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RESUMO

MILAGRES, Maria Patricia, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, Julho, 2008.
Desenvolvimento de Metodologia Analitica para Determinacdo da
Concentracdo Real de Acido Latico em Leite por Cromatografia Liquida de
Alto Eficiéncia— Exclusdo de lons. Orientador: Sebastido César Cardoso Brand3o.
Co-orientadores: Juraci Alves de oliveira e Antdnio Fernandes de Carvalho.

De acordo o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) a acidez
titulavel é o método oficial para determinar a qualidade do leite. Porém, este método
ndo determina a concentracdo real de acido latico, e sim a acidez titulavel. A
neutralizacéo ilegal da acidez do leite, usando produtos como o NaOH pode mascarar a
analise da acidez titulavel, tornando “aceitavel” leite de péssima qualidade. O objetivo
deste trabalho foi o desenvolvimento de um método de determinacdo da concentracéo
real de acido latico no leite, que ndo possa ser burlado pela neutralizacdo do leite.

Foi entdo desenvolvido um método de analise laboratorial por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com exclusdo de ions (HPLC-IE) para determinar a concentracao real de
acido latico do leite, utilizando uma coluna Aminex HPX-87, fase mdvel de &cido
fosforico 0,02 mol/L , pH 2,3, vazdo de 0,5 mL por minuto, temperatura de 65 °C, e
com deteccdo por UV no comprimento de onda de 210 nm. O &cido latico apresentou
resolugdo completa em relacdo a todos 0Ss outros compostos presentes nos
cromatogramas de amostras, eluindo no tempo de 14,2 minutos.

Leite cru coletado imediatamente apds a ordenha, foi incubado a 36 °C até que acidez
titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19 e 0,20 % (m/v), expresso em é&cido latico, fossem
alcancadas. Alcancada a acidez desejavel, a amostra foi preparada e utilizada na
determinacdo da concentracao real de cido latico por HPLC-IE.

Leites fermentados até acidez titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19; 0,20 % (m/v) expresso
em &cido latico foram neutralizados usando NaOH 10 mol/L até acidez titulavel de 0,15
% (m/v) expresso em &cido latico. Depois da neutralizacdo, a amostra foi preparada e
injetada para determinacdo da concentracdo real de acido latico em leite por HPLC-IE.
Apbs desenvolvimento do método de determinacao da concentracao real de acido latico
em leite por HPLC-IE, este foi testado para determinar citrato em leite.

Na determinagdo da concentracéo real de &cido latico em leite fermentado, pelo
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método de HPLC-IE, foi observado o aumento significativo da concentracdo de acido
latico a medida que a acidez titulavel aumentava. A correlacdo da regressao linear entre
a acidez expressa em porcentagem de acido latico determinada pelo método de acidez
titulavel e a concentracdo real de acido latico, determinada pelo método HPLC-IE foi de
0,9929 %. Para um leite com acidez titulavel de 0,18 % de &acido latico, limite maximo
permitido pela Instrucdo Normativa 51/2002 (IN 51), correspondeu a concentragéo de 8
mmol/L de acido latico real. Dessa forma, esta concentracdo poderia ser, como
sugestdo, a concentracdo méxima real de acido latico no leite cru, no leite pasteurizado,
no leite UHT, e no leite em pd ap6s reconstituicao.

A presenca de neutralizante ndo impediu a determinagé@o da concentracao real do acido
latico pelo método de HPLC-IE. Assim o0 uso de neutralizantes ndo mascara a qualidade

do produto analisado pelo método desenvolvido neste trabalho.
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ABSTRACT

MILAGRES, Maria Patricia, M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, July, 2008.
Analytical Method Development for Determination of the Real Concentration
of Lactic Acid in Milk for ""High-Performance Liquid Chromatography - ions
Exclusion. Adviser: Sebastido César Cardoso Branddao. CoAdvisers: Juraci Alves de
oliveira e Antonio Fernandes de Carvalho.

According to Brazilian Federal Legislation, titratable acidity has been used as official
method to determine acidity in milk quality analysis. The illegal neutralization of milk
acidity by addition of products as NaOH can to mask the result of the titratable acidity
analysis. Consequently milk of poor quality can be acceptable. The aim of this work
was the development of a method to determine the real concentration of lactic acid in
milk that can’t be swindled by milk neutralizers.

It was developed a laboratorial analysis method by High Performance Liquid
Chromatography with ions exclusion — HPLC-IE — to determine the real concentration
of lactic acid in milk.

The chromatographic analysis were performed using an Aminex HPX-87 column,
mobile phase of phosphoric acid 0,02 mol/L, pH 2,3, flow 0,5 mL x min™, at 65° C,
detection with UV at 210 nm.

The acid lactic resolution was complete with relation to all the others components
present in samples chromatograms. The retention time of the lactic acid was 14,2
minutes.

Raw milk taken immediately after milking was incubated at 36° C up to 0,16, 0,17,
0,18, 0,19, 0,20% (w/v) titratable acidity, express in lactic acid. After reach acidity
ones, the samples were prepared to determine the real concentration of lactic acid by
HPLC.

Fermented milks up to 0,16, 0,17, 0,18, 0,19, 0,20% (w/v) titratable acidity, was
neutralized with NaOH 10 mol/L up to 0,15% (w/v) .

After neutralization, the samples were prepared and injected to determine of real
concentration of lactic acid by HPLC. Add to this, the method was tested for
determination of citrate in milk.

The analyses to determination of lactic acid by HPLC in fermented milk showed that

there was significant increase of lactic acid concentration as increased as titratable
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acidity.

The linear regression analyses to compare the acidity determined by titratable acidity
and HPLC methods scored 0,9929% correlation. Titratable acidity of 0,18% lactic acid
in milk, maximum limit allowed in Brazil, corresponded to 8 mM/L concentration of
real lactic acid. Therefore these result suggest to 8 mM/L of lactic acid must be the
maximum concentration of real lactic acid in raw, pasteurized, UHT and reconstituted
milk.

The addition of acidity neutralizers do not prevented the determination of real
concentration of lactic acid by HPLC method developed in this work. Therefore the

neutralization does not mask the product quality analyzed in this method.

XV



1- INTRODUCAO

Em 1996, foi implementado pelo Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento o Programa Nacional da Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL),
com o objetivo de elaborar, diagnosticar e formular estratégias para a melhoria da
qualidade do leite produzido no Brasil. Fruto deste programa, em 2002 foi publicada a
Instrucdo Normativa n° 51 (IN 51) que estabelece, entre as determinagdes, a
obrigatoriedade de refrigeracdo do leite na propriedade rural e transporte do leite, a
granel, até a industria. Tanques comunitarios e tanques de imersdo também podem ser
usados. Por outro lado, ¢ permitido o transporte de leite em latdes a temperatura
ambiente, entregue até no maximo 2 horas apds a ordenha desde que se atendam os
padroes de qualidade fixados. O transporte de leite em latdes ¢ comum entre a
propriedade rural e o tanque comunitario, porém isto ndo vem acontecendo conforme os
parametros da legislacao.

Apesar da IN 51 ter sido responsavel pela evolucao da qualidade do leite no
Brasil, muitos problemas ainda podem ser observados. A demora da entrega do latdo de
leite no tanque comunitdrio e a refrigeracdo inadequada do leite na fazenda, sdo fatores
que prejudicam a qualidade do leite, favorecendo o crescimento de bactérias que
fermentam a lactose, causando a acidificagdo do leite. Para corrigir este problema
acontece a adicdo de forma ilegal de neutralizantes ao leite, como o hidréxido de sodio e
bicarbonato de sddio.

O anion lactato ¢ um indicador da qualidade do leite, uma vez que ele ¢ oriundo
da fermentacdo do leite por bactérias lacticas. Estas bactérias sao, na maioria das vezes,
mesofilicas, e ndo fermentam a lactose em temperaturas de refrigeracdo. Alto teor de
acido latico no leite ¢ um indicativo que este produto ndo foi refrigerado apds a ordenha,
permanecendo algum tempo a temperatura ambiente.

O método de determinagdo de acidez, segundo a Instru¢do Normativa n® 68 de
12 de dezembro de 2006, envolve a titulacdo do leite com NaOH 0,1 mol/L, usando
como indicador a fenoftaleina. Apesar de a acidez ser expressa em grama de acido latico
por 100 mL de leite, 0 método ndo determina somente a concentragao de acido latico no
leite, e sim a acidez titulavel de todos os outros componentes do leite. A acidez do leite
¢ advinda de varios outros compostos naturalmente presentes no leite como as caseinas,

albuminas, gas carbodnico, citrato e fosfatos. Além disto, a acidez titulavel elevada do



leite pode ser mascarada pelo uso ilegal de neutralizantes de acidez, ndo sendo assim
detectada no método de acidez do leite a ma qualidade do produto.

A alcalinidade das cinzas ¢ o método quantitativo oficial do Ministério da
Agricultura Pecudria e Abastecimento para detectar presengas de neutralizantes,
segundo a Instru¢do Normativa n® 68 de 12 de dezembro de 2006. Este método pode
indicar a adi¢do ilegal de substancias alcalinas ao leite 4cido para reduzir a sua acidez
titulavel até concentracdes permitidas pela legislagdo. Entre as substancias alcalinas
usadas ilegalmente pode-se citar o hidroxido de sddio e o bicarbonato de sodio. O teste
de alcalinidade das cinzas, s6 ¢ aplicavel ao leite cru e ao leite pasteurizado, e ndo pode
servir de parametro para reprovar o leite UHT (Ultra-High Temperature), devido a
permissdo da adicdo de citrato de sddio ao leite UHT. Esta substancia aumenta a
concentragdo de substancias alcalinas nas cinzas do leite.

Este trabalho visa avaliar um método mais sensivel, mais preciso, € mais
especifico do que o método de alcalinidade das cinzas para determinar se um leite foi
fermentado descontroladamente, desenvolvendo acidez titulavel acima da tolerada pela

IN 51/2002, independente deste ter sido neutralizado.

2-OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo:

e Desenvolver metodologia analitica para determinar se houve aumento da acidez
titulavel do leite acima da tolerada pela IN 51/2002, independente do uso de
neutralizantes, por meio da analise laboratorial da concentragdo real de 4cido
latico por cromatografia liquida de alta eficiéncia - exclusao de ions (HPLC-IE),
e deteccao por UV a 210 nm.

e Determinar a concentragao real de acido latico em leite cru de boa qualidade, e
em leite cru fermentado naturalmente até atingir acidez titulavel de 0,20 %
(m/v), expresso em acido latico, seguido de sua neutralizacdo com hidroxido de
sodio até sua acidez titulavel original.

e Investigar a correlagdo entre a acidez titulavel do leite naturalmente fermentado
e acidificado com a sua concentra¢do real de &cido latico, determinado por

HPLC-IE.



3-REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Fermentagao natural do leite.

A qualidade bacterioldogica do leite ¢ um dos principais fatores
responsaveis pela manutencdo de suas caracteristicas quimicas e organolépticas em
niveis adequados. A qualidade do leite cru estd intimamente ligada ao grau de
contaminag¢do inicial, e ao tempo/ temperatura que o leite ¢ armazenado (JAY, 1996). A
IN 51/2002 (BRASIL, 2002) estabelece que o leite deve ter no maximo 0,18 % (m/v) de
acidez titulavel expresso como 4cido latico. Leite com acidez titulavel acima de 0,18 %
(m/v) € considerado improprio para consumo humano. A neutralizagdo ilegal da acidez
do leite pode mascarar a andlise da acidez titulavel, tornando ‘“aceitavel” leite de
péssima qualidade. A neutralizacdo da acidez pode ser realizada usando hidréxido de
sodio, bicarbonato de sodio, citrato de sédio, entre muitos outros possiveis produtos
alcalinos.

A produgdo de metabdlicos acidificantes no leite ocorre, principalmente,
devido ao aumento da populacdo de bactérias mesofilas, que se reproduzem
rapidamente quando o leite ¢ mantido a temperatura ambiente. A refrigeracdo eficiente
do leite imediatamente ap6s a ordenha reduz bastante a multiplicacdo das bactérias
mesofilas, favorecendo outro grupo de bactérias, as psicrotroficas, que causa outros
problemas na qualidade do leite. Entretanto, ainda estdo sendo comercializados leites
que s3o transportados em latdes, para tanques comunitarios, que recebem leite de
diversos produtores, fazendo com que o leite demore a ser resfriado, o que causa o
aumento exagerado da microbiota mesoéfila. Como agravante, os latdes ndo sdo bem
lavados e higienizados, o que facilita muito a contaminacdo exagerada do leite logo
apods a ordenha. Além disso, o resfriamento no tanque de expansdo comunitario ¢ muito
lento, o que agrava ainda mais essa situacao.

Dessa forma, leite cru com adi¢ao de neutralizantes de acidez ainda
existe no mercado, como foi amplamente divulgado na imprensa quando da operagdo
Ouro Branco da Policia Federal, em 23 de outubro de 2007. O método usado pela
Inspecao Federal e pela Policia Federal para comprovar a adicdo de neutralizantes ao
leite (destacado pela imprensa como uso da soda cdustica) foi a determinacdo da
alcalinidade das cinzas, descrita na IN 68/2006, que determina indiretamente a adig¢@o

de metais alcalinos no leite. Esse é um método facilmente mascarado, além de ser alvo



de muitas criticas devido a sua impropriedade de aplicagdo em leite, em que pode ser
adicionado legalmente o citrato e o fosfato de sodio, como ¢ o caso de leite UHT e leite
evaporado.

Os microrganismos capazes de fermentar a lactose dispdem de sistema
enzimatico necessario & sua metabolizagdo, como a enzima lactase (beta-D-
galactosidase), responsavel pela quebra da lactose em glicose e galactose. A glicose e a
galactose sdo oxidadas a acido latico pelos microrganismos homofermentativos pela via
de Mayerhof-Embdem. Os heterofermentativos, obrigatoriamente, as oxidam via
“pentose fosfato”, enquanto aqueles de fermentacdo facultativa utilizam qualquer uma
das duas vias (WALSTRA et al., 1999).

Viarios outros mecanismos e produtos da fermentacdo da lactose podem ser
enumerados, porém, considera-se o processo de fermentacdo da lactose em acido latico
o mais importante. A lactose ndo ¢ diretamente usada pelos microrganismos, sendo
antes hidrolisada em glicose e galactose. Um esquema dos passos da fermentagdo da
lactose em acido latico encontra-se na Figura 1. O sistema Meyerhof-Embden ¢
responsavel pela fermentacdo latica do leite e acdo dos fermentos. Este ndo ¢ o Unico
sistema de “quebra” da lactose, e ndo € necessariamente aplicavel a toda fermentacio da
lactose. No entanto, aparece como principal caracteristica da fermentag¢ao bacteriana da
lactose, em microrganismos que apresentam a lactase (JENNESS & PATTON, 1959). A
quantidade de acido latico produzida na fermentacdo pode ser responsavel por 75 a 95%
da acidez total. O restante sdo outros acidos que também sao produzidos na fermentagdo

(JENNESS & PATTON, 1959).
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Figura 1l - Fermentagdo da lactose em acido latico



3.2 Acidez do leite.

A acidez titulavel do leite ¢ resultante da contribuicdo de diversos compostos do
leite, incluindo caseinas, albuminas, gas carbdnico, citrato e fosfatos. O efeito de outros
sais ¢ praticamente desprezivel devido a pequena concentragdo em que sdao encontrados
no leite. A maior capacidade tamponante do leite verifica-se no pH 5,3. O pH do leite
fresco varia de 6,5 a 6,7 (JENNES & PATTON, 1959).

O teste de acidez do leite implica na sua titulacdo com solucdo de hidréxido de
sodio, usando a fenolftaleina neutra como indicador (solugdo alcoolica 1%). A
fenolftaleina apresenta ponto de viragem (incolor - vermelho) no pH 8,3-8,4. A acidez
do leite pode aumentar devido a fermentagdo da lactose, por bactérias, levando

principalmente a formagao de acido latico (ROBINSON, 2002).

3.3-Acido latico no leite.

Leite ¢ um produto natural heterogéneo, composto de espécies como as
vitaminas, proteinas, lipidios e carboidrato (lactose). A degradagdo aerobica da lactose
produz acido latico (TORMO & 1ZCO, 2004). Concentragao residual de acido latico e
acido piravico ¢ normalmente encontrado no leite como resultado da sintese pela
glandula mamaria do animal (JENNESS & PATTON, 1959). A presenca de acido latico
em leite acido foi descoberta pelo quimico Carl Wilhelm Scheele, em 1782 e setenta e
cinco anos mais tarde, Pasteur demonstrou que a formacdao do acido latico pela
fermentagdo envolvia microrganismos (FOSTER et al., 1997).

O 4cido latico ¢ um acido fraco, e, por ser monoprdtico, apresenta um tnico pKa
no pH 3,86 (FOX, 2003). E um liquido incolor, viscoso, ligeiramente higroscopico, sem
cheiro e de gosto azedo. Por causa de sua tendéncia em formar polimeros, o acido latico
ndo pode ser encontrado em sua forma prontamente pura (JENNESS & PATTON,
1959). O acido latico contém um atomo de carbono assimétrico, isto é, um atomo de
carbono que possui quatro grupos distintos ligados a ele. Assim o acido ocorre nas duas
formas (destrogiro) e L (levogiro) ou na mistura das formas D e L (racémico) (Figura
2). Possui densidade de 1,206 g/mL. A forma racémica funde a 18 °C e os D e L
fundem a 28 °C
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Figura 2 - Formas quimicas D ¢ L do acido latico

O leite ao sair do ubere ¢ ligeiramente acido, em torno de 0,14 % a 0,16 %
(m/v) expresso em acido latico, equivalente ao pH 6,6 a 6,7. Acidez acima de 0,18 % ¢
proveniente da acidificacdo do leite, causada pelo desdobramento da lactose devido a
acdo de microrganismos presentes no leite. Por isso, pelas normas vigentes, o leite ¢
considerado 4cido se estiver acima de 0,18 %. Esse leite ¢ improprio para consumo e
industrializagcdo podendo ser rejeitado na plataforma do laticinio (FOX, 2003). A reagao
de formacdo de desdobramento completo da lactose em 4acido latico encontra-se na

Figura 3.

Ci2H2,011 — 4 CH3-CHOH-COOH+ H,0 + energia

Lactose —  4cido latico

Figura 3 - Reagdo de desdobramento da lactose

A concentracdo de 4cido latico residual em amostras de leite fresco ¢ de
aproximadamente 1-2 mmol/L, mas pode aumentar para 10-20 mmol/L por causa da
fermentagdo microbiana. Testes colorimétricos usados para detec¢ao de acido latico
incluem reag¢do com resorsinol - acido sulftrico resultando em colora¢do amarela, ¢

outro teste consiste em reagdo com cloreto férrico, resultando em coloragdo amarela

(JENNESS & PATTON, 1959).



3.4 - Microbiologia do leite.

Normalmente a microbiota contaminante do leite ¢ composta por
bactérias. Os fungos e as leveduras sdo mais raros de serem encontrados. Dentre os
contaminantes do leite estdo as bactérias laticas, os coliformes, os psicrotroficos. As
bactérias mesofilicas representam um grupo importante por incluir a maioria das
bactérias do leite, tanto as deteriorantes como as patogénicas (JAY, 1996).

Os coliformes pertencem as Enterobacteriaceas e estdo distribuidos no trato
intestinal. Incluem neste grupo os géneros Escherichia coli, Aerobacter aerogenes, mas
em geral outros géneros e espécies estdo envolvidos. Eles crescem rapidamente em leite,
especialmente em temperatura acima de 20 °C e degradam proteinas e lactose
(WALSTRA, 2002).

Os psicrotroficos incluem os géneros Pseudomonas, Achromobacter,
Flavobacterium, e Alcaligenes. Psicrotroficos apresentam temperatura oOtima de
crescimento de 20 a 30 °C, mas sdo capazes de crescer em baixas temperaturas (abaixo
de 5 °C). Estes microrganismos produzem lipases e proteases que degradam proteinas e
gorduras, causando flavor putrido e rangoso. Ao contrario das bactérias, essas enzimas
podem ser resistentes ao tratamento térmico e podem causar flavor desagradavel e
alteragdo nas propriedades fisico-quimicas do leite (WALSTRA, 2002).

Algumas bactérias, como Microbacterium lacticum, ndo formam esporos, mas
suas células vegetativas sobrevivem a pasteurizagdo € mesmo ndo apresentando
atividade em temperaturas de refrigeragdo, sdo indesejaveis no leite (ROBINSON,
2002).

Podem estar presentes no leite bactérias formadoras de esporos, que sobrevivem
a altos tratamentos térmicos, oriundas do solo, poeira, esterco, e ragdo animal
(WALSTRA, 2002).

Microrganismos patogénicos como Mycobacterium tuberculosis, Staphylococcus
aureus, Salmonela ssp, Shigella ssp, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes,
Vibrio cholerae, Coxiella burnetti, Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, podem ser encontrados no leite em condigdes higiénicas inadequadas de

processamento (ROBINSON, 2002).



3.5 - Bactérias laticas.

As bactérias laticas produzem acido latico a partir de carboidratos como a
lactose. Incluem neste grupo os géneros Lactococcus e Lactobacillus. Lactococcus
lactis subsp. lactis e cremoris, que crescem rapidamente em leite, especialmente em
temperatura acima de 20 °C, assim a acidificacdo do leite ocorre rapidamente se este
ndo for resfriado. As bactérias laticas mesofilicas sdo inativadas pela pasteurizacdo, mas
isso ndo ocorre com as bactérias laticas termofilicas tais como o Streptococcus
thermophilus. Alguns streptococcus sdo patogénicos para humanos e animais
(WALSTRA, 2002).

As bactérias do 4cido latico sdo Gram positivas, ndo formadoras de esporo, sem
mobilidade, e algumas sdo catalase negativas. Os tipos homofermentativos produzem
acido latico a partir de agucares, e pequenas quantidades de outros produtos. Deste
grupo podemos citar os Streptococcus e os Lactococcus. As bactérias laticas
heterofermentativas fermentam a glicose e formam CO,, alcool, &cido acético, e ainda
acido latico. Deste grupo podemos citar os Lactobacillus, e os Leuconostoc (WEBB et
al., 1974).

3.6 - A Instrucdo Normativa n° 51 e a Qualidade do Leite no Brasil.

O Programa Nacional da Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL), foi
implementado em 1996, pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, com
o objetivo de elaborar, diagnosticar e formular estratégias para a melhoria da qualidade
do leite produzido no Brasil. Fruto deste programa, em 2002 foi publicada a Instrugdo
Normativa n® 51 (IN 51), com novas normas de producdo leiteira (DIAZ, 2006), na qual
se definiram os regulamentos técnicos para a producao e qualidade dos diversos tipos de
leite, bem como as condi¢des para sua refrigeracdo na propriedade rural e transporte do
leite a granel até a industria. A IN 51 determina que a qualidade do leite em cada
propriedade rural seja acompanhada através de andlises laboratoriais para que se
identifiquem os problemas na origem (SILVA et al, 2006). Ainda, regula a
conservagdo, a coleta, e o transporte de leite cru refrigerado. No caso de pequenos
produtores, € prevista a possibilidade de tanque de resfriamento comunitario, para evitar
a exclusdo de produtores, por ndo contarem com recursos financeiros para adquirir

equipamento de refrigeragdo (DIAZ, 2006). Porém, para efeito da inspecao, cada tanque



representa apenas um produtor e, portanto, uma analise. O responsavel pelo tanque
deverd aplicar o teste do alizarol a 72 °GL em cada latdo recebido, barrando o leite com
problema (FAEMG, 2005). Tanques de imersdo também sdo permitidos, desde que
consigam resfriar a 7 °C em trés horas (FAEMG, 2005), o que na pratica ¢ muito dificil,
nao sendo este tanque apropriado para manter a qualidade do leite.

A coleta a granel do leite resfriado ¢ efetuada por caminhdes - tanques,
que o encaminha ao laticinio para o processamento. Por outro lado, ¢ permitido o
transporte de leite em latdes a temperatura ambiente, desde que, se atendam os padrdes
de qualidade fixados. Onde a planta processadora concorde em trabalhar com este tipo
de matéria-prima, esta devera ser entregue até no maximo 2 horas apos a ordenha
(DIAZ, 2006).

No sistema sem refrigerag¢do, o latdo de leite permanece, muitas vezes,
diretamente exposto ao sol, provocando o aumento da temperatura, o que favorece a
multiplicagdo acelerada de microrganismos e, at¢ mesmo, a deterioracao do produto. O
equipamento necessdrio para o armazenamento e transporte adequado envolve quase
sempre altas tecnologias, o que requer altos investimentos (MELLO, 2003). Entretanto,
se a temperatura do leite for baixa, os processos quimicos € o crescimento microbiano
sao retardados, atrasando a queda na qualidade do leite (HORST, 2006).

Apesar da IN 51 ter sido responsavel pela evolucao da qualidade do leite
no Brasil, muitos problemas ainda podem ser observados. A demora da entrega do latdo
de leite no tanque comunitario e a refrigeragdo inadequada do leite na fazenda sdo
fatores que prejudicam a qualidade do leite, favorecendo o crescimento de bactérias que
fermentam a lactose, causando a acidificacdo do leite. Para contornar este problema,
acontece o uso de neutralizantes como o hidroxido de sodio, citrato e bicarbonato ao
leite.

BRITO et al. (2002), acompanhando a qualidade microbiologica do leite
produzido por doze rebanhos leiteiros localizados em sete municipios da Zona da Mata
do Estado de Minas Gerais, foi observado que as médias geométricas das contagens
padrdo de bactérias foram abaixo de 6,5 x 10° UFC/mL em nove rebanhos e acima de
1,0 x 10° UFC/mL em trés rebanhos. E entre as 335 amostras dos 22 tanques
comunitarios estudados, apenas 69 (20%) apresentaram contagens abaixo de 10°
UFC/mL.

Em trabalho realizado em cinco pequenas propriedades leiteiras, com

producao média de 70 litros por dia, localizadas no distrito de Iguatemi, municipio de
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Maringa, com objetivo de determinar a qualidade do leite fornecido por produtores
rurais, SILVA et al (2006) constataram que a temperatura média de recebimento do leite
na plataforma de um tanque comunitério era de 32,6 °C.

LAVOR et al (2006) realizaram um estudo com produtores de leite de Botucatu-
SP e municipios vizinhos, cuja produgdo era entregue numa mesma industria localizada
na referida regido. Para realizagdo do experimento, as coletas foram divididas em 3
fases. Na Fase 1 foram analisadas 39 amostras de leite ndo refrigerado e entregue em
latdes no laticinio. Na fase 2, as 53 amostras analisadas foram coletadas diretamente do
caminhdo-tanque e eram originadas de propriedades que resfriavam o leite. Na fase 3,
50 amostras foram colhidas de tanques comunitarios que recebem o leite de produtores.
As contagens de mesofilos, expressas em logaritmo decimal foram de 8,696, 7,331 e
7,307 nas Fases 1, 2 e 3 respectivamente. Observou-se que o leite resfriado apresentou
contagens significativamente menores desse grupo de microrganismos que as obtidas na
Fase 1.

MARTINS et al (2006) com o objetivo de avaliar a qualidade do leite cru de
tanques de refrigeracdo por expansdo direta no Estado de Goids, coletaram amostras de
leite cru oriundas de 30 tanques de refrigeragdo por expansdo, ¢ verificaram que 9
estavam com Contagem Bacteriana Total (CBT) acima de 10° UFC/mL, 14 entre 10° ¢
10° UFC/mL e 7 abaixo de 10° UFC/mL. Dos tanques de expansio com CBT maior que
10° UFC/mL, 100% eram de uso coletivo e recebiam leite de variadas origens, incluindo
de latdes, ou seja, de propriedades que ndo possuiam refrigeracdo da produgdo pos-
ordenha e que realizavam o transporte até o local do tanque de uso coletivo, também,
sem a devida refrigeracao.

A IN 51 estabeleceu que a contagem bacteriana maxima de 1,0 x 10° UFC/mL,
de 2005 a 2008 nas regides Sul, Sudeste Centro Oeste, ¢ de 2007 até 2010 nas regides
norte e nordeste. A partir de julho de 2008 a contagem bacteriana maxima permitida nas
regides sul e sudeste sera de 7,5 x 10° UFC/mL.

A qualidade do leite no Brasil ¢ uma constante preocupacdo de orgdos e
autoridades ligadas a area. O leite ainda apresenta problemas de qualidade, apesar das

exigéncias da IN 51.
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3.7 - Métodos para deteccdo de adicdo de neutralizantes ao leite.

3.7.1 - Métodos Qualitativos.

Segundo a Instru¢do Normativa n° 68 (IN 68), de 12 de dezembro de 2006, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento a presenca de alcalinizantes na
amostra ¢ revelada pela a¢do do 4cido rosdlico, usado como indicador. O 4cido rosoélico
¢ um indicador de concentra¢do hidrogenionica, com ponto de viragem entre pH 7,0 a
8,0, indicando, portanto, qualquer alteragdo do pH do leite para faixa alcalina, quando o
neutralizante ¢ adicionado em excesso. O método consiste em colocar 5 mL de leite e
adicionar 10 mL de alcool etilico neutralizado, agitar e adicionar 2 gotas de solugdo de
acido rosolico a 2 %. Deve-se, também, fazer um teste em branco com alcool etilico e
solugdo de acido rosolico a 2 % e comparar as cores. A coloragdo vermelho-carmim
revela resultado positivo para presenga de alcalinizantes em leite (BRASIL, 2006).

Outro método qualitativo usado para a deteccdo de neutralizantes em leite € o da
fenolftaleina. Segundo a IN 68, os alcalinizantes sdo revelados pela agdo da
fenolftaleina apds uma neutralizagdo com hidréxido de sddio e reacidificagdo com acido
sulfurico. O método consiste em transferir 11 mL da amostra para béquer de 150 mL,
adicionar 5 gotas de solucao alcodlica de fenolftaleina a 1 % e titular com solucdo de
hidroxido de sodio 0,1 mol/L, até coloracdo rosea persistente. Reacidificar com 1 mL de
solugdo de 4cido sulfurico 0,025 N, aquecer até ebulicdo, esfriar rapidamente em banho
de gelo e adicionar 2 mL de solugdo alcoodlica de fenolftaleina a 1 %. A coloracdo rosea
indica que ocorreu neutralizagao do leite com carbonato de sodio (Na,COs) ou com

bicarbonato de s6dio (NaHCOs) (BRASIL, 2006).

3.7.2 - Método Quantitativo- Alcalinidade das cinzas do leite.

A Alcalinidade das cinzas do leite ¢ um método quantitativo para a deteccdo de
neutralizantes em leite. Segundo a IN 68, a presenca de substancias alcalinas
adicionadas ao leite e derivados faz aumentar a alcalinidade das cinzas, que ¢
determinada por via indireta, fazendo-se reagir as cinzas com uma quantidade conhecida
de solugdo acida padronizada e titulando-se o excesso deste com uma solugao alcalina
de concentracdo conhecida.

O método consiste em transferir quantitativamente as cinzas, obtidas na
metodologia de residuo mineral fixo, para béquer de 400 mL, usando pequenas porgdes

de agua destilada até 75 mL. Adicionar aos poucos 50 mL de solucdo de acido
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cloridrico 0,1 mol/L, e se necessario triturar as cinzas com um bastdo de vidro e
transferir eventuais restos da amostra, juntamente com o acido para um béquer de 400
mL. Deve-se lavar com agua destilada o bastdo e o cadinho, cobrir o béquer com um
vidro de relogio e levar a ebulicdo moderada por 5 minutos, esfriar e lavar o vidro de
relogio. Deve-se adicionar 30 mL de solucdo de cloreto de célcio a 40 %, deixar em
repouso por 10 minutos e adicionar 10 gotas de solucdo alcoodlica de fenolftaleina a 1 %
e titular o excesso de acido cloridrico com solu¢do padronizada de hidréxido de sodio
0,1 mol/L. A titulacdo deve ser bastante rapida até ser obtida turvacao e coloracao rosea
persistente (BRASIL, 2006).

O teste de alcalinidade das cinzas so6 ¢ aplicavel ao leite cru e leite pasteurizado,
e ndo pode servir de pardmetro para reprovar o leite UHT. O Ministério da Agricultura
autoriza o uso da substancia citrato de sddio no leite UHT. Esta substancia aumenta o

teor de substancias alcalinas no teste

3.8 - Outros 4cidos orgéanicos em leite.

Os acidos organicos aparecem em produtos lacteos como resultado da hidrélise
de gordura de leite (acidos graxos como acético e butirico), metabolismo bioquimico
normal do animal (citrico, ordtico e Urico) ou crescimento bacteriano (latico, acético,
pirtvico, propidnico e formico). Também, eles sdo os principais produtos do
catabolismo de carboidrato pelas bactérias lacticas. A habilidade das bactérias laticas
em produzirem 4cidos e reduzir o pH € o principal fator da fermentacao de leite
(TORMO & 1ZCO, 2004).

A determinag@o quantitativa de 4cidos organicos ¢ importante para monitorar a
atividade e o crescimento bacteriano e também por razdes nutricionais, que contribuem
para o sabor e aroma dos produtos derivados lacteos (MARTINS, 2006). O acido citrico
estd presente no leite na forma de citrato, na concentracdo de 1500 a 2000 mg/L e
apresenta 3 pKa’s, correspondendo aos pHs 3,08; 4,74; e 5,40. Este existe como ion
citrato trivalente no leite natural (pH 6,6) contribuindo, portanto, muito pouco para o
poder tamponante do leite (JENNESS e PATTON, 1959).

Acido citrico ¢ sintetizado na glandula maméria a partir do acido pirGivico, sendo
muito significativo em leite e produtos lacteos, pois estd complexado com magnésio e
calcio, o que contribui para estabilidade das proteinas do leite, evitando a coagulagao,

durante aquecimento ou refrigeracdo. Ele também ¢ precursor de aroma e flavor de
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produtos fermentados por culturas lacteas (JENNESS & PATTON, 1959). O &cido
citrico ndo ¢ a primeira fonte de energia de bactérias, mas pode ser metabolizado
rapidamente através de Lactococcus lactis subsp. Latics biovar. diacetylactis ou
Leuconostoc spp. em queijo Cheddar (TORMO & IZCO, 2004).

O método classico para determinagdo do acido citrico em leite e produtos lacteos
¢ baseado na oxidagdo por permanganato de potéssio e 4cido acetonodicarboxilico. Este
acido ¢ tratado com bromo e forma o pentabromoacetona, o qual ¢ mensurado
gravimetricamente e, assim, a quantidade de acido citrico pode ser calculada (JENNESS
& PATTON, 1959).

Outro acido organico importante encontrado no leite ¢ o acido ordtico. A
quantidade de 4cido ordtico em leite depende da origem da vaca, dieta, e lactacdo. Ele ¢
um produto intermediario da sintese de nucleotideos, e ¢ um fator de crescimento para
culturas de iogurte, pois ocorre uma diminui¢ao no conteudo de acido orotico durante a
fabricag¢dao e armazenamento de iogurte (TORMO & 1ZCO, 2004). Existe em torno de 8
mg/100mL deste acido no leite podendo variar entre espécies, individualidades do
animal, e periodo de lactagcdo. Estudos da concentra¢do de acido ordtico em leite de
vaca, cabras, ovelhas, éguas, porcas, ratos ¢ homem revelam que a concentragdo logo
apds o parto a atinge valores 4 a 5 vezes maior que em periodo final de lactagdao. A
quantidade de acido oroético ¢ ligeiramente maior no verdo que no inverno (WEEB et al.,
1974).

Tragos de acido acético e propionico sdo formados pela fermentacdo latica
(FOSTER et al 1957). Os teores de acidos organicos encontrados por MARSILI et al

(1981) em leite, encontram-se no Quadro 1.
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Quadro 1 - Concentragdo de acidos organicos em leite.

Acidos organicos Concentracdo em leite (ug/g)
Orotico 83,6 1,0

Citrico 940 + 40

Pirtvico <4

Latico <60

Urico 21,8 £0,2

Formico <40

Acético <100

Propidnico <120

Hiptrico 15,4+0,9

Fonte: MARSILI et al (1981)

3.9 - Métodos de determinacéo da concentracéo de acido latico produtos lacteos.

LAMPITT & BOGOD (1930) descreveram um método para a determinacao de
acido latico em leite, dependendo da oxidacdo do acido latico em uma solucdo limpida
de acetaldeido por meio de reagdo com permanganato de potassio; o acetaldeido ¢
destilado dentro de uma solugao padrido de bisulfito de sdédio. O excesso do bisulfito de
sodio ¢ tratado depois com iodeto de sodio 0,01 mol/L (LAMPITT & BOGOD,1930
citado por DAVIS & MACDONALD, 1953)

HILLIG (1937) descreveu um método colorimétrico para determinar 4cido latico
em leite, através de uma coloragdo amarela produzida pela reacdo entre cloreto férrico e
acido latico (HILLIG, 1937 citado por DAVIS & MACDONALD, 1953). DAVISON
(1949) descreveu um método rapido para determinar &cido latico em leite e em produtos
lacteos sem agucares. O acetaldeido produzido pela oxidagdo com 4acido sulfirico na
presencga de sulfato de cobre permite o desenvolvimento de uma colorag@o roxa com p-
hidroxidifenil (DAVISON, 1949 citado por DAVIS & MACDONALD, 1953).

M¢étodos para a determinacao de acido latico em leite foram estudados também
por LING (1951). Proteinas e citratos sdo precipitadas usando hidréxido de sddio e
sulfato de zinco na presenca de cloreto de bario, a coloragdo ¢ entdo medida. LING

(1951) encontrou concentracdo aparente de acido latico em leite fresco de 0,003%
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(m/v), e este valor aumenta aprecialvelmente no decorrer do periodo de lactacao (LING,
1951 citado por DAVIS & MACDONALD, 1953).

MARSILI et al (1981) desenvolveram uma técnica simples de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia - Exclusdo de fons (HPLC-IE) com vazio isocratico para a
analise quantitativa de &cidos organicos em produtos lacteos. Uma coluna de
poliestireno com divinilbenzeno sulfonada (Aminex HPX — 87) a 65 °C, 0,009N H,SO4
como fase movel e detector UV 220 e 275 nm foram utilizados. Os acidos orotico,
citrico, piravico, latico, urico, férmico, acético, propidnico, e butirico, foram
quantificados em leite, leite em pd, leitelho, creme, ricota, iogurte, queijo Cheddar, ¢
queijo azul pelo método.

BEVILACQUA & CALIFANO (1989) estudaram um método usando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Fase Reversa (HPLC-RP) para a andlise
quantitativa de acidos organicos em produtos lacteos. Uma coluna de fase reversa C18 a
temperatura ambiente, usando como fase movel tampao 0.5 % (p/v) (NH4),HPO4 em
pH 2.24 com H3PO,) 0.4 % (v/v) acetonitrila, detector UV 214 nm e vazdo de 1.2
mL/min foi utilizado. Acidos formico, acético, piravico, propidnico, Urico, orotico,
citrico, latico e butirico foram quantificados em leite cru, iogurte, queijo Azul,
Provolone, Port Salut e queijos de Quartirolo. Recuperagdes maiores que 85.3% foram
observadas para todos os acidos.

1ZCO et al (2002) desenvolveram um método usando Eletroforese Capilar para a
determinagdo de acidos organicos (oxalico, citrico, féormico, succinico, ordtico, urico,
piravico, acético, propidnico, latico, e butirico) em produtos lacteos.

O método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para determinagdo de
acidos organicos em produtos lacteos (ASHOOR & WELTY, 1984; BEVILACQUA &
CALIFANO, 1989; BOUZAS et al., 1991), é capaz de fornecer perfis individuais dos
compostos sem necessidade da derivatizacio (HARVEY et al., 1981). Este método evita
problemas de extragcdo e de limpeza total como nos métodos quimicos e de
cromatografia gasosa, com reducdo de tempo, problemas com descarte de residuos
quimicos toéxicos, e perda do analito na reagdo. O desenvolvimento de colunas
cromatograficas baseadas na tecnologia de resinas de troca idnica reduz a necessidade
de limpeza total da amostra, pois ela ¢ menos susceptivel a reducdo de eficiéncia da
coluna devido a adsor¢do de co-extratos como, proteinas, peptideos, lipidios, acidos

graxos (MULLIN & EMMONS, 1997).
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3.10 - Determinacéo de 4cidos orgénicos em alimentos.

Embora alguns métodos de Eletroforese Capilar tenham sido desenvolvidos para
a andlise de acidos orgéanicos em produtos lacteos, os acidos organicos geralmente sdo
analisados através de técnicas cromatograficas (TORMO & IZCO, 2004). Agucares e
acidos organicos foram separados por BOUZAS (1991). Usando coluna Aminex HPX-
87, e detector de ultravioleta e indice de refracdo, os acucares (lactose, glicose, e
galactose) e os éacidos (ordtico, citrico, piravico, latico, urico, foérmico, acético,
propidnico, butirico) foram identificados pelos seus tempos de retengdo. Este método ¢
uma técnica simples para monitorar atividade de cultura starter e mudancas de atividade
durante maturacao de queijo.

BARRANTES et al (1996) empregaram uma metodologia de HPLC-IE, para
detec¢do de acidos organicos em iogurte produzidos com substitui¢do da gordura do
leite por gordura vegetal. Os resultados encontrados encontram-se no Quadro 2, sendo a
base; a mistura para producdo do iogurte antes da fermentacdo, fresco; o iogurte
imediatamente apds a producdo, e estocado; o iogurte apos uns idas de producdo. A
separagdo entre o acido citrico e o acido ordtico era alcangada usando eluig¢do isocratica
com H3;POy4 (0.0045 N, 65°C 0.7 mL/min) e uma coluna de troca i6nica Aminex HPX-
87.

Quadro 2 - Concentragdo de acidos organicos em iogurte.

logurte

Acidos Organicos (u/g) Base Fresco Estocado
Ordtico 117,4 111,1 106,4
Citrico 1489,0 874,1 813,1
Piravico 57,2 44,1 52,4
Latico 540,0 19596,0 18661,0
Urico/ férmico 26,5 39,6 38,6
Acético 0,0 126,4 19,8

Fonte: BARRANTES et al (1996)

Usando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a coluna

cromatografica Dionex Ion-Pac ICE-AS 6,9 x 259 mm MULLIN & EMMONS (1997)
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nao detectaram acido latico no leite, e o teor de citrato encontrado pelos autores foram
de 1,58 mg/mL. No soro de leite o teor de acido latico encontrado foi de 0,24 a 0,48
mg/mL.

LUES et al (1998) comparam as técnicas de HPLC-IE e HPLC-RP para a
deteccdo de acidos organicos em queijos. O método de exclusdo de ions apresentou
melhores resultados para as concentracdes dos compostos analisados, melhor resolucao,
menor tempo de corrida e maior facilidade. O método de fase reversa mostrou sucesso
na separagdo de todos os acidos organicos em uma unica corrida cromatografica, porém
a resolugdo era baixa quando comparada ao método de exclusdo de ions, a metodologia
mais laboriosa, e o tempo de corrida mais longo.

FERREIRA et al (1998), em estudo para verificar a qualidade nutricional de
formulas infantis, detectaram em leite de vaca 14 a 37 mg/100 g de acido ordtico, e 4 a
15 mg/100 g de éacido urico. Para isto um detector de UV a 280 nm era usado. A
separacao cromatografica foi alcancada em coluna cromatografica Spherisorb NH,, 5
um, 250 mm x 4.6 mm i.d, a fase modvel usada era acetonitrila/HCL 0,01 mol/L
(84:16). As analises foram executadas usando vazao isocratico de 1,0 ml/min e a
temperatura ambiente.

LEE et al (1999) fizeram uso de um método de HPLC-IE, usando uma coluna de
troca i6nica (Aminex HPX-87H; 300 mm x 7,8 mm, Bio Rad Laboratories, Richmond,
CA, USA), detector UV em 220 nm, temperatura de 65 °C, H,SO4 0,0018 mol/L. como
fase movel, com uma vazdo de 0,7 ml/min, para a detec¢do de 4cidos organicos em
mingau de arroz. Posteriormente este método foi usado por KABEIR et al (2005) para a
determinagdo de acido latico e acético em mingau de aveia fermentado por
Bifidobacterium longum BB536.

Para estudar o efeito da encapsulacdo na atividade metabodlica de probidticos em
plantas de iogurte, pois a atividade metabolica de probidticos podem aumentar a
quantidade de certos acidos organicos no iogurte, ADHIKARI et al ( 2001) utilizaram
uma técnica de HPLC-IE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — Exclusdo de
ions), para separacdo e quantificacdo dos 4cidos organicos. Uma separacdo isocratica foi
realizada usando como fase movel 0,02 mol/L de H,S04, um vazdo de 0,6 mL/min,
temperatura de coluna de 60 °C, e a detecgdo foi a 220 nm.

Um método de HPLC para a determinacao dos principais acidos organicos e
acucares em sucos de fruta foi utilizado por CHINNICI et al (2002). Nove acidos

(inclusive oxalico, citrico, malico, galacturonico, ascorbico, succinico, e acido
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fumarico) e trés agucares (sacarose, glicose e frutose) foram separados por HPLC-IE
usando uma coluna Aminex HPX 87H. O sistema de HPLC com vazao isocratico de 0,4
ml/min, detector de 210 nm, conectados em série com um indice de refra¢do, coluna de
troca i6nica Aminex HPX 87H, e temperatura de 65 °C foram usados (CHINNICI et al.,
2002). Para otimizagdo do método, foram testados acido fosforico e sulfirico na fase
movel, com concentragdes variando de 0.1 a 0.001 mol/L. Também foram testados
acetonitrila e metanol como modificadores organicos. Devido a estabilidade da linha
base melhor, e menor ruido, acido fosforico foi escolhido e usado para todas as
experiéncias sucessivas. Para acidos organicos, a melhor separacao foi obtida com 0.005
mol/L de acido fosforico como eluente (CHINNICI et al., 2002).

De acordo com IZCO et al (2002) a incidéncia de esporos em leite em po
desnatado ¢ um problema, porque eles sobrevivem a pasteurizacdo, evaporacdo, €
secagem. Os esporos representam um risco em leite em pd desnatado porque eles sdo
capazes de germinar e crescer neste, caso seja reidratado. Uma vez vegetativo, alguns
esporos sdo capazes de hidrolisar lipidios, caseina, e fermentar a lactose, prejudicando a
qualidade do leite em p6 desnatado. A determinagdo quantitativa de acidos orgéanicos ¢é
importante para monitorar o crescimento e atividade bacteriana, por razdes nutricionais,
e porque acidos organicos contribuem ao sabor e aroma de produtos lacteos. Para isto
IZCO et al (2002) desenvolveram um método usando Eletroforese Capilar para a
determinagdo de acidos organicos em produtos lacteos (oxdlico, citrico, formico,
succinico, ordtico, Urico, piravico, acético, propidnico, latico, e butirico). Leite em po
reconstituido e incubado a 37 °C para 24 h, e leite em pé reconstituido inoculado com
esporos, foram analisados. O aumento de &cidos organicos como succinico, e
especialmente acético, piravico e latico, foi observado apos incubagdo. O metabolismo
do carboidrato presente no leite pela bactéria gera acidos organicos que sdo detectados
pela técnica. Alguns deles (piravico, acético, e latico) foram considerados como um
indice de crescimento bacteriano. Também, outros picos ndo identificados que
apareceram no eletroferograma, podem ser aminoacidos libertados da proteolise das
caseinas por atividade bacteriana segundo IZCO et al (2002).

Estudo realizado em vacas para avaliar mudangas do teor de L- lactato em leite
em relagdo a mastite demonstraram que vacas com sintomas subclinicos com contagem
de células somaticas (CCS) aumentada de 4,5 x 10° para 1 x 10" células/mL
apresentaram teor de lactato 30 vezes maior que o controle (vaca sem sintomas de

mastite), em torno de 3,3 mmol/L. Concentracao de L-lactato excedeu 2.5 mmol/L na
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presenca de alguns tipos de infec¢ao, o nivel da resposta de lactato esta relacionada ao
impacto da infeccdo. Concentragdes de L-lactato eram relativamente elevadas em
amostras de colostro e declinava de 0,8 mmol/L para 0,14 mmol/L apds 5 dias de
lactagdao (DAVIS et al., 2004).

TORMO & 1ZCO (2004) relataram que a maioria dos métodos desenvolvidos de
analise de acidos organicos em produtos lacteos sao métodos de HPLC-IE, usando acido
sulfurico diluido como a fase mével, temperaturas operacionais altas, aproximadamente
60 °C. TORMO & I1ZCO (2004) propuseram um método para deteccdo de acidos
organicos por HPLC-RP, com objetivo de solucionar problemas relatados por alguns
autores no método de HPLC-IE, como trabalhar com altas temperaturas, precos
elevados das colunas de troca idnica, e sobreposi¢ao de picos conforme relatada por
LUES et al (1998). A separacdo era executada em uma coluna C18 (WATERS) 250 mm
x 4,6 mm, 5 m. O pH de uma solugdo de NaH,PO4 20 mmol/L era ajustado para pH
2.20 com acido fosforico. Essa fase mdvel era usada em um gradiente com acetonitrila
que iniciava com 1 % (v/v) e aumentava ao longo da corrida. O detector UV no
comprimento de onda de 210 nm, e o vazdo de 1,5 mL/min. De acordo com seus
resultados, o acido citrico era o acido orgénico presente em maior quantidade no leite
cru. As quantidades de acido citrico encontradas eram ligeiramente mais baixas (6.5
mmol/L) que a faixa normal (7-11 mmol/L) para concentracao total de acido citrico em
leite relatada por LUES et al (1998). Acido latico foi o é4cido organico mais
abundantemente encontrado em iogurte (14509.8 mg/100 g matéria seca) e em queijo
(14601.5 mg/100 g matéria seca). Este acido ¢ o produto final principal da fermentagao
do carboidrato (lactose no caso de leite) através de bactérias laticas. O acido acético €
outro acido organico importante descoberto em iogurte e queijo, provavelmente
formado como produto da fermentagdo, de lactose e acidos citricos (TORMO & 1ZCO,

2004). Os resultados descritos por TORMO & 1ZCO (2004) encontram-se no Quadro 3.
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Quadro 3 - Acidos em leite e em amostras comerciais de iogurte e queijo Arzaa-Ulloa.

Acidos Leite cru logurte Queijo
(mg/100g de matéria seca)

Oxalico - 73,0 £22.7 222+1,4
Férmico - - -
Pirtivico 6,4+0,6 52.5+10,2 46,0 + 4,6
Latico 145,2 £ 19,1 14509,8 £234,8 14601,5 + 1731,2
Acético 86,0 £5,0 469,0 + 122,0 1006,0 + 172,0
Ordtico 87,0+2,0 76,1 +1,1 11,1v 1,1
Citrico 1233,0 £ 21,0 1938,1 £22,1 392,1 £51,1
Succinico - - 182,0 £51,1
Urico 67,4+0,7 67,1+7.9 144+ 1,1
Propidnico - - -
Butirico - - 226,0 +£ 26,0

Fonte: TORMO & 1ZCO (2004)

Estudos por HPLC-RP foram realizados por MARTINS (2006) para identificar
os produtos de fermentacdo formados pela inoculagdo de kefir e do Tibet em amostras
de leite e em amostra comercial de iogurte. Pelos resultados obtidos oito &cidos
organicos foram detectados e identificados na fermentag¢do do leite pelos kefir e do
Tibet ¢ em amostra comercial de iogurte. Foram identificados os acidos latico, oxalico,
piravico, acético, urico, citrico, succinico e formico para amostra de leite fermentado
pelo fungo kefir (MARTINS, 2006).

MARTINS (2006), com objetivo de confirmar o comprimento de onda de
absor¢do dos acidos organicos, usou a espectrofotometria na regido do UV, para
determinar o comprimento de onda de absorbancia maxima. A grande maioria dos
acidos apresentou absorbancia maxima em 210 nm, com exce¢do do acido citrico e
urico. Para estudar as caracteristicas de quatro tipos de iogurte de leite de ovelha
contendo 6.6 %, 3.8 %, 2.3 %, ou 0.9 % de gordura, KAMINARIDES et al (2007)
utilizaram o método de HPLC-IE, com H,SO; 5 mmol/L, vazdo de 0,5 mL/min, e
coluna de troca i0nica, para detectar acidos organicos em leite. O tempo de retengao do
acido latico foi em torno de 16, 93 minutos, e o tempo de reten¢do do acido citrico foi

de 11,6 minutos.
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3.11 - Teor de &cido latico em leite.

Existem algumas contradi¢cdes entre autores nas concentracdes de acido latico
em leite. MARSILI et al (1981) usando método de HPLC-IE encontram quantidade
menor que 0,6 mmol/L de 4cido latico em leite integral, j4 SECHAUD et al (1989)
determinaram uma concentracao de acido latico de 0.92 mmol/L em leite fresco semi-
desnatado.

Usando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a coluna
cromatografica Dionex Ion-Pac ICE-AS 6,9 x 259 mm, MULLIN & EMMONS (1997)
nao detectaram 4cido latico no leite fresco.

Segundo GOMEZ-ALVAREZ et al (1999) a concentragdo de &cido latico
normal em amostras de leite fresco ¢ de aproximadamente 1-2 mmol/L, mas pode
aumentar para 10-20 mmol/L por causa da fermentacdo microbiana. O conteudo de
acido latico em alimentos ¢ regulado pela legislagdo de cada pais, apresentando
diferentes valores.

A quantidade de acido latico em leite encontrada por TORMO & IZCO (2004)
usando HPLC-RP foi de 1,45 mmol/L de acido latico em leite cru.

4 - MATERIAIS E METODOS

4.1-Coleta do leite.

O leite, usado neste experimento, foi proveniente da fazenda modelo do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, localizada em Pedro Leopoldo-
MG, coletado no tanque de equilibrio imediatamente ap6s a ordenha, antes de ser
refrigerado no tanque de expansao.

Numa amostra do leite cru, antes que se iniciasse a fermentacdo, foram
realizadas analises para avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
para a determinacdo da concentragdo inicial real de acido latico no leite por HPLC-IE.

Os parametros fisico-quimicos, avaliados de acordo com a Instru¢do Normativa
n° 68 de 12 de dezembro de 2006 do Ministério da Agricultura Pecuaria e

Abastecimento, foram a acidez titulavel, crioscopia, densidade, gordura. As analises
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microbiologicas para a determina¢dao da contagem de microrganismos totais foram
realizadas conforme a Instrucdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003 do
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. Todas as analises foram realizadas
em triplicatas.

As andlises foram realizadas no Laboratorio Nacional Agropecuario-
LANAGRO-MG, do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento, situado em
Pedro Leopoldo- MG.

As andlises para determinacdo da concentracdo real de 4cido latico foram
realizadas pelo método de HPLC-IE, desenvolvido neste trabalho, em leites fermentados
naturalmente até acidez titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19 ¢ 0,20 % (m/v) expressa em
acido latico.

Leites fermentados naturalmente até acidez titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19 €
0,20 % (m/v) expressa em acido latico, e neutralizados usando hidréxido de sodio, até
acidez titulavel de 0,15 % (m/v), também foram analisados quanto a concentragdo real
de acido latico pelo método HPLC-IE como ilustra a Figura 4.

O leite controle (leite que nao sofreu fermentagdo) foi analisado imediatamente

apos a coleta e nao foi neutralizado.
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Leite cru sem refrigeracdo e coletado imediatamente ap6s a ordenha.

Incubacao do leite a 36° C

A 4

A 4

Leite 0,17% de

Leite 0,16% de
acido latico

Neutralizagdo
para 0,15 % de
acido latico

A

acido latico

Neutralizag¢do
para 0,15 % de
acido latico

A 4

A4

A 4

Leite 0,18% de
acido latico

Neutralizagdo
para 0,15 % de
acido latico

A

Leite 0,19% de
acido latico

Leite 0,20% de

acido latico

acido latico

A

Leite 0,15% de

acido latico

Leite 0,15% de

acido latico

Leite 0,15% de

acido latico

Leite 0,15% de

Neutralizagdo
para 0,15 % de

Neutralizac¢do
para 0,15 % de
acido latico

A 4

acido latico

Leite 0,15% de

Analise em todas as amostras de leites
para determinagdo de acido por HPLC.

acido latico

Analise em todas amostras de leites para
determinagdo de acido por HPLC.

Figura 4 - Fermentagdo e neutralizacdo do leite para determinacdo da concentragdo real de acido latico por HPLC-IE.
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4.2 - Desenvolvimento da metodologia para determinacdo da concentracao real de

&cido latico em leite por HPLC-IE.

Para o desenvolvimento da metodologia para a determinagdo de acido latico em
leite, foram testados como fase modvel o acido sulfurico e o acido fosforico ambos em
concentragdes de 0,01; 0,02 e 0,03 mol/L. Todos os testes para determinar a fase mével
com vazao de 0,7 mL/min, a 65 °C.

Para otimizar a resolucdo do 4cido latico também avaliou-se a adi¢do de
acetonitrila na fase mével nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30 % (m/v) , com
vazdo de 0,7 mL/min, a 65 °C.

Definido o 4cido, a concentracdo deste que seria usado na fase movel, e a
concentragdo de acetonitrila que seria adicionada na fase movel, foram realizadas
analises para determinar a vazdo ideal, na faixa de 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 ¢ 0,8 mL/min.
Nestas analises foi usada temperatura de 65 °C.

Foi estudado também, o efeito da temperatura da coluna para otimizagao
resolugdo da analise de 4cido latico (25, 40, 50, e 65 °C). Para teste de temperatura foi
realizado com a fase movel e fluxo que apresentou maior resolugcdo na separacdo do
acido latico.

Todos os testes para desenvolvimento de metodologia para a determinacao da
concentragdo real de acido latico foi realizado usando um cromatdgrafo para HPLC
modelo Agilent Technologies 1200 Series, com detector G1365D MWD Agilent
Technologies 1200 Series, dotado de coluna de troca i6nica, Aminex- HPX-87H (300 x
7,8mm), para analises de acidos organicos (Bio-Rad), e termostato para controle de

temperatura Agilent Technologies 1100 Series.

4.3 - Fermentacao do leite.

Ap0s a coleta, o leite foi imediatamente incubado a 36 °C e a acidez titulavel foi
determinada em intervalos de 30 minutos, através de titulagdo com NaOH 0,1 mol/L
usando fenoftaleina como indicador, com objetivo de conseguir valores de acidez
titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19 ¢ 0,20 % (m/v) expressa em acido latico.

A titulacdo para a determinagdo de acidez titulavel foi realizada com o auxilio de

uma bureta automatica METROHM, modelo Dosimat 715 de alta precisdo.
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Ao atingir a acidez desejada, a fermentagdo do leite foi imediatamente
interrompida pela adi¢do de 1g de 4cido tricloroacético (TCA) P.A em 49 g de leite, sob
agitacdo constante.

A mistura foi deixada em repouso durante 40 minutos para a precipitacao das
proteinas. Apos este periodo, a amostra foi centrifugada a 2100 x g durante 25 minutos
a 5 °C, seguido de filtragdo do sobrenadante em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi

armazenado a 10 °C.

4.4 - Neutralizacao do leite.

Quando o leite cru alcangou a acidez titulavel de 0,16; 0,17; 0,18; 0,19 ¢ 0,20 %
(m/v) expressa em dacido latico, utilizou-se hidroxido de sédio 10 mol/L para
neutralizagdo até acidez 0,15% (m/v), com o objetivo de simular a adulteragdo realizada
em leite 4cido para reduzir a acidez titulavel.

ApoOs a neutralizacdo do leite foi adicionado 1 g de TCA a 49 g de leite, sob
agitacdo constante.

A mistura foi deixada em repouso durante 40 minutos para a precipitacdo das
proteinas. Apos este periodo, a amostra foi centrifugada a 2100 x g, durante 25 minutos
a 5 °C, seguido de filtragao do sobrenadante em papel de filtro qualitativo. O filtrado foi

armazenado a 10 °C.

4.5 - Preparo do filtrado para a determinacdo da concentracdo real de acido latico
por HPLC-IE.

Uma aliquota de 20 mL do filtrado obtido no preparo da amostra descritos nos
itens 4.3 ¢ 4.4, foi neutralizado com KOH 5 % (m/v) até pH 7,5, e o volume
completado para 50 mL. Seguiu-se a centrifugacao, a 2100 x g, durante 25 minutos para
remog¢ao do precipitado formado. O sobrenadante foi, entdo, filtrado em membrana
millipore de 0,22 um e imediatamente injetado em cromatdgrafo para determinacao da
concentragdo real de acido latico.

A neutralizagdo com KOH 5 % (m/v) tem o objetivo de complementar a
extragdo de residuos insoluveis da amostra. A quantidade de TCA usada ¢ insuficiente

para extragao total dos componentes do leite, porém o aumento da quantidade de TCA
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pode levar a saturagdo dos sitios de ligacdo da coluna de troca idnica, prejudicando

assim a resolu¢ao do acido latico.

A Figura 5 mostra os procedimentos de preparo da amostra, e do filtrado para a

determinagdo da concentragao real de acido latico por HPLC-IE.

Leite

A 4

Fermentagdo para acidez titulavel de 0,16; 0,17;
0,18; 0,19; 0,20 % expressa em acido latico.

l

Precipitacdao com TCA

Filtracdo

l

Centrifugacao

\4

Ajuste de pH

A 4

Acerto de volume

Centrifugacao

Filtracao

A 4

Injecao

Neutralizacdo para acidez titulavel 0,15% de
acido latico usando NaOH 10mol/L

l

Precipitacdo com TCA

Filtracao

l

Centrifugacao

A4

Ajuste de pH

A4

Acerto de volume

Centrifugacao

Filtracao

A 4

Injecao

Figura 5 - Preparo da amostra e do filtrado para a determinagdo da concentragio real de

acido latico por HPLC-IE.
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4.6 - Condic¢bes cromatograficas.

Para determinacdo da concentracdo real de acido latico foi usado um
cromatografo para HPLC modelo Agilent Technologies 1200 Series, com detector
G1365D MWD Agilent Technologies 1200 Series, dotado de coluna de troca idnica,
Aminex- HPX-87H (300 x 7,8mm), para analises de acidos organicos (Bio-Rad), e
termostato para controle de temperatura Agilent Technologies 1100 Series.

Foram injetados 20 pL. de amostra para determinar a concentragdo real de acido
latico em leite, sendo a fase movel H3PO4 0,02 mol/L com 10 % (v/v) de acetonitrila,
pH 2,3, vazao de 0,5 mL/min, a 65 °C, com detec¢ao por UV no comprimento de onda
de 210 nm. A cromatografia transcorreu por 30 minutos e o tempo de reten¢do do acido
latico foi em torno 14.4 minutos.

Os resultados foram integrados usando o sistema Agilent Chemstation for LC

3D System (Agilent Technology).

4.7 - Preparo da curva analitica.

Para calcular a concentragdo real de acido latico na amostra foi utilizada uma
curva analitica a partir de uma solucao de 4cido latico (REAGEM) a 85 % (v/v).

Foram adicionados volumes da solu¢do de 4cido latico a 85 % em leite para
obter os padrdes nas concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 mmol/L de acido latico.

As amostras foram precipitadas adicionando 1g de acido tricloroacético (TCA)
P.A em 49 g de leite, sob agitacao constante.

A mistura foi deixada em repouso durante 40 minutos para a precipitacdo das
proteinas. Em seguida a amostra foi centrifugada a 2100 x g durante 25 minutos a 5 °C.
O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro qualitativo, e o filtrado preparado
conforme a metodologia descrita no item 4.5 e injetado nas condigdes cromatograficas
descritas no item 4.6.

Para construcdo da curva analitica foi levando em consideracdo a presenca de
tracos acido latico endégeno no branco (leite sem adi¢ao de acido latico). Foi diminuido
de todas as concentragdes usadas para a construcao da curva, o valor da concentragdo de
acido latico encontrado no branco.

A curva analitica foi feita com trés repetigdes em triplicata.
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4.8 - Determinacédo do tempo de retencéo do &cido latico.

Para determinagdo do tempo de retencdo foi preparada uma solucdo padrdo de
acido latico em 4gua deionizada e o resultado foi comparado com o padrdo preparado
em leite nas mesmas concentragoes.

O padrao em solugdo aquosa foi filtrado em filtro milipore 0,22 um (MILEX), e
injetado conforme condi¢des cromatograficas descritas no item 4.6.

A curva de calibragdo foi feita em trés repeti¢des em triplicata

4.9 - Determinacdo da recuperacao do &cido latico pelo método de HPLC-IE.

Para verificar a ocorréncia de perda do acido latico no procedimento de extrag@o
adicionou-se 1 g de TCA em 49 g de leite, centrifugou-se a 2100 x g por 25 minutos a 5
°C. O sobrenadante foi filtrado em filtro qualitativo, e no filtrado adicionou-se solugdo
de acido latico 85% para obter as concentragoes de 5, 10, 15, 20, 25 mmol/L. Os
procedimentos seguintes de preparo do filtrado e andlise acorreram conforme descrito
no item 4.5 ¢ 4.6.

Acido latico em concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 mmol/L foram adicionadas
no leite antes do preparo da amostra. Seguiu-se a adicdo de 1 g de TCA em 49 g de
leite, centrifugagdo a 2100 x g por 25 minutos a 5 °C. O sobrenadante foi filtrado em
filtro qualitativo, e o filtrado preparado e injetado conforme descrito no item 4.5 e 4.6.

A comparagao entre os resultados da analise de acido latico obtidos antes e apos

a extracao resultou no calculo da porcentagem de recuperagao.

4.10 - Separacao do acido citrico pelo método HPLC-IE.

Este teste foi realizado com objetivo de verificar se a concentracdo de acido
citrico poderia ser determinada simultaneamente usando o método desenvolvido para a
determinag¢do de acido latico.

Regulamento Técnico para Fixa¢do de Identidade e Qualidade do Leite UHT
aprova a adicao de citrato de sodio no leite, porém o uso em quantidades superiores as
permitidas pode estd ocorrendo. Para efetuar o controle as institui¢des fiscalizadoras
demandam um método um método analitico laboratorial para determinagdo de citrato de

sodio em leite UHT. O uso do método desenvolvido para determinacdo da concentragdo
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de 4cido latico em leite para determinacdo de citrato de s6dio em leite poderia trazer
grandes beneficios.

Uma curva analitica de 4cido citrico P.A. (SIGMA 99%) foi construida a partir
de uma solu¢do padrdo em agua para detectar o tempo de retencdo do acido citrico no

método. As concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/L. foram usados na curva analitica.

4.11 - Separacdo do acido orotico pelo método HPLC-IE.

Este teste foi realizado com objetivo de verificar se a concentracdo de acido
ordtico poderia ser determinada simultaneamente usando o método desenvolvido para a
determinacao de acido latico.

Uma curva analitica de acido ordtico P.A (SIGMA 98%) foi construida
dissolvendo o padrdo em 4gua, para detectar o tempo de reten¢cdo do 4cido ordtico no

método. As concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; e 0,4 g/L foram usados na curva analitica.

4.12 - Estudo da influéncia do &cido orético na quantificacdo de acido citrico pelo
meétodo HPL.C-IE.

Para verificar a influéncia do 4cido orotico na quantificacao de acido citrico pelo
método HPLC-IE, uma curva analitica de acido citrico foi construida dissolvendo os
padrdes em agua nas concentracdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/L, adicionando-se em cada

padrdo 0,01 g/L de &cido ordtico (Quadro 4).

Quadro 4 - Estudo da influencia do acido ordtico na quantificagdo de acido citrico pelo

método HPLC-IE.

Acido citrico (g/L) Acido orético (g/L) Solugdo injetada (acido
orotico + acido citrico)
(g/L)
0,1 0,01 0,1 +0,01
0,2 0,01 0,2+0,01
0,3 0,01 0,3+ 0,01
0,4 0,01 0,4+0,01
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Os resultados encontrados foram comparados com os resultados da analise de solugdes

padrdes de citrato, sem a presenca de acido orotico.

5- RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 - Resultados das analises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite.

As trés amostras de leites coletados em dias diferentes, foram analisados quanto
a sua qualidade fisico-quimica e microbiologica e os resultados encontram-se no
Quadro 5.

Todos os resultados estavam dentro dos padrdes fixados pelo IN 51/2002,
indicando que o leite usado neste experimento foi ordenhado em boas condicdes

higiénicas.

Quadro 5 - Qualidade fisico-quimica ¢ microbioldgica dos leites.

Analises Realizadas 1° coleta* 2° coleta* 3° coleta*
Matéria gorda (g/100g) 3,6+0,1 34+0,1 3,8+0,2
Densidade Relativa 15°C (g/mL) 1,030 + 0,002 1,028 £ 0,001 1,032 + 0,005
Acidez titulavel, expressa em g de 0,15 £0,01 0,15+£0,01 0,15+0,01

acido latico/100 mL de leite
indice Crioscopico °H -0,530°H £ 0,003  -0,530°H+ 0,003 -0,530°H + 0,003

Contagem Padrdo em Placas (CPP), 45X 10*+0,5 3,8X10%0,5 52X 10%0,5
(UFC/mL)

* Média £ Desvio Padrdo

5.2 - Desenvolvimento da metodologia para determinacéo da concentracéo real de

acido latico em leite por HPLC-IE.

O 4cido fosforico 0,02 mol/L apresentou melhor resolugdo para o acido latico, e

maior estabilidade da linha de base que o acido sulfurico.
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Apesar dos bons resultados conseguidos com o uso de acido fosforico 0,02
mol/L, a separagao do acido latico ainda nao foi possivel com boa resolugao.

O melhor resultado foi obtido utilizando-se a fase mdvel adicionada de 10% de
acetonitrila a 65 °C com vazao de 0,5 mL/min 4 65 °C.

CHINNICI et al (2002) estudaram o acido fosforico e sulfirico como fase
movel, com concentragdes variando de 0,002 a 0,2 mol/L, também foram testados
acetonitrila e metanol como modificadores organicos. Devido a estabilidade de linha
base, melhor e mais baixo ruido, os autores escolheram o acido fosforico como melhor
fase movel, e a acetonitrila com melhor modificador organico para determinagdo de

acidos organicos em alimentos.

5.3 - Determinacao da recuperacao do acido latico pelo método de HPLC-IE.

No procedimento analitico ¢ comum a perda de parte do analito durante as varias
etapas de preparo e analise da amostra. No método de analise de acido latico por HPLC-
IE foi feita a comparagdo entre os resultados da concentracdo de &cido latico
encontrados antes e apds a extracdo, e a porcentagem de recuperagdo foi calculada para
cada concentragdo (Quadro 6). A recuperacdo de mais de 99% do analito mostrou que

nao houve perda significativa comprovando a eficiéncia da metodologia empregada.

Quadro 6 - Estudo da recuperagdo do acido latico pelo método de HPLC-IE.

Concentragdo de  Concentragao real de acido Concentragao real de acido

acido latico latico determinada por latico determinada por
HPLC-IE HPLC-IE
" Adicionada antes ¢ Acido latico foi adicionado Acido latico foi adicionado

depois da primeira antes da primeira apods a primeira % de

extragdo (mmol/L) centrifugacdo (mmol/L) *  centrifugacdo (mmol/L) * Recuperagao™
5 5,123 £ 0,125 5,003 + 0,086 99,8
10 9,983 £ 0,096 9,932 +£ 0,102 99,9
15 15,023 £ 0,095 14,963 £ 0,096 99,9
20 20,156 £ 0,105 20,052 £ 0,112 99,8
25 25,058 £ 0,098 24,956 £ 0,108 99,8

* Média £ Desvio Padrio
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5.4 - Determinacdo do tempo de retencao do acido latico.

O tempo de retengdo do 4cido latico no método desenvolvido foi determinado
usando a curva analitica de &cido latico em &gua como pode ser observado no

cromatograma da Figura 6.

— Smumol/L de padrdo de acido latico em dgua
too- == ] (mmol/L de padio de acido latico em dgua
- = 15mmol/L de padrio de acido latico em agua
== 20mmol/L de padrao de acido latico em agua
| —25mmol/L de padrdo de acido latico em agua

B0~

20—

T T { T T T I
g a 10 11 1z 13 14 min

Figura 6 - Curva analitica de acido latico, em agua, nas concentragdes de 5, 10, 15, 20,

25 mmol/L, determinada por HPLC-IE.

O tempo médio de retencdo do acido latico foi de 14,4 minutos. Os demais picos
foram considerados interferentes do padrdo de 4cido latico, pois suas dareas
cromatograficas aumentaram proporcionalmente ao aumento do padrao de acido latico.

A curva analitica de 4cido latico em dgua apresentou coeficiente de regressao de
0,993.

Segundo JENNESS & PATTON (1959) por causa de sua tendéncia em formar
polimeros, o 4cido latico ndo pode ser encontrado em sua forma totalmente pura, o que
pode explicar os picos interferentes.

MARSILI et al. (1981) desenvolvendo um método de determinagdo de 4cidos
organicos em produtos lacteos por cromatografia liquida, observaram que ao injetar os
padrdes de acidos organicos dissolvidos em 4gua, o cromatograma também apresentava

outros picos que ndo eram de interesse (Figura 7). O pico de nimero 4 na Figura 7
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corresponde ao pico do acido latico e neste pode-se observar a presenga de dois picos

interferentes.
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Fonte: MARSILI et al. (1981).
Figura 7 - Cromatograma de padrdes de acidos organicos em agua contendo os

seguintes acidos: (1) acido ordtico, (2) acido citrico, (3) acido piruvico, (4) acido latico,

(5) acido urico, (6) acido acético, (7) acido propidnico, (8) acido butirico.

Ao injetar uma amostra de leite, verificou-se que o cromatograma apresentou

pico de acido latico coincidente com aquele obtido pela aplicagdo do padrdao de acido

latico preparado em agua (Figura 8).

34



= AMOSTRA

_____ PADRAO DE ACIDO LATICO EM AGUA

400 —|

300 —|

200 —|

100 |

0 . s

SPNAV, N JAN

T T T T T
] T8 10 12.5 15 17.5 20 2248 256 min

Figura 8 - Sobreposi¢do de cromatogramas: Amostra de leite sobre padrdo de acido

latico em agua 5 mmol/L.

5.5 - Curva analitica de acido latico em leite.

A Figura 9 mostra os cromatogramas de curva analitica de 4cido latico em leite.
Observa-se que o pico no tempo de reten¢do 14,4 minutos aumenta a sua area
cromatografica proporcionalmente ao aumento do padrdo de acido latico, nas

concentragoes variando de 0 a 25 mmol/L.

| = Branco
60— _
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"c'”’; — 10 mmol/L

20~ = 15 nmumol/L
] 70 :
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| — 25 mmol/L

260 —
200
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Figura 9 - Perfil cromatografico das amostras analisadas para a construgdo da curva

analitica de acido latico em leite.
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Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia na andlise de acido latico com
resposta linear e coeficiente de regressao de 0,9963 para concentragdes de acido latico
variando de 0 a 25 mmol/L (Figura 10). A equacdo da regressdo foi feita subtraindo-se
os valores da concentragdo de 4acido latico encontrado no controle (leite sem

fermentagdo).

7000 -
Y =233,14X - 42,302

6000 - ;
R"=0,9963

5000 -
4000 -
3000 -

Area

2000 -
1000 +

0 T T 1

-1000 0 10 20 30

Concentragao real de acido latico (mmol/L)

Figura 10 - Curva analitica de acido latico em leite.

5.6 - Determinacéo da concentracdo real de acido latico, em leite fermentado com

acidez titulavel variando de 0,15 a 0,20 % (m/v) expressa em acido latico.

O acido latico ¢ um indicador da qualidade do leite, uma vez que ele ¢ oriundo
da fermentacdo do leite por bactérias laticas. Estas bactérias sdo na maioria das vezes
mesofilicas, e ndo fermentam a lactose em temperaturas de refrigeracdo. Alto teor de
acido latico no leite ¢ um indicativo que este produto ndo foi refrigerado apds a ordenha,
€ permaneceu a temperatura ambiente por tempo superior ao prazo estabelecido pela IN
51/2002.

Na determina¢ao da concentracao real de acido latico em leite fermentado, foi
observado o aumento significativo da concentracdo de acido latico proporcionalmente
ao aumento da acidez titulavel do leite.

Segundo ROBINSON (2002) a acidez titulavel do leite aumenta em razao da
fermenta¢do da lactose, por bactérias, levando principalmente a formagdo de acido

latico.
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A Figura 11 mostra o aumento da area cromatografica do pico do acido latico

proporcionalmente ao aumento da acidez titulavel, no intervalo de 13 a 16 minutos.

0,15 g/100mL

0,16 g/100mL
0,17 g/100mL
0,18 g/100mL
0,19 g/100mL
0,20 g/100mL

Figura 11 - Perfil cromatografico ilustrando o aumento da concentracdo real de acido

latico determinada por HPLC-IE durante fermentagao do leite incubado a 36 °C.

Os valores de acidez tituldvel apresentados variando de 0,15 a 0,20 % (m/v)
expresso em acido latico (Figura 11), correspondem a acidez obtida pelo método oficial
do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. A acidez titulavel em leite é
medida em g de acido latico por 100 mL de leite, porém nao representa somente o acido
latico. A acidez titulavel original do leite ¢ advinda de vérios outros compostos
naturalmente presentes no leite, como as caseinas, albuminas, gis carbonico, citrato e
fosfatos. Desta forma, o método de acidez titulavel ndo pode ser usado para a
determinagdo da concentracdo real de acido latico em leite. Além disso, se houver a
adicdo de agentes alcalinos ao leite, a sua acidez tituldvel pode ficar na faixa
considerada normal, mas, na verdade, o leite ser de qualidade ruim, por ter ocorrido
fermentagdo descontrolada com conseqliente producao de acido latico.

Alto teor de acido latico no leite pode ser indicativo de elevada contaminagao
bacteriana e/ou tempo e temperatura inadequado de refrigeracao, que leva a fermentacao
bacteriana da lactose, tendo como produto principal acido latico. Por isto, o
conhecimento da concentragdo real de 4cido latico em leite ¢ muito importante.

O método de HPLC-IE mostrou-se um método apropriado para medir a

qualidade do leite, pois determinou a concentragao real de acido latico, que ¢ um
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indicativo da qualidade microbiolégica do leite. Portanto, ¢ mais indicado que a
determinagdo da acidez total pelo método oficial. O método de HPLC-IE possibilitou
determinar a concentracdo real de acido latico em varios pontos de fermentagdo do leite.

Além do aumento da area cromatografica do pico do acido latico, outros picos
também modificaram suas areas, alguns aumentaram proporcionalmente a fermentagao
do leite, outros diminuiram.

A fermentacdo do leite pode decompor outros produtos que ndo a lactose, como
o citrato (TORMO & IZCO, 2004), e o acido ordtico (JENNESS & PATTON, 1959). O
crescimento bacteriano pode gerar como produto de decomposi¢do outros acidos
organicos como o0 acético, o piravico, o formico e o butirico. Porém, o &cido latico ¢ o
principal composto formado, e a lactose € o principal composto metabolizado.

A Figura 12 mostra os cromatogramas completos da fermentagdo do leite.
Observou-se o aumento das dreas cromatograficas de alguns outros picos, ¢ diminui¢do
da area de outros, indicando que durante a fermentacdo alguns compostos além da
lactose sao consumidos, e alguns compostos além do acido latico sdo formados.

Em razdo do desconhecimento dos compostos correspondente aos demais picos,
ndo foi possivel afirmar neste trabalho quais compostos foram consumidos ou

produzidos pela fermentagdo lactea.

— 0,15 g/100mL

. — 0,16 ¢/100mL
: — 0.17 g/100mL
Ly — 0,18 g/100mL
— 0,19 2/100mL

— 0,20 g/100mL

100 |

|

5 75 10 12.5 15 17.5 20 225 25 min

Figura 12 - Perfil cromatografico de amostras com acidez titulavel de 0,15 a 0,20 %

(m/v) expresso em acido latico obtidos por HPLC-IE.
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A Figura 13 mostra a relagdo existente entre o aumento da acidez titulavel do
leite durante a fermentagdo, e a concentragdo real de acido latico determinada por
HPLC-IE.

Pode-se observa na Figura 13 que a acidez titulavel ndo determina somente a
concentragdo de acido latico, e sim todos os compostos titulaveis do leite. Porém, o
maior responsavel pelo aumento da acidez titulavel durante a fermentacao do leite € o

acido latico.

= = N N
o (63} o (631
I I I |

6}
\

Concentracao real de acido latico em mmol/L

O I I I 1
0,14 0,16 0,18 0,2 0,22

Teor de fermentacgédo do leite expressa acido latico (g/100mL)

Figura 13 - Relagao entre concentragao de acido latico determinada pelo método de

acidez tituldvel (==) e concentracao de acido latico determinada por HPLC-IE (==).

O Quadro 7 mostra a concentragdo real de acido latico nas amostras calculada a
partir de uma curva analitica em cada ponto da fermentagao.

A concentragdo real de 4cido latico em leite fresco encontrado pelo método de
HPLC-IE ¢ aproximadamente 4,4 mmol/L (Quadro 7). Sabe-se que a concentragdo varia
de acordo com a qualidade do leite, raga do animal, alimentagdo, presenca de mastite,
podendo também variar de uma regido para outra. Além disso, ainda existem variaveis
operacionais dos diferentes métodos usados pelos autores para determinar a

concentragdo real de acido latico.
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SECHAUD et al (1989) determinaram que a concentragdo real de acido latico
em leite fresco semi-desnatado ¢ 0.92 mmol/L.

Usando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a coluna
cromatografica Dionex lon-Pac ICE-AS 6,9 x 259 mm MULLIN & EMMONS (1997)
nao detectaram acido latico no leite fresco. No entanto a quantidade de acido latico em
leite cru encontrada por TORMO & IZCO (2004) usando HPLC-RP foi de 1,45 mmol/L

de acido latico em leite cru.
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uadro 7 - Acidez titulavel antes e apoOs a fermentacao até atingir 0,20 % expresso em
Q p ¢ g p

acido latico, e concentracgao real de acido latico determinada por HPLC-IE.

Concentracéo real de acido

Acidez titulavel latico em mmol/L Desvio Padréo das
(9/100 mL) Repeticoes (média das triplicatas) triplicatas
branco (0,154) 1 4,322 0,100
branco (0,155) 2 4,381 0,008
branco (0,156) 3 4,465 0,104
0,164 1 4,797 0,320
0,163 2 4,883 0,233
0,161 3 5,152 0,056
0,179 1 7,255 0,100
0,177 2 7,573 0,047
0,176 3 7,434 0,040
0,182 1 7,867 0,240
0,180 2 7,992 0,032
0,180 3 7,861 0,029
0,190 1 8,943 0,022
0,191 2 9,142 0,184
0,193 3 9,211 0,071
0,200 1 10,613 0,047
0,201 2 10,782 0,036
0,201 3 10,772 0,048
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5.7 - Correlacdo entre a acidez titulavel e a concentracao real de acido latico

determinada pelo método HPLC-IE.

A concentragdo real de acido latico do leite cru determinada pelo método HPLC-IE
apresentou correlacdo linear com o aumento da sua acidez tituldvel, durante a
fermentagdo do leite mantido a temperatura de 36°C, em acidez titulavel variando de

0,152 0,20 % (m/v) expresso em acido latico (Quadro 8).

Quadro 8 - Resultado da acidez titulavel e da concentragao real de acido latico

determinada pelo método de HPLC-IE.

Método de Acidez Titulavel Método HPLC-IE
Tempo médio de Concentracdo de acido laticoem  Concentragdo de acido
fermentagdo a 36 °C (g/100mL) * latico (mmol/L)*
0 horas 0,155+ 0,001 4,386 + 0,060
4 horas 0,163 +0,001 4,940 + 0,184
7 horas 0,177 £0,001 7,418 £ 0,157
8 horas 0,181 £0,001 7,904 + 0,076
8,5 horas 0,191 +0,001 9,096 + 0,689
9 horas 0,201 + 0,005 10,719 £ 0,863

* Média £ Desvio Padrio

Na Figura 14 encontra-se a curva de regressdo entre a acidez titulavel e a
concentragdo real de 4cido latico no leite determinada pelo método HPLC-IE. A
correlacdo linear foi identificada com coeficiente de regressao de 0,992.

O valor do coeficiente de regressao linear proximo a 1, indica que a variagdo da
concentragdo de 4cido latico em mmol/L (método HPLC-IE) varia em funcdo da

concentra¢do da acidez titulavel com alta correlacao.
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Figura 14 - Regressdo Linear da correlagao entre a acidez titulavel e a

concentragdo de acido latico determinada pelo método HPLC-IE.

De acordo a equacdo da regressao linear entre a acidez expressa em porcentagem
de acido latico determinada pelo método de acidez tituldvel e a concentracao real de
acido latico, determinada pelo método HPLC-IE, um leite com acidez titulavel de 0,18
% de acido latico, limite méaximo permitido pela IN 51/2002, correspondeu a
concentragdo de 8 mmol/L de acido latico real. Dessa forma, esta concentragdo poderia
ser, como sugestdo, a concentragdo maxima real de acido latico no leite cru, no leite
pasteurizado, no leite UHT, e no leite em pd apds reconstituigao.

A correlacdo existente entre a acidez titulavel e a concentracdo de acido latico
determinada pelo método HPLC-IE, pode ser usada para detectar a presenca de
neutralizantes em leite. Por exemplo, um leite com concentracdo de acido latico de
7,418 mmol/L, deve apresentar acidez titulavel em torno de 0,178 g/100 mL de acido
latico, caso isto ndo aconteca, € a acidez titulavel seja menor do que 0,178 g/100 mL,
isto podera ser considerado um indicativo de fraude com uso de neutralizantes no leite.

A neutralizagdo do leite com acidez titulavel 0,16 a 0,20% (m/v) expresso em
acido latico, para 0,15 % (m/v) ndo interferiu na determinagdo da concentragdo real de

acido latico pelo método de HPLC-IE (Quadro 9).
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Quadro 9 - Correlagdo entre a acidez titulavel e a concentragao real de acido latico

determinada pelo método HPLC-IE em leites neutralizados.

Tempo médio de

Método Acidez Titulavel

Método de HPLC-IE

Concentracdo de acido laticoem  Concentragdo real de acido

fermentagdo a 36 °C g/100mL * latico mmol/L *
0 horas 0,155 +£0,001 4,386 + 0,060

4 horas 0,153 +0,05 5,170 + 0,040

7 horas 0,158 £0,001 7,719 £0,112

8 horas 0,150 +£0,001 8,270 +0,082

8,5 horas 0,148 +0,001 9,741 £ 0,065

9 horas 0,151 £ 0,005 11,291 £ 0,007

* Média + Desvio Padrao

5.8 - Determinacao da concentracao real de acido latico em leite fermentado de
0,16 a 0,20 % (m/v) expresso em &cido latico e neutralizado para 0,15 % (m/v) com
NaOH 10 mol/L.

O método oficial do Ministério da Agricultura para determinacdo da acidez do
leite ndo detecta a concentracdo real de acido latico, ¢ sim a acidez titulavel, nao sendo
bom indicativo da qualidade do leite. Além disso, a acidez titulavel elevada do leite
pode ser mascarada pelo uso ilegal de neutralizantes de acidez, ndo sendo assim
detectada no método de acidez titulavel do leite a mé& qualidade do produto. Por
exemplo, se o leite com acidez titulavel de 0,19 % de 4cido latico for neutralizado com
hidroxido de s6dio (NaOH) para 0,15 %, o método oficial de determinacdo de acidez do
Ministério da Agricultura considerard este produto como adequado para o consumo,
pois o teor de acidez detectado por ele sera de 0,15 % de acido latico, e ndo o teor
verdadeiro que ¢ de 0,19 % de acido latico. Isto acontece porque o método de acidez
tituldvel ndo consegue identificar a acidez elevada do produto apdés o uso de
neutralizantes.

A concentragao real de acido latico nos leites fermentados sem neutralizantes foi

comparada com a concentracao real de 4acido latico dos leites fermentados e
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neutralizados (Figura 15). Observa-se sobreposi¢ao dos picos de 0,16; 0,17; 018; 0,19;
0,20 % (m/v) expressa em acido latico, nas formas nao neutralizadas e ap6s a adicao de

neutralizantes para corre¢do de acidez titulavel.

45



bl e

maass 4 R

_— e

- I — 0. 16% de acido latico =] | 0.17%6 de acido labico
| l\ —_— 0, 16%0 de acido latico neutralizado | | i —_— 0.17% de acido latico neutralizado
- - '
| |
‘ I I |
= |. . 1
1 I | 1
| | = !
] |
| P
o = | il
| (\ . A ,. ~
L] u\,.__ /\fv\_ P - ~ N\ _

=% i = e - T - wa - s .

ey g ey e RIAR) 1 3. B gm 240 R § S0 AR BILTA, 1 (DM MCREE ALTALDE 19 SOANTA FORUITY HEUT 5 TRIFZ D)
I Y e e e g e T i
=l -wa- P .-
= | | —_— 0. 18%¢ de acudo latico " — 0, 19% de acide latico
- I —_— 1.18% de acido latico neutralizaclo m — 0,19% de acido latico neutralizade
| | -
—7] | " ;m- ‘
- Frol o 1
= | ({l o 1,] |
1 1
| r | 1§ wcl-E -!I ] -!I
1‘ “"; 1‘-\, 1 I
4 \ M—J\-‘r\"\ﬁ__m«___ A IS "V Y, VA W =N
. i — 0, 20%% de acido litico
il —_— (12020 de acido latico nentralizacdo
- | il
i
- |
|
|
e [
n
W
L !r ._Il\' | !'l';I
. S AV A U Y A
Sl B . P ————

Figura 15 - Sobreposi¢ao dos cromatogramas por HPLC-IE obtidos de leite fermentados e leite fermentado neutralizados, com

acidez titulavel variando 0,15 % a 0,20 % (m/v) expresso em acido latico.

46



Foi evidente desta forma que a presenca de neutralizante nao impede a
determina¢do da concentragdo real do acido latico pelo método de HPLC-IE.

Além do método de HPLC-IE ser apropriado para determinacdo da qualidade do
leite, por medir a concentragdo real de acido latico, e ndo a acidez total do leite como
mede o método de acidez titulavel, o método de HPLC-IE nao pode ser fraudado pelo
uso de neutralizantes. Ou seja, leite com 0,19 % de acido latico, mesmo neutralizado
com hidréxido de sodio para acidez titulavel de 0,15 %, apresentard um pico com area
cromatografica relativa a concentragdo de acido latico do leite com 0,19 % de acido
latico no método de HPLC-IE. Se fosse usado o método de acidez titulavel, o leite ndo
seria condenado, pois a acidez encontrada seria de 0,15 % de acido latico, e nao a acidez
titulavel original de 0,19 % de 4cido latico, antes da adi¢do do hidroxido de sédio.

O Quadro 10 mostra a concentragdo de acido latico em cada ponto da
fermentacdo determinada pelo método de HPLC-IE em leites fermentados, e

fermentados neutralizados.
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Quadro 10 - Concentracdo de acido latico em leite fermentado e leite fermentado

neutralizado determinado por HPLC-IE.

FERMENTADO
FERMENTADO NEUTRALIZDO

Acidez Titulavel Concentracao de acido latico Concentracao de acido latico

(g/100mL) Repeticoes mmol/L * mmol/L *
0,164 1 4,790 + 0,321 5,194 £ 0,056
0,163 2 4,883 £ 0,233 5,193 £ 0,206
0,161 3 5,146 £ 0,057 5,124 £ 0,051
0,179 1 7,254 £ 0,101 7,770 £ 0,081
0,177 2 7,568 £ 0,047 7,584 £ 0,081
0,176 3 7,434 £ 0,041 7,803 £ 0,495
0,182 1 7,861+ 0,240 8,371 £ 0,091
0,180 2 7,993 £ 0,032 8,230 £ 0,009
0,180 3 7,859 £ 0,030 8,210 £ 0,165
0,190 1 9,542 +£ 0,023 9,719 £ 0,219
0,191 2 9,140 £ 0,185 9,810 £ 0,368
0,193 3 9,208 £ 0,071 9,696 + 0,325
0,200 1 10,612 + 0,048 11,300 £ 0,053
0,201 2 10,780 + 0,037 11,289 £ 0,007
0,201 3 10,766 £ 0,049 11,285 +£ 0,045

* Média das triplicatas + Desvio Padrao

De acordo com os resultados da comparagdao pareada de média pelo teste de

Tukey a 5 % de probabilidade, ndo existe diferenca estatistica significativa entre a

concentragdo real de acido latico nas amostras fermentadas e a concentragdo real de

acido latico das amostras fermentadas e neutralizadas.

Apesar de ndo existir diferenga significativa entre a concentragdo real de acido

latico nas amostras fermentadas e fermentadas e neutralizadas, um pequeno aumento da

concentragdo real de acido latico foi observado no leite fermentado neutralizado. Este

aumento pode ser explicado pelo maior tempo gasto no preparo das amostras

fermentadas e neutralizadas em relacdo as amostras fermentadas. O tempo gasto para

corre¢do da acidez titulavel do leite fermentado com NaOH, pode contribuir para que as
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bactérias continuarem fermentando o leite, causando assim este pequeno aumento da
concentracao de acido latico.

A alcalinidade das cinzas ¢ o método quantitativo oficial do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento para detectar presencas de neutralizantes,
segundo a Instrugao Normativa n°® 68 de 12 de dezembro de 2006. Este método pode
indicar a adicdo ilegal de substincias alcalinas ao leite 4cido para reduzir a sua acidez
titulavel até concentracdes permitidas pela legislagdo. Entre as substancias alcalinas
usadas ilegalmente pode-se citar o hidroxido de sddio e o bicarbonato de sodio. O teste
de alcalinidade das cinzas, so ¢ aplicavel ao leite cru e ao leite pasteurizado, e ndo pode
servir de parametro para reprovar o leite UHT, devido a permissao da adi¢do de citrato
ao leite UHT. Esta substancia aumenta a concentragdo de substancias alcalinas nas

cinzas do leite.

5.9 - Separacdo do &cido citrico e acido ordtico

O 4cido citrico ¢ um acido organico de grande importincia no leite, seja como
produto natural deste, ou como adicionado como parte do processo de producdo de leite
UHT (Ultra-high temperature).

Como pode ser observado na Figura 16, foi possivel obter pelo método HPLC-IE
desenvolvido neste trabalho a deteccdo do 4cido citrico, com tempo de retencao de 9,3

minutos.

maAl - .
so-| —— (0.4g/L de acido citrico

| =—— 0.3g/L de acido citrico
w0 = 0.2g/L dedcido citrico

| —— 0.12/L de acido citrico
400 -]
300 -]

200

100 -]

;

T T T T { T T T T
1 z ke 4 5 L] 7 2 a mir

Figura 16 — Cromatograma das amostras de acido citrico nas concentragdes de 0,1 ;

0,2;0,3; 0,4 g/L, preparadas em agua, obtido por HPLC-IE.
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O Quadro 11 mostra as dareas cromatograficas encontradas nas varias
concentragdes de acido citrico usadas como pontos da curva.

O coeficiente de regressdo linear foi de 0,999, e a equacdo de regressao foi Y =
2348,7X + 74,181.

Quadro 11 - Curva analitica de acido citrico em égua desionizada.

Acido citrico (g/L) Area *
0,1 2409,30 £ 47,60
0,2 4840,88 £ 46,22
0,3 7022,48 + 195,97
0,4 9511,14 £ 276,54

* Média £ Desvio Padrio

A quantidade de acido ordtico em leite depende da origem da vaca, dieta, e
lactacdo. Ele ¢ um produto intermediario da sintese de nucleotideos, e ¢ um fator de
crescimento para culturas de iogurte, pois ocorre uma diminui¢ao no contetido de acido
orotico durante a fabricagdo e armazenamento de iogurte (TORMO & 1ZCO, 2004). O
leite apresenta aproximadamente 8 mg/100 mL do 4cido orotico (JENNESS &
PATTON, 1959).

O 4cido ordtico pode ser separado pelo método de HPLC-IE desenvolvido neste
trabalho (Figura 17), porém ele possui tempo de retencdo muito proéximo ao acido
citrico e com isso pode haver sobreposi¢ao dos dois picos no cromatograma quando

ambos estiverem presentes.

mAU |

| =—— 0.4g/L de acido orotico
2000 -

| — 0,3g/L de acido ordtico
1750:

| = 0.2g/L de acido orético

1500_; —— 0.1g/L de acido ordtico
1250{
1UUU—:
750—:
500—:

250

a-

T T T T T T T T T
1 2 2 a4 & =] 7 2 a min

Figura 17 - Cromatograma por HPLC-IE das amostras de acido ordtico em agua

deionizada nas concentracdes de 0,1 ; 0,2; 0,3; 0,4 g/L.
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O Quadro 12 mostra as dareas cromatograficas encontradas nas varias

concentragdes de acido orotico usadas como pontos da curva

Quadro 12 - Curva analitica de acido ordtico em agua deionizada.

Acido orotico (g/L) Area*
0,1 10535,34 + 158,26
0,2 20188,05+ 286,35
0,3 28456,45 + 562,12
0,4 34216,95 + 358,28

* Média + Desvio Padrao

Ao se comparar os valores das areas cromatograficas relativas as concentragdes
de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/L de &cido ordtico apresentados no Quadro 12, com os valores das
areas relativas as concentragoes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/L de 4cido citrico apresentados no
Quadro 11 pode-se observar que o acido ordtico tem maior absorbancia a 210 nm
quando comparado com o acido citrico.

MARTINS (2006), com objetivo de confirmar o comprimento de onda de
absor¢do dos acidos orgéanicos, usou a espectrofotometria na regido do UV, para
determinar o comprimento de onda de absorbancia maxima. A grande maioria dos
acidos apresentou absorbancia maxima em 210 nm, com exce¢do do acido citrico e
urico.

Na andlise pelo método de HPLC-IE dos padrdes contendo &cido citrico nas
concentragdes de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 g/L, adicionada em todos os pontos de 0,01 g/L. de

acido orodtico, observou-se a sobreposicao dos picos (Figura 18).
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Figura 18 - Cromatograma por HPLC-IE das amostras contendo concentragoes de 0,1 ;

0,2; 0,3; 0,4 g/LL de acido citrico adicionada de 0,01g/L de acido orético.

Como pode ser observado, nao foi possivel resolver o 4cido citrico e o acido

orotico nas condigdes testadas em razdo da proximidade dos seus tempos de retencao.

6 - CONCLUSAO

Foi desenvolvido um método de andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com exclusdo i6nica (HPLC-IE) para determinar a concentragdo real de acido
latico do leite. O 4cido latico apresentou resolucdo completa em relacdo a todos os
outros compostos presentes nos cromatogramas de amostras, eluindo no tempo de 14,2
minutos.

A concentragdo real de acido latico do leite cru, apresentou correlagdo linear
com o aumento da sua acidez titulavel, quando este foi mantido a temperatura de 36°C.

A regressao linear dos resultados da concentragdo real de dacido latico
determinado pelo método HPLC-IE com o método da determinacdo da acidez titulavel
apresentou correlacdo de 0,9929 %, indicando que o método ¢ capaz de determinar o
aumento da acidez do leite devido a fermenta¢do descontrolada ao ser estocado a
temperatura ambiente. O método ainda apresentou a mesma correlacdo quando a acidez
titulavel foi reduzida de até 0,20 %, expressa em 4cido latico, para 0,15 %, pois essa

reducdo ndo afeta a concentragdo real do acido latico do leite.
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Dessa forma, o método desenvolvido pode ser usado para determinar se o leite
sofreu fermentagao acidificante descontrolada, mesmo se sua acidez titulavel tiver sido
parcialmente reduzida, para os valores normais, por compostos alcalinizantes, como o

hidréxido de sodio e o bicarbonato de soddio.
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