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Proteodlise da k-caseina em leite e bebida lactea UAT
durante o periodo de validade comercial*

K-casein proteolysis during the shelf-life of UHT milk and milk beverage
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Resumo

A protedlise do leite e da bebida lactea UAT durante a estocagem € um dos fatores mais importantes na determinagao da validade
comercial desses. O teor de glicomacropeptideos (GMP) € um marcador das agdes proteoliticas no leite, pois é capaz de indicar
indiretamente a integridade da k-caseina. Assim, no presente trabalho, objetivou-se avaliar a protedlise da k-caseina do leite e
da bebida lactea UAT ao longo do periodo de validade. Foram avaliadas 60 amostras de cinco diferentes marcas comerciais de
cada produto através do método espectrofotométrico para quantificagao de acido sialico. Para o leite UAT foi observado o intervalo
entre 3,83 e 15,27 pg de acido sialico/mL no inicio do periodo de validade (D0), 5,95 a 17,16 pg de acido sialico/mL 60 dias apos
o inicio do periodo (D60) e 6,54 a 21,11 ug de acido sialico/mL no final do periodo, ou seja, 120 dias apds (D120) a produgéo. Ja
para as bebidas lacteas foram observados intervalos entre 11,12 e 24,25; 15,74 e 24,73 e 17,19 e 26,49 ug de acido sialico/mL
para o dia inicial, 60 e 120 dias do periodo de validade, respectivamente. Os valores obtidos para o indice proteolitico do leite e
bebida lactea UAT aumentaram gradativamente ao longo do periodo de validade dos produtos, sendo tal diferenga detectavel a
partir de sessenta dias. N&o foi observada influéncia da abertura da embalagem na protedlise da k-caseina.
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Abstract

The UHT milk and milk beverage proteolysis during storage is the major factor that limits the shelf-life of these products. The
GMP content has assumed importance because it can indirectly indicate the integrity of k-casein in milk. So, this study focused on
evaluates the k-casein proteolysis in UHT milk and milk beverage during the shelf-life. 60 samples obtained of five different brands
of each product were evaluated by spectrophotometric assay for quantifying acid sialic. For UHT milk was observed the values
ranging from 3.83 to 15.27 ug acid sialic/ml at the begin of the shelf-life, from 5.95 to 17.16 mg sialic acid/ml at the middle of the
period (60 days after the production) and 6.54 to 21.11 mg sialic acid/ml at the end of shelf-life (120 days). For milk beverages were
observed ranges between 11.12 to 24.25, 15.74 to 24.73 ug of sialic acid/ml and from 17.19 to 26.49 mg sialic acid/ml respectively
for the beginning, 60 and 120 days of the shelf-life. The proteolysis rate in UHT milk and milk beverage increased during the shelf-
life and is detectable after 60 days of the shelf-life. The practice of open the package did not influence the k-casein proteolysis.
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Introdugéao que também é submetida ao tratamento por UAT, assim como
também é acondicionada em embalagens hermeticamente
) fechadas. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade
leite tratado por ultra-alta temperatura (UAT) vem se destacando, e Qualidade de Bebidas Lacteas (Brasil, 2000), entende-se
principalmente por dispensar refrigeracdo durante seu . gehida Lactea o produto obtido a partir do leite ou leite
armazenamento, transporte e comercializac&o e permitirlonga  oconstituido e/ou derivados do leite, reconstituidos ou nao,
validade comercial. O leite UAT é o produto homogeneizado  ¢ormentado ou n&o, com ou sem adigdo de outros ingredientes,
que foi submetido a uma temperatura entre 130 e 150°C por 2. 5nde a base lactea represente pelo menos 51% massa/massa
a 4 segundos mediante um processo térmico de fluxo continuo (m/m) do total de ingredientes do produto, sendo que um muito
e imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C,  |jtjlizado é o soro de leite (Caldeira et al., 2010).

sendo envasado sob condigdes assépticas em embalagens
estéreis e hermeticamente fechadas (Brasil, 1997).

Dentre os diferentes tipos de leite comercializados no Brasil, o

A protedlise da caseina presente no leite UAT durante a
estocagem do produto em temperatura ambiente € um dos
Este produto comumente é exposto nas prateleiras dos fatores mais importantes na limitagdo do periodo de validade
supermercados juntamente com outro produto, a bebida lactea,  comercial devido as mudancas no sabor e textura que ocorrem
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no produto (Datta e Deeth, 2003). No leite UAT, menos de 50%
das enzimas proteoliticas s&o inativadas e estas s&o capazes de
hidrolisar a caseina disponivel no leite em peptideos, resultando
no aparecimento de sabor amargo devido a presenga de
peptideos que possuem essa caracteristica sensorial (Mitchel
e Ewings, 1985).

Essas enzimas proteoliticas atuam nas fragées da micela
de caseina (k, a e B), sem, contudo, apresentar atividade
degradante nas proteinas do soro (Muir, 1996). A determinagéo
do teor de glicomacropeptideos (GMP) ou acido sialico por
espectrofotometria esta relacionada com a ocorréncia desse
processo e também para detecgdo de fraudes por adicdo de
soro de leite, visto que GMP é o produto obtido da agdo da
renina sobre a k-caseina durante a producéo de queijos e esta
presente em elevadas concentragdes no soro de leite (Prata e
Prata, 2012).

Devido ao grande consumo de leite e bebida lactea UAT no
Brasil, objetivou-se avaliar a protedlise da k-caseina do leite
e da bebida lactea UAT em amostras disponiveis no comércio
durante a validade comercial.

Materiais e métodos

As amostras foram adquiridas aleatoriamente em supermercados
da regido do Municipio de Jaboticabal, totalizando 60 unidades,
sendo 30 de leite UAT integral e 30 de bebida lactea UAT. Foram
analisadas cinco diferentes marcas comerciais nacionais de
cada produto, sendo que as seis amostras de cada marca foram
divididas em trés lotes de acordo com o periodo de validade
(DO — momento da compra; D60 — 60 dias apds a produgéo,
correspondendo a metade do periodo de validade; D120 — 120
dias apés a produgao, correspondendo ao final do periodo de
validade) sendo obtidas, portanto, duas amostras do mesmo lote.

Para quantificacdo do acido sidlico, utilizou-se a metodologia
espectrofotométrica desenvolvida por Fukuda (1994), a qual
permite uma estimativa indireta das condi¢des proteoliticas
das amostras.

Para melhor compreensédo do processo, as marcas foram
comparadas entre si usando-se uma técnica de estatistica
multivariada denominada analise de agrupamentos através
da distancia euclidiana. Para tanto, foi utilizado o software
Statistica 7°.

Os tratamentos foram comparados por meio de andlise de
variancia. Inicialmente foi feito diagndstico para analise da
normalidade do residuo.

Havendo normalidade, foi efetuada a analise de variancia.
Quando se observou efeito de um dos dois fatores (periodo e
tempo), porém n&o se observou efeito da interagéo entre eles,
foi analisado o efeito do fator, comparando-se as médias por
meio do teste de Tukey. Quando se observou efeito da interagao,
foi analisado o desdobramento da interacdo, e foram feitas
comparagdes multiplas usando-se o teste de Tukey.

Nos casos em que nao foi possivel obter normalidade do residuo
mesmo apos remogao de valores discrepantes, a analise foi
efetuada usando-se estatistica ndo paramétrica através do teste
de Kurskal-Wallis. Foi adotado nivel de significancia de 5% (a <
0,05). As analises foram efetuadas utilizando-se o software R®
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Resultados e discussao

As marcas comerciais de leite UAT foram separadas em trés
diferentes grupos para melhor apresentagdo dos resultados,
apos realizagao de analise estatistica multivariada pelo método
de agrupamento, conforme observado na Figura 1. Pode-se
observar comportamentos similares entre as marcas D e C,
e entre as marcas E e A. Somente a marca B ndo apresentou
semelhanga com as demais, sendo essa mais proxima das
marcas D e C.

Leite - Analise de agrupamento

Tree Clagram for & Cases
Uniwsighted pairgroup averags

Euclidean distances
a0

a5

w0

3.5

20

z.5

Lirkage Ditance

20

1.5

1.0

[ 1

o c B E -

Figura 1: Analise de agrupamento utilizando-se distancia euclidiana através
da analise estatistica multivariada de cinco diferentes marcas de leite UAT
de acordo com a protedlise da k-caseina.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados dos indices
proteoliticos ao longo do prazo de validade e a analise estatistica
correspondente. Para o leite UAT foi observada a faixa entre
3,83 a 15,27 pg de acido sialico/mL no inicio do periodo de
validade (DO0), 5,95 a 17,16 ug de acido sialico/mL no meio do
periodo (D60) e 6,54 a 21,12 ug de acido sialico/mL no final do
periodo (D120).

Através da andlise estatistica dos dados contidos na Tabela
1, pode-se observar efeito significativo na quantidade de GMP
detectado devido a influéncia do periodo de validade em que
estava a amostra no momento da analise.

Para as marcas A e C, foi observada diferenga significativa
estatisticamente a partir da metade do D60, ndo havendo
diferenga significativa a partir dessa data. Ja a marca B
apresentou outro comportamento da protedlise, a qual mostrou
uma redugéo inicial significativa, porém com posterior aumento,
mas nao significativo. Ainda, as marcas D e E diferiram
estatisticamente em todos os periodos de validade. Isso
demonstra que a quantidade de acido sialico detectado durante o
periodo de validade da amostra aumenta gradativamente devido
a protedlise que sofre a k-caseina do leite.

Ortin-Rodriguez e Sanchez-Algaba (1990) verificaram um
aumento linear da quantidade de acido sialico livre durante
a vida comercial do leite UAT. Tais autores afirmam que os
glicomacropeptideos (GMP) séo liberados através da quebra
da caseina pela agdo das proteases bacterianas, produzidas
por bactérias psicrotréficas presentes no leite cru, que podem
atuar diretamente sobre a k-caseina (para-k-caseina + GMP). As
bactérias sdo eliminadas durante o tratamento por UAT; porém,
suas enzimas termorresistentes continuam atuando lentamente
sobre as proteinas durante o armazenamento do leite.
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Tabela 1: Médias dos indices proteoliticos de cinco marcas
comerciais de leite UAT, em trés diferentes periodos
aolongo do periodo de validade, obtidas no municipio
de Jaboticabal, estado de Sao Paulo, durante 2005

indice proteolitico (ug &cido sialico/mL)

Marcas Periodos TO* T24* T48* Média
Inicio 4,22 3,83 3,88 3,98 a
A Meio 6,61 6,93 7,16 6,90 b
Final 7,02 8,18 6,54 7,25b

Média 5,95 A 6,31A 5,86 A
Inicio 14,44 15,27 13,27 14,33 a
B Meio 6,43 5,95 6,66 6,35b
Final 13,83 15,70 15,50 15,01 a

Média 1,57A 12,31A 11,81A
Inicio 10,25 9,68 9,85 9,93 a
C Meio 11,06 11,40 11,47 11,31b
Final 12,33 13,62 21,12 15,69 b

Média 1M1,21A 11,57A 1415A
Inicio 11,01 12,05 11,85 11,64 a
D Meio 16,77 16,39 17,16 16,77 b
Final 12,90 14,17 13,60 13,56 ¢

Média 13,56 A 1420A 1420A
Inicio 6,05 6,15 6,18 6,13 a
E Meio 6,55 7,27 6,97 6,93 b
Final 7,55 7,66 7,80 7,67 c

Média 6,72 A 7,03 B 6,98 B

* As amostras foram analisadas no momento da abertura das caixas (T0) de
leite UAT e apds 24 (T24) e 48 horas (T48) de conservagao em refrigerador.

Bizari (2002) avaliou o indice proteolitico de 20 amostras de
leite UAT recém-processado ao longo do periodo de validade e
constatou que a agao sobre a k-caseina foi continua e crescente
durante a vida comercial do produto. O mesmo também foi
observado por Vidal-Martins (2005).

Referente a influéncia do momento apds abertura da embalagem
até o momento da realizagdo da analise, pode-se observar
influéncia apenas na Marca E. Tal produto apresentou diferenga
estatisticamente significativa a partir do periodo de 24 horas de
abertura (T24"). Porém, por ter sido notada diferenga somente
nessa marca, acredita-se que a abertura da embalagem nao
influencia na atividade proteolitica da k-caseina. Deve-se
destacar também que nado houve interagdo entre os fatores
periodo de validade e periodo apds abertura para o produto
leite UAT.

As marcas comerciais obtidas de bebida lactea UAT puderam ser
separadas em trés diferentes grupos para melhor apresentagéo
dos resultados, apés realizagdo de analise estatistica
multivariada pelo método de agrupamento, conforme observado
na Figura 2.

De acordo com a andlise estatistica multivariada por agrupamento,
estabeleceu-se que a marca H n&o apresentou protedlise
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Figura 2: Andlise de agrupamento utilizando-se distancia euclidiana através
da andlise estatistica multivariada de cinco diferentes marcas de bebida
lactea UAT de acordo com a protedlise da k-caseina.

semelhante as demais. Pode ser observado comportamento
semelhante entre as marcas J e G, e as marcas | e F.

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados dos indices
proteoliticos ao longo do periodo de validade.

Tabela 2: Médias dos indices proteoliticos de cinco marcas
comerciais de bebida lactea UAT, em trés diferentes
tempos de andlise ao longo do periodo de validade
obtidas no municipio de Jaboticabal, estado de Sao
Paulo, durante 2005

indice proteolitico (ug de acido sidico/mL)

Marcas Periodos TO* T24* T48*
Inicio 15,02 16,23 16,52 15,92
F Meio 22,19 24,73 18,48 21,80
Final 19,97 20,42 17,19 19,19
19,06 20,46 17,40
Inicio 13,04 13,39 1,12 12,52 a
G Meio 20,83 17,81 19,43 19,36 b
Final 20,90 20,32 20,63 20,62 b
18,26 A 17,17A 17,06 A
Inicio 17,21 17,95 24,35 19,84 a
H Meio 15,74 19,53 16,74 17,34 ab
Final 26,49 19,27 25,81 23,86 b
19,81A  18,92A 22,30A
Inicio 16,45 15,79 17,82 16,69 a
Meio 23,25 20,42 19,66 21,11b
Final 22,26 21,50 21,93  21,90b
20,65A 19,24A 19,80A
Inicio 12,35 13,05 12,61 12,67 a
J Meio 18,38 24,57 24,50 22,48Db
Final 17,88 19,91 20,17 19,32 b
16,20 A 19,18A 19,09 A

*As amostras foram analisadas no momento da abertura das caixas (T0)
de bebida lactea e apds 24 (T24) e 48 horas (T48) de conservagdo em
refrigerador.



A marca F apresentou diferenga estatisticamente significativa
quanto ao efeito dos fatores periodo de validade e tempo de
abertura da embalagem, inclusive com interacéo entre eles
no momento T24* e a metade do periodo de validade (D60),
conforme pode ser observado na Tabela 3.

As marcas F e | apresentaram semelhanga em relagéo ao efeito
do periodo de validade na quantificagéo de acido sialico, diferindo

Tabela 3: Médias dos indices proteoliticos da marca comercial
F de bebida lactea UAT, em trés diferentes tempos
de analise, ao longo do periodo de validade no
municipio de Jaboticabal, estado de Sao Paulo

durante 2005
Tempo
Periodo
TO T24* T48* Média
Inicio 15,015a A 16,225a B 16,520a A 15,92
Metade 22,190a,b B 24,730b A 18,480a A 21,8
Final 19,965aA.B  20,415aA, B 17,190a A 19,19
Média 19,057 20,457 17,398 18,97
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proteolitico nos produtos (Vidal-Martins et al., 2005).
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Os valores obtidos para o indice proteolitico do leite e bebida
lactea UAT aumentaram gradativamente ao longo do periodo
de validade dos produtos, sendo tal diferenca detectavel a partir
de sessenta dias de produgéo (D60). Ainda nao foi observada
influéncia da abertura da embalagem na protedlise da k-caseina.
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