os diferentes binébmios testados, foram obtidas
curvas cinéticas isotérmicas de inativacdo da FA em leite bovino e bubalino. As
curvas foram ajustadas ao modelo cinético de primeira ordem (descrito em detalhes
na secao 3.3.1) calculando-se os valores D e z para os leites bovino e bubalino, de
acordo com as Equacdes (2) e (4). Nos calculos dos parametros cinéticos,
considerou-se o tempo de inativacdo da enzima como aquele necessario para que
sua atividade atinja um valor abaixo de 10 ug pNP/mL, conforme descrito em Rocco
(2004).

4.3.Avaliagcdo microbiolégica

A fim de avaliar a inativacao bacteriana e compara-la a inativagdo enzimatica,
foram realizados ensaios de pasteurizacdo em batelada (LTLT) com binémio de
tempo-temperatura comumente utilizado no processamento de leite de bufala (62
°C/30 min). Em um primeiro momento, este bindbmio foi testado em leite bubalino in
natura para observagdo do comportamento da microbiota autoctone; em um
segundo momento, o mesmo binbmio foi testado para leite bubalino esterilizado
inoculado com microrganismos indicadores. Os procedimentos adotados sao

descritos detalhadamente a seguir.
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4.3.1. Avaliacdo do efeito de pasteurizacdo LTLT na microbiota autéctone do

leite bubalino in natura

Amostras (5 mL) de leite bubalino cru integral foram submetidas a tratamento
em banho termostético com agitacédo (Alpha RA8, LAUDA, Brasil) a 62 + 0,5 °C por
30 min. Os perfis de temperatura no banho e na amostra foram acompanhados e
registrados utilizando medidores de temperatura PT-100 (JMD, Brasil) com haste de
aco inoxidavel acoplados a um transmissor de sinais codificados para temperatura
(TxRail-USB, Novus, Brasil). O equipamento realizava nova medida de temperatura
a cada 2 segundos, e foi realizada medicdo com termémetro de expanséao de liquido
a cada 5 minutos para conferéncia. A contagem de tempo iniciou-se quando a
amostra atingiu o setpoint de temperatura. Ao final do tratamento, as amostras foram
imediatamente resfriadas em banho de gelo até a temperatura ambiente e aliquotas
foram submetidas a avaliacdo qualitativa da atividade da FA utilizando tiras para
fosfatase alcalina (CAP-LAB, Brasil), e a avaliacdo quantitativa conforme descrita na
secdo 4.2.1.

As amostras foram em seguida submetidas a andlises microbioldgicas.
Contagens de Mesdfilos Totais, Contagens de Termdfilos Totais e Contagens de
Psicrotroficos Totais foram realizadas antes e apds o tratamento. O tratamento foi

realizado em triplicata.

4.3.1.1. Analises microbiolégicas

Para a Contagem de Mesofilos Totais, Termofilos Totais e Psicrotroficos Totais,
diluicdes seriadas (1:9) do leite foram realizadas em solu¢do de NaCl 0,85%. Para
pelo menos trés diluicdes diferentes, foram inoculados 100 pL em placas de Petri
(duplicata) contendo meio de cultura Plate count agar (PCA) através da técnica de
espalhamento em superficie (spread plate). As placas foram incubadas por 37°C/48h
(mesofilos), 42°C/48h (termofilos) ou 5°C/10d (psicrotroficos) (BANWART, 2012).
Apés incubacdo, fez-se as contagens das colbnias e multiplicou-se as médias
aritméticas das duplicatas pelo fator de diluicdo. Os resultados foram expressos em
log UFC/mL de leite.



24

4.3.2. Avaliagdo do efeito de pasteurizagdo LTLT utilizando microrganismos
indicadores em leite bubalino

Buscando ainda avaliar a inativacdo de microrganismos especificos no leite
bubalino, amostras de leite integral previamente esterilizado em batelada foram
inoculadas, separadamente, com quatro bactérias de interesse (concentragdo inicial
pretendida: aprox. 10° UFC/ml) e submetidas ao processo de pasteurizacao,
conforme etapas a seguir.

Foi adotado o procedimento de esterilizacdo prévia do leite para garantir a
inativacdo da microbiota naturalmente presente neste, a fim de quantificar
unicamente os microrganismos inoculados. A esterilizacédo foi realizada em frascos
Duran adotando um bindmio de 110 °C/10 min (bindmio previamente validado pela
equipe de pesquisa para a esterilizacdo do leite de bufala), para minimizar a
formacdo de grumos que pode ocorrer a temperaturas mais altas, devido aos altos
teores de sdlidos no leite bubalino. Apés a esterilizacdo, uma amostra foi coletada e
inoculada sem diluicdo em placa de meio PCA (duplicata) para estimar a presenca
de microrganismos no leite esterilizado. N&o foi verificado crescimento de
microrganismos em nenhuma amostra.

A concentracao inicial adotada foi de 10’ UFC/mL, concentracéo esta superior
a normalmente encontrada em leites, para que fosse possivel quantificar reducdes
na carga microbiana na faixa de 5 log UFC/mL, uma vez que o método adotado para

contagem tem como limite de quantificacdo 10° UFC/mL.

4.3.2.1. Inoculacdo de microrganismos indicadores

Os microrganismos indicadores testados foram:
- Staphylococcus aureus (cepa: ATCC 25923), bactéria gram-positiva, produtora de
toxina e contaminante dos tetos dos animais leiteiros;
- Listeria monocytogenes (ATCC 7644), bactéria gram-positiva psicrotrofica,
formadora de biofilmes e associada a inumeros surtos envolvendo leite;
- Escherichia coli fecal (ATCC 10536), bactéria gram-positiva, indicativa de
contaminagao; e
- Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), bactéria deteriorante formadora de

biofilme, pode apresentar resisténcia a multiplos antibidticos.
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As cepas acima descritas foram obtidas do Laboratorio de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, Brasil. As culturas foram propagadas em 10 mL de caldo BHI estéril a
37 °C por 24 h. Concentracdes esperadas do indculo foram de 10° UFC/mL. As
culturas de cada microrganismo foram adicionadas separadamente a amostras de
leite, numa proporcdo de 1 mL para 99 mL, para uma concentracao inicial esperada
de 10" UFC/mL.

4.3.2.2. Tratamentos térmicos

As amostras de leite de bufala previamente esterilizadas e inoculadas com
cada bactéria indicadora foram submetidas a pasteurizacdo LTLT (62 + 0,5 °C/30
min, conforme etapas descritas na secdo 4.3.1). O tratamento foi realizado em

triplicata.

4.3.3. Contagens bacterianas de microrganismos indicadores

Avaliou-se a concentracdo pré-tratamento e pOs-tratamento  dos
microrganismos indicadores no leite. Para tal, as amostras foram diluidas em série e
inoculadas conforme descrito na secao 4.3.1.1, variando o meio de cultura utilizado
conforme descrito a seguir: agar Baird Parker para S. aureus, agar Oxford para L.
monocytogenes, agar McConkey para E. coli e agar Cetrimide para P. aeruginosa
(FORSYTHE, 2013; MAHON; LEHMAN; MANUSELIS, 2018) e em seguida
incubadas a 37 °C durante 48 h. Os resultados foram expressos em UFC/mL de

leite.

4.4.Andlise dos dados

Os valores absolutos obtidos para atividade da FA em leite in natura bovino e
bubalino foram comparados via teste t de Student a 5% de significancia.

Os valores dos parametros cinéticos calculados foram expressos por sua
meédia e desvio padrdo. O desempenho do ajuste das curvas ao modelo exponencial
foi avaliado através do coeficiente de determinacdo (R?), valor de chi-quadrado (x?) e

raiz do erro médio quadréatico (REMQ), conforme equacdes a seguir:
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Os coeficientes foram comparados estatisticamente segundo o tipo de leite via
teste t de Student, sendo utilizada significancia de 5%.

Os dados microbiol6gicos foram expressos na forma de média + desvio

padrdo. A diferenca entre as contagens antes e ap0s o tratamento foi expressa

como Alog UFC/mL, como forma de avaliar a eficiéncia de pasteurizagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

S&o0 apresentados a seguir os resultados do presente trabalho, e sua
comparacdo com a literatura e legislacdes pertinentes. Vale ressaltar que os
resultados aqui apresentados foram obtidos a partir de amostras de leite bovino e
bubalino do Rio Grande do Sul, cuja composicdo aproximada ja foi descrita (vide
Tabela 2).

5.1. Cinética de inativacao da fosfatase alcalina

As curvas de inativagdo da fosfatase alcalina em leite bovino (LV) e bubalino
(LB) em diferentes temperaturas sdo apresentadas na Figura 6. Amostras com
atividade enzimatica inferior a 10 ug pNP/mL n&o foram consideradas no calculo dos
parametros cinéticos. Os valores absolutos obtidos para a atividade da fosfatase
alcalina nos leites in natura para o leite de vaca (LV) e o leite de bufala (LB) foram
estatisticamente iguais (p>0,05), o que vai ao encontro do relatado por Sharma et al.
(2009), que obteve resultados semelhantes utilizando o método espectrofotométrico
de Scharer, que apresenta menor precisdo em relacdo ao método de A&M (PAYNE;
WILBEY, 2009; RANKIN et al., 2010).

Como pode ser observado na Figura 6, o perfil de inativacdo enzimatica se
aproxima de uma curva de inativacdo de primeira ordem, conforme previamente
descrito na literatura (LEVIEUX et al, 2007; CLAEYS, LUDIKHUYZE; HENDRICKX,
2001). As curvas cinéticas foram ajustadas a esse modelo, e 0s parametros
cinéticos sdo apresentados na Tabela 6. O modelo de primeira ordem apresentou
valores satisfatorios para os coeficientes de ajuste. Como regra geral, considera-se
gue valores altos para o coeficiente R? e valores baixos para x2 e REMQ indicam
um bom ajuste dos dados experimentais ao modelo. Os valores de R? se
mantiveram acima de 0,95, os valores de x2 abaixo de 0,01 e os valores de REMQ
abaixo de 0,04, com excecéo do tratamento 65 °C — LV, onde obteve-se valores de
variabilidade superiores aos demais. No entanto, apesar da maior variabilidade,
ainda foi observada diferenca significativa entre os dois tipos de leite para essa
temperatura.

Nas temperaturas mais altas avaliadas (72 °C e 75 °C), ha uma aparente

instabilidade nos primeiros pontos coletados; a razdo provavel para esse fendbmeno
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€ o tempo curto utilizado para esses tratamentos, de tal forma que a
homogeneizacdo da temperatura ao longo de toda a amostra € mais dificil de ser
alcancada.

Os tempos de tratamento necessarios para inativacdo completa da enzima no
LB foram de 30 minutos para 62 °C, 11 minutos para 65 °C, 4 minutos para 68 °C,
30 segundos para 72 °C e 16 segundos para 75 °C. Os valores de D obtidos para o
LB decresceram com o0 aumento da temperatura, conforme esperado. Nado ha na
literatura estudos que reportem valores D para inativacdo da enzima FA em LB.
Portanto, uma comparacao ser realizada com o leite de vaca. Para avaliar se houve
diferenga significativa na inativacdo térmica da FA no LB em relagdo ao LV, os
parametros cinéticos calculados a partir do modelo de Bigelow foram submetidos a
analise estatistica; os resultados estéo incluidos na Tabela 6.

Os valores de D obtidos para o LV estdo de acordo com a literatura: para
62 °C, obteve-se um valor de D de 8,5 £+ 1,1 minutos, enquanto Claeys, Ludhikhuze
e Hendrickx (2001) relataram um valor de 9,65 + 0,82 minutos; para 72 °C, o valor
de D obtido foi de 19,69 + 1,85 segundos, enquanto Eckner (1992) relatou valores
de 18,2 segundos e Mistry (1989) relatou valores de 15,9 segundos, ambos para
71,7 °C. Tais resultados servem como validacdo para o método do presente estudo.

Os valores de D obtidos para as temperaturas de 62 °C (LV = 8,5 minutos; LB =
18,7 minutos) e 65 °C (LV = 3,5 minutos; LB = 6,0 minutos) exibiram diferencas
significativas em funcdo da variavel tipo de leite, sendo que a enzima apresentou
maior resisténcia térmica no LB do que no LV. Por outro lado, em temperaturas mais
altas, nao foi verificada diferenca significativa entre os dois leites avaliados. Esse
resultado indica que a resisténcia térmica da enzima tem uma dependéncia em
relacdo a temperatura diferente nos dois tipos de leite. A maior resisténcia térmica
da enzima em temperaturas de 62 e 65°C pode impactar a avaliacdo da qualidade
do processo de pasteurizacdo LTLT que é conduzido geralmente utilizando essa

faixa de temperaturas.
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Figura 6. Atividade relativa (A/Ao) da fosfatase alcalina para leite bovino e bubalino
ao longo do tempo em condi¢Bes isotérmicas: (a) 62 °C, (b) 65 °C, (c) 68 °C, (d)
72°Ce (e) 75 °C.
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Tabela 6. Valores de D para a fosfatase alcalina em funcdo da temperatura (62 °C,
65 °C, 68 °C, 72 °C e 75 °C) para leite de vaca (LV) e leite de bufala (LB) e os

coeficientes de avaliacdo da qualidade do ajuste do modelo.

T(°C) Leite ValorD(s) DP X REMQ R2
LV 512* 64 0,0043 0,0283 0,977
o LB 1120* 167 0,0071 0,0313 0,958
LV 208+ 21 0,0115 0,0464 0,956
0> LB 361* 39 0,0031 0,0194 0,940
LV 104 7 0,0068 0,0356 0,953
o8 LB 138 13  0,0048 0,0259 0,970
LV 20 12 0,0018 0,0148 0,981
2 LB 26 10,0089 0,0331 0,958
LV 9 10,0028 0,0228 0,977
& LB 13 2 0,0058 0,0305 0,977

*Efeito significativo da variavel tipo de leite (p < 0,05).

Esses resultados séo corroborados pelos valores de z obtidos no presente
estudo, conforme descrito na Tabela 7. O valor de z obtido para o LV (7,22 *
0,12 °C) se assemelha ao ja descrito por outros autores: Eckner (1992) relatou
valores de 6,7 °C, enquanto Stanciuc et al. (2011) relataram valores de 9,19 % 0,2
°C. Possiveis razdes para diferencas entre estudos incluem os métodos de
aguecimento utilizados, e diferencas regionais de composicéo do leite. Para o LB, o
valor de z foi de 6,58 £ 0,01 °C. Como pode ser observado na Tabela 7, foi
verificada diferenca significativa entre os valores de z para os leites bovino e
bubalino. Os coeficientes de ajuste foram satisfatorios, com valores de R? acima de
0,99, valores de x2 nao superiores a 0,0005 e valores de REMQ de no maximo
0,0042. Esses valores, combinados aos valores de D, permitem descrever o
comportamento da FA em temperaturas de 62 a 75 °C, mostrando que ha efeito
significativo da temperatura sobre a resisténcia térmica da enzima. O valor de D no
LB é reduzido em um ciclo logaritmico quando a temperatura aumenta em 6,58 °C,
enquanto que no LV necessita-se de um aumento de 7,22 °C para que seu valor de

D seja reduzido da mesma forma.
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Tabela 7. Valores de z para leite de vaca (LV) e leite de bufala (LB) e coeficientes de

avaliacao da qualidade do ajuste do modelo.

Leite  Média (°C) DP X REMQ R2
, LV 7,22% 0,12 0,0005 0,008 0,992
LB 6,58* 0,01 0,0001 0,0042 0,994

*Efeito significativo da variavel tipo de leite (p < 0,05).

Assim, a diferenca entre os valores z € Util para expressar como a variacao da
resisténcia térmica em funcéo da temperatura € diferente entre LV e LB. O valor de z
mais baixo para o LB mostra que a enzima, apesar de apresentar valores D
superiores a 62 °C e 65 °C, se mostra mais sensivel ao aumento de temperatura.
Dessa forma, conforme a temperatura testada aumenta, observa-se uma diminuicao
progressiva da diferenca entre os valores D para os dois leites, de modo que a partir
de 68 °C ndo mais é possivel relatar diferenca significativa entre esses valores. As
curvas logaritmicas de D em funcdo da temperatura podem ser visualizadas na
Figura 7, em que é visivel a aproximacédo entre as duas retas (obtidas seguindo o
modelo de Bigelow) com o aumento da temperatura. A temperatura de 68 °C foi
definida como a temperatura de referéncia (To) simplesmente para facilitar a

visualizacéo do grafico.

Figura 7. Comparagéo entre os valores de D para leite bovino e bubalino em

diferentes temperaturas.
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Diversas hip6teses podem ser levantadas para justificar o comportamento
acima descrito: a ocorréncia de um efeito protetivo dos glébulos de gordura no leite
de bufala variando com a temperatura; efeito protetivo das proteinas; diferencas
estruturais na FA segundo a espécie; e retardo na transferéncia de calor devido aos
altos teores de gordura e sdlidos totais. Cada hipotese serd discutida mais
detalhadamente a seguir.

Efeito protetivo dos glébulos de gordura: para investigar os diversos
mecanismos potencialmente envolvidos nesse efeito, recorre-se a analise publicada
por Mozhaev e Martinek (1982), em que se definem sete principais fendmenos
envolvidos na inativacdo de uma enzima: agregacdo de proteinas; troca
tiol/dissulfeto; alteracbes na estrutura primaria; clivagem de ligacdes S-S;
dissociacao do grupo prostético do centro ativo da enzima; dissociacdo de proteinas
oligoméricas em subunidades; e alteracdes conformacionais na macromolécula. A
partir disso, aponta-se que esses fendmenos podem sofrer influéncia de fatores
como os teores de lipideos mais elevados no LB em relacdo ao LV (aprox. 5,6
g/100g, contra aprox. 3,6 g/100g), além do maior diametro médio (5 pym, contra 3,2
pMm) e maior densidade dos glébulos de gordura (AMARAL, 2005; TSAKALIDOU;
PAPADIMITRIOU, 2016).

Conforme apontado por Kosikowski (1988) e Sharma et al., (2009), a FA se
concentra na membrana do glébulo de gordura do leite. Dessa forma, com relacéo
ao fenbmeno de agregacédo, tem-se que o maior tamanho dos glébulos de gordura
no LB contribui para uma reducdo da é&rea interfacial entre as fases lipidica e
aquosa, podendo contribuir para a reducdo de agregacdo entre as proteinas. O
mesmo efeito poderia ser observado sobre o fendmeno de alteracbes
conformacionais na macromolécula.

Em relacdo ao fendmeno de dissociacao do grupo prostético do centro ativo da
enzima, deve-se atentar ao fon Ca®", que é um grupo prostético da FA (CHU et al.,
2019): além do teor mais alto de célcio observado no LB em relagdo ao LV, a
proporcao de célcio associado a fracao lipidica atinge 13% no LB, contra apenas 1%
no LV, o que pode impactar na estabilidade da enzima frente a alteragbes de
temperatura (GAUCHERON, 2013; HUNT; NIELSEN, 2009).

Uma melhor elucidacdo da magnitude do efeito protetivo dos glébulos de
gordura nas enzimas do leite poderia ser obtida através de estudo comparativo de

sua inativagcdo em amostras de leite com diferentes teores de gordura ajustados.
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Efeito protetivo das proteinas: conforme apontado por diversos autores
(SANT’ANNA; CLADERA-OLIVERA; BRANDELLLI, 2012; XIONG et al., 2005), o teor
de proteinas pode exercer um efeito protetivo na inativacdo térmica de enzimas. O
teor ligeiramente superior em proteinas no LB (aprox. 4,0 g/100g) com relacéo ao LV
(3,7 g/100g) poderia colaborar para um aumento da resisténcia térmica no leite. A
reducdo do efeito protetivo com o aumento de temperatura ocorreria, portanto,
devido a uma desnaturacdo parcial das proteinas do leite que ocorre a partir de
60 °C (CURDA et al. 1997). No entanto, a diferenca ndo muito elevada entre os
teores proteicos dos diferentes leites e o fato do mecanismo protetivo das proteinas
na inativacdo enzimatica ainda ndo estar bem elucidado prejudicam a sustentacao
dessa hipétese.

Diferencas estruturais da FA segundo a espécie: Wernery et al. (2008)
apontaram que a FA em leite de camelos e dromedarios ndo é um bom indicador de
pasteurizacéo, sendo a enzima muito mais termorresistente do que no leite de vaca.
No entanto, a homologia dos proteomas dos leites bubalino, ovino e caprino para
com o leite bovino € muito superior a de leites como o leite de camelos,
dromedarios, éguas ou o leite humano, conforme apontado por Tsakalidou e
Papadimitriou (2016), que relataram ainda que LB e LV apresentaram homologia de
96,7% para a B-lactoglobulina e de 99,3% para a a-lactalbumina. No entanto, visto
nao haver estudos aprofundados sobre a estrutura da FA em LB, a hip6tese de um
efeito estrutural na resisténcia térmica dessa enzima ndo deve ser descartada.

Retardo na transferéncia de calor devido aos altos teores de gordura e solidos
totais: a presenca de teores maiores de lipideos e sélidos totais no leite provocam
um aumento de sua viscosidade e, consequentemente, uma menor taxa de
transferéncia de calor na amostra (SUN, 2012). No entanto, a metodologia adotada
no presente estudo envolvendo tubos capilares tem como objetivo minimizar os
efeitos da resisténcia as trocas de calor no interior da amostra; assim, a partir da
consideracdo de que toda a amostra atinge o0 setpoint de temperatura
simultaneamente, esse fendbmeno ndo deve provocar efeitos significativos nos
valores de D.

Analisando os dados ja publicados para LB, néo foi encontrado estudo algum
em que tenham sido calculados parametros cinéticos para esse produto. Autores
que investigaram a inativacdo térmica da FA em LB incluem: Lombardi et al. (2000),

que relataram que tratamentos a 60 °C por 30 minutos e a 70 °C por 1 minuto foram
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suficientes para reduzir os niveis da FA a zero; e Sharma et al. (2009), que
relataram a inativac@o da FA para LV e LB ap6s 15 s a 70 °C, em que os valores
absolutos de atividade residual para LB foram maiores do que para LV ao longo do
tempo, ndo tendo sido feita, no entanto, analise estatistica.

Estudando-se a literatura para outras espécies de animais, aponta-se o0 estudo
de Lorenzen et al. (2010), que avaliaram a inativagdo da FA em leites bovino, ovino
e caprino. Os autores reportaram que apesar de uma resisténcia notavelmente maior
da enzima no leite caprino em relacdo aos demais, o bindmio 62 °C/30 min foi
suficiente para inativar a enzima; relataram ainda que, embora a resisténcia térmica
da FA no leite ovino tenha se mostrado semelhante a do leite bovino, sua
concentracdo inicial superior fez com que o binbmio 62 °C/30 min ndo fosse
suficiente para garantir a inativacdo da enzima (a atividade obtida foi de 593 mU/L).
Isso evidencia como diferencas sutis entre os parametros cinéticos de inativacdo da
FA em leites de diferentes espécies podem ndo ser suficientes para influenciar a
tomada de decisdo quanto a efetividade da pasteurizacdo, que se baseia em um
critério qualitativo (enzima ativa ou inativa).

No entanto, é importante observar que ambos os bindmios relatados na
literatura como suficientes para a inativacdo da FA em LB (60 °C/30 min; 70 °C/15 s)
estdo abaixo das definicbes estabelecidas por érgaos reguladores (62-63 °C/30 min)
(BRASIL, 2017b; EC, 2006; FDA, 2009). Ja foi também descrita em amostras de LV
a inativacdo da FA em bindbmios de subpasteurizacdo, como 70 °C/16 s (FOX;
KELLY, 2006). Esses resultados sdo obtidos através de métodos
espectrofotométricos, cujo limite de quantificacdo (LOQ, limit of quantification) é
relativamente alto: para o método A&M, o LOQ do método é 10 ug/mL; para outros
métodos, como o método de Scharer, o LOQ é de 500 mU/L. Payne e Wilbey (2009)
apontam que os valores obtidos através do método A&M (expressos em ug/mL) e os
valores de atividade (mU/L) obtidos através de métodos como o de Scharer e 0
fluorimétrico demonstram entre si uma relagéo linear a uma proporcao de 1:50 para
valores acima de 10 pg/mL, faciltando a comparacdo entre resultados obtidos
segundo diferentes métodos.

Em vista do acima disposto, a partir de 2005, paises como os EUA
(MICCICHE, 2005) e a Europa (EC, 2006) passaram a adotar como LOQ aceitavel
para testes de fosfatase alcalina o valor de 350 mU/L. Esse LOQ é inferior aos

atingiveis através dos métodos espectrofotométricos, tornando-se necessaria a
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utilizacdo de métodos fluorimétricos ou de quimioluminescéncia (PAYNE, WILBEY,
2009). No entanto, esse valor ainda € largamente superior ao esperado para um
processo de pasteurizacdo conduzido corretamente, onde se espera atividades na
faixa de 30 mU/L (ECKNER, 1992).

O método fluorimétrico € capaz de detectar concentracdes de leite cru téo
baixas quanto 0,006% (CORNELL, 1998), o que equivale a 10 mU/L, enquanto 0s
meétodos espectrofotométricos detectam apenas concentracdes de no minimo 0,1 %
de leite cru (cerca de 500 mU/L). O método oficial brasileiro, por outro lado, se
baseia apenas em teste qualitativo, podendo apresentar limite de deteccao superior
a 0,8% de leite cru adicionado, por exemplo, ao leite pasteurizado (MARTINS, 2006).

A implementacdo de uma norma exigindo a realizacdo de testes fluorimétricos
ou de quimioluminescéncia em todas as unidades processadoras de leite no Brasil
nao apresenta viabilidade econdmica atualmente; dessa forma, faz sentido que a
regulamentacdo brasileira, sobretudo para pequenos produtores, mantenha o
binbmio 62 °C/30 min como bindmio aceitavel de pasteurizacdo, uma vez que este
se mostrou suficiente para a inativacdo completa da fosfatase alcalina tanto para LV
quanto para LB, segundo o método adotado no presente estudo. Para a garantia de
que o leite pasteurizado tenha atingido o binébmio de 63 °C/30 min, conforme
preconizado pelas legislacbes europeia e estadunidense (EC, 2004; FDA, 2009),
seria necessario no Brasil a revisdo dos métodos aceitos para avaliagdo da FA, ou
sua substituicdo por outra enzima indicadora, como a gama glutamil transferase
(GGT), conforme proposto por Anjos et al. (1998), a fim de garantir a aplicacao de tal
binbmio.

Nesse contexto, buscou-se realizar a avaliagdo microbiolégica do bindmio
62 °C/30 min, limitrofe da subpasteurizacdo, para a microbiota autdctone e para

microrganismos indicadores. Os resultados sédo expostos a seguir.

5.2. Avaliacdo microbiologica do efeito de pasteurizacdo LTLT no leite
bubalino

As amostras de LB (in natura e esterilizada e inoculada com bactérias
indicadoras) foram submetidas ao bindmio 62 °C/30 min, e suas temperaturas
monitoradas ao longo do tempo. Na Figura 8, sdo mostrados perfis de temperatura

representativos para leite bubalino in natura (LBI) e para leite bubalino esterilizado
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inoculado com bactérias indicadoras (LBE). Todos os demais experimentos para 0s
respectivos leites LBl e LBE seguiram perfis de temperatura semelhantes, por isso
nao serdo apresentados no presente trabalho.

Figura 8. Perfis de temperatura representativos das amostras (Tamostra) e dos
banhos termostéaticos (Tbanho) para leite bubalino in natura (a) e leite bubalino

esterilizado inoculado com Listeria monocytogenes (b) para o bindbmio 62 °C/30 min.
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Por meio de uma analise visual, notou-se que as amostras de LBE exibiram
pequenos grumos devido a coagulacdo do leite, de acordo com o esperado para um
processo de esterilizacdo em batelada. No entanto, os grumos nédo prejudicaram a
coleta de amostras ou a homogeneizacdo dos indculos. Comparou-se 0s tempos
necessarios para se atingir o setpoint de temperatura a fim de verificar se a

formacao de grumos impactou a transferéncia de calor do banho para a amostra.
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Considerou-se o atingimento do setpoint quando a temperatura da amostra atingiu
61,5 °C. Os valores obtidos foram: 4,27 + 0,37 min e 4,90 = 0,25 min para LBI e LBE,
respectivamente. Através de um teste de comparacgéo t de Student, ndo foi verificada
diferenca significativa ente os tempos acima mencionados, indicando que o

aquecimento das amostras ocorreu de forma semelhante em todos os experimentos.

5.2.1. Avaliacdo da microbiota autdctone

As amostras de LB in natura apds tratamento térmico exibiram resultados
negativos no teste qualitativo e também no teste quantitativo de A&M para atividade
enzimatica da FA (atividade < 10 pg/mL), ou seja, o processamento seria
considerado adequado de acordo com os procedimentos rotineiros na industria. Os
valores obtidos para microrganismos mesofilos totais, termofilos totais e

psicrotroficos totais sdo expressos na Tabela 8.

Tabela 8. Contagens bacterianas no leite de budfala in natura (LBI) antes (0 min) e
apos (30 min) a pasteurizacdo. Resultados expressos em média + desvio padréo.

Contagem Amostra LBI/ AmostraLBl/ Reducéo
0 min (log 30 min (log (log
UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)
Mesoéfilos totais 5,41 +£0,02 3,69 +0,04 1,72
Termofilos totais 3,77 £ 0,20 1,89 £ 0,04 1,88
Psicrotroficos totais 4,20 + 0,08 <LOD 3,2

As Contagens de Mesoéfilos Totais antes do tratamento térmico (2,6x10° mL)
estdo de acordo com o descrito por Godinho et al. (2019), que relataram 3x10°
UFC/mL para o leite de bufala produzido no Rio Grande do Sul, Brasil, e Da Costa
Filho et al. (2014), que relataram 2,6x10° mL para LB produzido no Rio Grande do
Norte, Brasil.

Confrontando os resultados obtidos com a Instru¢do Normativa 76/2018, que
versa sobre leite em geral a nivel nacional (BRASIL, 2018), e com a Res. SAA
24/1994, utilizada no estado de Séo Paulo especificamente para o leite bubalino
(SAO PAULO, 1994), percebe-se que o LBI antes do tratamento térmico apresentou
Contagens de Mesofilos Totais (260 000 UFC/mL) inferiores aos maximos permitidos
tanto pela legislacdo nacional (900 000 UFC/mL) quanto pela legislacdo especifica

paulista (500 000 UFC/mL);). O valor obtido para Contagem de Mesofilos Totais
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apos a pasteurizacdo (4 900 UFC/mL) também se mostrou de acordo com a
legislacdo proposta pelo estado de Sao Paulo (méx. 40 000 UFC/mL). A legislagéo
nacional ndo versa sobre valores maximos para microrganismos mesofilos. Dessa
forma, pode-se estimar que o tratamento térmico a 62 °C/30 min foi suficiente para
garantir um leite inécuo ao consumidor. Uma validacdo completa seria possivel
realizando ainda a quantificacdo de bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae antes e apds o tratamento térmico, o que ndo foi o foco do
presente trabalho.

O valor obtido na Contagem de Psicrotréficos Totais (4,20 log UFC/mL) esta
em conformidade com Duangpan e Suriyaphan (2009), que encontraram valores
variando de 2,52 a 5,76 log UFC/mL. Vale ressaltar que a concentracdo de
microrganismos psicrotroficos sofre grande impacto do tempo de armazenamento,
em que as temperaturas de refrigeragdo, a0 mesmo tempo em que retardam o
desenvolvimento dos demais microrganismos, tornam o ambiente propicio para o
desenvolvimento das bactérias psicrotroficas devido a reducdo da competicdo pelo
substrato. A multiplicacdo de psicrotroficos deve ser evitada, pois em concentracdes
elevadas produzem enzimas termoduricas que podem reduzir a vida util do produto,
podendo produzir também fosfatase alcalina termorresistente, que resultard em
falsas indicacbes durante o0 processo de pasteurizacdo (SORHAUG, T,
STEPANIAK, L., 1997).

N&o foi possivel detectar microrganismos psicrotréficos ap0s a pasteurizacao,
conforme esperado, uma vez que esse processo deveria ser capaz de elimina-las
quase que completamente (GRAPPIN; BEUVIER, 1997). Ndo ha especificacdes na
legislacéo brasileira quanto a contagens de microrganismos psicrotréficos em leite.

Com relacdo as Contagens de Termofilos Totais, obteve-se um valor de 3,77
log UFC/mL no leite ndo tratado. Garg e Mandokhot (1997) relataram valores de
3,48 log UFC/mL para esse grupo de microrganismos em LBI, e Chye, Abdullah e
Ayob (2004) relataram valores de 3,78 — 4,08 log UFC/mL, ambos préximos ao
encontrado no presente estudo. Uma vez que a Contagem de Termofilos Totais nédo
€ habitualmente utilizada como parametro sanitario para leite fluido, sdo raros os
estudos que avaliaram a eficiéncia da pasteurizacdo nesse grupo de
microrganismos. Nao foram encontrados estudos nessa area para LB; para LV,
Kikuchi et al. (1996) relataram em leite pasteurizado comercial contagens de

bactérias termoduricas de cerca de 2 log UFC/mL, podendo atingir até 3 log
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UFC/mL; sugere-se entdo que os valores obtidos para microrganismos terméfilos no
LBl tratado a 62 °C/30 min estdo dentro dos padrdes de qualidade do leite
pasteurizado.

Assim, tem-se que o leite bubalino pasteurizado sob o binémio 62 °C/30 min se
mostrou apto ao consumo, de acordo com a legislagéo vigente em S&o Paulo para o
leite de bufala. Apesar de um maior valor D para inativacdo da FA em leite bubalino,
sugere-se que os valores mais altos de lipideos e de solidos totais no LB nédo
tenham exercido efeito protetivo apreciavel sobre os microrganismos ao ponto de
inviabilizar a obtencdo da inocuidade do produto, seguindo o mesmo binémio
proposto para LV.

5.2.2. Avaliacao utilizando microrganismos indicadores

Na Tabela 9, séo apresentados os resultados obtidos na pasteurizacao do leite
de bdfala esterilizado inoculado com microrganismos indicadores (LBE). A maior
reducdo logaritmica devido a pasteurizacado foi observada para P. aeruginosa,
bactéria Gram-negativa psicrotréfica, com uma reducéo de 4,62 log UFC/mL. Para
0os demais microrganismos, obteve-se uma inativacdo na faixa de 3,5 log UFC/mL.
Nenhum dos microrganismos testados exibiu uma inativacdo de cinco ciclos
logaritmicos, valor considerado padrédo para a pasteurizacdo (FELLOWS, 2018).

A reducdo das contagens obtidas para L. monocytogenes foi de 3,76 log
UFC/mL; o fato de a maior parte dos estudos trabalharem com a avaliacdo dessa
bactéria em termos de presenca/auséncia (em funcdo das diversas legislacdes que
adotam esse critério para esse microrganismo) dificulta a comparagdo quantitativa
com a literatura. Ainda assim, é possivel contrastar os resultados obtidos com o
estudo de Eckner (1992), que realizou a inoculacdo de aprox. 10* UFC/mL de L.
monocytogenes em leite bovino, e submeteu as amostras a pasteurizagdo a
diferentes temperaturas (63 °C, 65 °C, 67 °C, 71°C). Para todas as amostras que
demonstraram inativacdo da FA em seu estudo, foi verificada auséncia da bactéria
indicadora; isso indica que seu processo de pasteurizacdo foi capaz de reduzir a
concentracdo de L. monocytogenes em, pelo menos, 4 log UFC/mL (de modo a
garantir uma concentracao final <1 UFC/mL). Os resultados do presente estudo
indicam que o processo de pasteurizacado do LB se mostrou menos efetivo do que o

proposto por Eckner (1992), de forma que uma amostra com contaminacao inicial de
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10* UFC/mL (cenéario critico) ndo teria sua inocuidade garantida pelo bindmio
62 °C/30 min para LB.

Tabela 9. Analises microbiolégicas do leite de bufala esterilizado inoculado (LBE)
com bactérias indicadoras antes (0 min) e apdés (30 min) a pasteurizacao.
Resultados expressos em média + desvio padrao.

Contagem Amostra LBE Amostra LBE Redugéo
/ 0 min (log 30 min (log (log

UFC/mL) UFC/mL) UFC/mL)
L. monocytogenes 7,26 = 0,07 3,50 + 0,36 3,76
P. aeruginosa 7,01 £ 0,02 2,39 0,15 4,62
E. coli 7,26 £ 0,02 4,05+0,11 3,21
S. aureus 7,24 +£0,01 4,00 +0,40 3,24

Com relacdo a P. aeruginosa, observou-se a maior taxa de inativacao entre os
microrganismos testados (4,62 log UFC/mL). Tomando essa espécie como
representativa do género Pseudomonas, que inclui inUmeras bactérias de
importancia na degradacdo do leite, a literatura revela que a concentracdo de
Pseudomonas spp. no leite bovino in natura pode ser tdo baixa quanto 0,92 log UFC/
mL (BATOOL et al., 2012) ou tdo alta quanto 6,6 log UFC/mL (PINTO; MARTINS,;
VANETTI, 2006; Scatamburlo et al.,, 2015). De acordo com Sgrhaug e Stepaniak
(1997), a pasteurizagao deveria ser capaz de inativar praticamente a totalidade das
bactérias do género Pseudomonas spp. dentro de seu carater psicrotrofico, sendo a
maior causa da proliferacdo desse microrganismo no leite a contaminagcdo poés-
pasteurizacdo. A partir disso, tem-se que a reducdo alcancada através do binémio
62 °C/30 min para o LB foi insatisfatoria para P. aeruginosa, e poderia ocasionar
degradacéo acelerada do produto pés-pasteurizagéo.

Avaliando as contagens de E. coli, ressalta-se que, de acordo com a RDC N°
12, de 02 de janeiro de 2001, o valor maximo aceitavel para coliformes
termotolerantes (E. coli) em leite pasteurizado é de 4 UFC/mL, valor este
normalmente quantificado através do método do Numero Mais Provavel (NMP). Uma
vez que as concentracoes de E. coli descritas na literatura giram em torno de 1,5 log
UFC/ mL (HAN et al.,, 2007), é possivel imaginar que o tratamento descrito no
presente estudo, que garantiu uma reducdo de 3,21 log UFC/mL no LB, seria

adequado para garantir a inocuidade do leite processado dentro das normas
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vigentes para esse microrganismo. No entanto, faz-se a ressalva de que cepas de E.
coli que desenvolveram termorresisténcia podem apresentar valores de D até 10
vezes maiores do que as cepas regulares, incluindo a E. coli O157:H7, com alta
viruléncia; dessa forma, recomenda-se uma maior margem de seguranca no bindémio
adotado para a pasteurizagéo nesse caso (LI; GANZLE, 2016).

Referindo-se ao microrganismo indicador S. aureus, a reducédo decimal obtida
no presente estudo foi de 3,24 ciclos logaritmicos. Um estudo publicado por Gurler
et al. (2013) revelou contagens de até 2,46 log UFC/mL desse microrganismo em
leite bubalino in natura, enquanto Han et al. (2007) relataram contagens de cerca de
1,80 log UFC/mL. Necidova et al. (2016), partindo de concentracdes de S. aureus
inoculado em leite bovino na faixa de 8,7 log UFC/mL, obtiveram para um tratamento
HTST (72 °C/15 s) reducdes superiores a 6 ciclos logaritmicos, com concentracdes
finais da bactéria entre 0,85 e 2,47 log UFC/mL. Os mesmos autores relataram ainda
que concentragbes minimas ou abaixo do limite de quantificacdo desse
microrganismo podem ser suficientes para provocar quadros de enterotoxicose
estafilococica. De acordo com EC (2005) e Necidova et al. (2012), contagens de 5
log UFC/mL para S. aureus séo consideradas como contagens de alto risco, em que
ocorre a producdo de enterotoxinas; em vista disso, a reducdo decimal obtida no
presente estudo n&do seria suficiente para garantir a eliminagcdo do microrganismo no
leite quando este estivesse em concentracfes proximas a 5 log UFC/mL. Assim,
sugere-se que a reducao obtida foi insuficiente e incapaz de garantir a inocuidade do
produto final.

E importante ressaltar que, nessa etapa do trabalho, optou-se pela inoculacio
de concentragcbes excepcionalmente altas dos microrganismos indicadores a fim de
garantir uma melhor observacdo de sua inativacdo. As concentragcbes efetivas
esperadas de tais bactérias no LB sob condicbes normais de producdo sado
notadamente inferiores.

Os resultados aqui apresentados levam a concluséo de que o binémio 62 °C/30
min, capaz de inativar a fosfatase alcalina segundo os testes adotados no Brasil, é
capaz de garantir a adequacao do produto final a legislacédo pertinente; no entanto,
esse bindbmio é insuficiente para garantir a inativacdo bacteriana para leite bubalino
obtido sem boas préticas agropecuarias, onde as condi¢cdes higiénico-sanitarias
estariam comprometidas em sua ordenha e conservacao. Dessa forma, sugere-se a

adocao de binbmios ligeiramente mais intensos de pasteurizacdo, como 63 °C/30
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min ou 72 °C/15 s, para a garantia da inocuidade desse produto, bem como a
realizacdo de mais estudos da pasteurizacdo de leite bubalino, a fim de estabelecer
binbmios seguros e capazes de conservar ao maximo as propriedades do leite de

bufala.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a cinética de inativacdo da
fosfatase alcalina (enzima indicadora consolidada para o leite bovino) e avaliar
microbiologicamente a pasteurizacdo do leite bubalino, comparando os resultados
obtidos.

Os dados experimentais de inativacdo da fosfatase alcalina em leite bubalino
foram adequadamente ajustados ao modelo cinético de primeira ordem proposto,
obtendo valores satisfatorios para os coeficientes de ajuste. Além disso, foi possivel
a obtencdo dos valores de z através do ajuste dos dados experimentais ao modelo
de Bigelow. Os valores de D obtidos para o leite bubalino foram significativamente
diferentes dos valores D para o leite bovino para baixas temperaturas de
pasteurizacdo (62 e 65 °C), indicando que a fosfatase alcalina no leite bubalino
apresentou maior resisténcia térmica, possivelmente devido aos maiores teores de
lipideos e tamanho dos glébulos de gordura. Por outro lado, em temperaturas mais
elevadas (68, 72 e 75 °C) néo houve diferenca significativa entre os valores D para
os dois tipos de leites.

O valor z para o leite bubalino foi inferior ao obtido para leite bovino, o que
justifica que a temperaturas mais elevadas (68, 72 e 75 °C) os valores de D
calculados para ambas as amostras tenha sido semelhantes.

Foi verificado ainda que, embora os valores de D para fosfatase alcalina em
leite bovino e bubalino sejam estatisticamente diferentes, os métodos utilizados no
Brasil para quantificacdo de sua atividade nao foram capazes de acusar uma
atividade residual da enzima em uma situacdo limitrofe de subpasteurizacdo (62
°C/30 min). A adocdo de métodos mais precisos, sobretudo em baixas
concentracOes, de quantificagdo da atividade da fosfatase alcalina, a longo prazo,
podera contribuir para a garantia da seguranca dos alimentos ao consumidor.

Realizando-se a avaliacdo do efeito da pasteurizagdo LTLT na microbiota
autoctone do leite bovino, observou-se que o binémio limitrofe de subpasteurizacao
(62 °C/30 min) foi suficiente para garantir um produto apto ao consumo humano.
Vale ressaltar que a legislacdo nao estipula valores obrigatorios para as contagens
de microrganismos termofilos e psicrotroficos em leites.

Ja na avaliacdo utilizando microrganismos indicadores, observou-se que o

binbmio 62 °C/30 min ndo foi capaz de reduzir as contagens de bactérias
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patogénicas (e. g. L. monocytogenes) e deteriorantes (e. g. P. aeruginosa) testadas
até niveis satisfatorios. Dessa forma, embora o bindmio 62 °C/30 min, que é aceito
no Brasil para estabelecimentos agroindustriais, seja suficiente para tornar o leite
bubalino aceitavel sob as exigéncias da legislacdo, ndo garante a inocuidade do
produto obtido sob condi¢Bes higiénico-sanitarias inadequadas, podendo reduzir a
vida atil do produto e oferecer risco a populagdes vulneraveis.

Dessa forma, em vista da maior resisténcia térmica observada tanto para a
enzima fosfatase alcalina quanto para microrganismos no leite de bufala, sugere-se
que seja adotado o binbmio 63 °C/30 min ou superior sempre que possivel, e sendo,
que sejam redobradas as medidas de seguranca sanitaria de modo a fornecer uma
matéria-prima de excelente qualidade microbiolégica e minimizar as fontes de

contaminacgéo ao longo do processo.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade ao trabalho aqui apresentado, sugere-se a investigacao
dos fenbmenos que proporcionam a maior resisténcia térmica a fosfatase alcalina no
leite bubalino em temperaturas de pasteurizacdo LTLT, através de analises da
membrana do glébulo de gordura e das estruturas primarias das proteinas dos
diferentes leites. Além disso, sugere-se a realizacdo de mais testes envolvendo
binbmios préximos ao limite preconizado pela legislacdo brasileira, de modo a
validar se os métodos utilizados atualmente na indUstria sdo capazes de detectar
situacdes limitrofes de subpasteurizacdo; e a modelagem da inativagcdo microbiana
no leite de bufala para os demais tratamentos térmicos aqui propostos, a fim de
permitir uma comparacéo direta entre os parametros enzimaticos e microbiolégicos.

Sugere-se ainda a realizac&o de testes envolvendo a inoculacdo simultanea de
mais de um microrganismo no leite bubalino, a fim de estudar possiveis interacées e
seu impacto na resisténcia térmica microbiana, buscando reproduzir o

comportamento da microbiota naturalmente encontrada no leite in natura.
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