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Relatério Descritivo de Patente de Invencao

KIT E METODO PARA IDENTIFICACAO DE LEITE INSTAVEL NAO ACIDO

Campo da Invencao

[0001]A presente invengao descreve kits e métodos para identificacéo de leite

instavel ndo acido. A presente invencgao se situa no campo da quimica.

Antecedentes da Invencao

[0002]A industria lactea atualmente utiliza o teste do etanol para predizer a
estabilidade térmica e a acidez do leite, no entanto este teste ndo é capaz de
diferenciar o leite com caseina instavel (LINA) do leite acido. Os dois tipos de
leite apresentam o mesmo comportamento frente ao teste do etanol, sendo
impossivel por este teste diferenciar o LINA do leite acido.

[0003]O teste de etanol é usado para diferenciar o leite normal do leite acido. O
resultado positivo ao teste do etanol é visivel e, produz precipitagcdes da micela
de caseina quando em contato com etanol. A interpretacdo nao correta do
resultado ao teste do etanol faz com que grandes quantidades de leite sejam
descartadas, ja que o LINA é interpretado erroneamente como sendo leite
acido. A composicdo fisico-quimica, células somaticas, pH, acidez Dornic,
contagem bacteriana total do LINA estdo dentro dos parametros exigidos pela
legislagao IN62 (Brasil, 2011).

[0004]O descarte indevido do leite instavel ndo acido tem prejudicado o
produtor rural por ter seu leite descartado e, a industria que perde produto de
6tima qualidade. O LINA por possuir caseina instavel, apresenta um fator
positivo para o processamento de queijos e iogurtes sendo esta caracteristica
além de desejavel, primordial para o processamento destes lacteos. A
temperatura utilizada na pasteurizagao € indicada para o processamento do
LINA pela industria, assim o LINA pode ser comercializado de forma in natura
ou na forma de derivados lacteos, garantindo a seguranca alimentar do

consumidor. O leite estavel por possuir a micela de caseina resistente a altas
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temperaturas e por isso pode ser utilizado no processo Ultra High Temperature
(UHT).

[0005]Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientifica e patentaria,
foram encontrados os seguintes documentos que tratam sobre o tema:

[0006]O artigo “Incidéncia de leite instavel ndo acido (LINA) em uma
microbacia leiteira no estado do espirito santo” publicado em 2011, revela uso
de EDTA para reduzir a disponibilidade do calcio total no leite e proporcionar
uma maior estabilidade do leite ao etanol. Entretanto o documento n&o
identifica o leite instavel n&o acido presente no leite.

[0007]0O artigo “ACIDEZ TITULAVEL” publicado pela EMBRAPA, revela o teste
de acidez titulavel usado para detectar o leite instavel ndo acido (LINA) através
de uma substancia basica, o hidroxido de sodio, e uma substancia indicadora,
a fenolftaleina. Entretanto, o documento ndo apresenta dados para uma
otimizacdo da detecgao do leite instavel ndo acido.

[0008]Dessa forma, devem ser encontradas formas simples e eficientes de
identificacdo do leite instavel nao acido (LINA) que contribuam para evitar o
descarte indevido do mesmo.

[0009]Assim, do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram
encontrados documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da
presente invencdo, de forma que a solugado aqui proposta possui novidade e
atividade inventiva frente ao estado da técnica.

Sumario da Invencgao

[0010]Dessa forma, a presente invencdo tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir de concretizagdes de kits e
meétodos para identificacdo de leite instavel ndo acido (LINA). O conceito
inventivo comum a todos os contextos de protecdo reivindicados sao kits e
métodos que atuam na identificacdo de leite instavel ndo acido em
diferenciacao ao leite normal e o leite com acidez inadequada (pH muito baixo).
[0011]Como primeiro objeto, a invencgéo apresenta um Kit para identificagdo de

leite instavel ndo acido compreendido por uma mistura de indicadores de pH.
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[0012]Como segundo objeto, a invengdo apresenta um método para
identificacdo de leite instavel ndo acido, compreendido:

a) coleta de uma aliquota de leite

b) realizacdo do teste de etanol 72% (v/v) com a aliquota de leite
coletada na etapa a);

c) coleta de uma nova aliquota de leite; e

d) adicdo do kit para identificacdo de LINA compreendido por uma
mistura de indicadores de pH a aliquota coletada na etapa c).
[0013]Como terceiro objeto, a presente invengdo apresenta um kit para
identificacdo de leite instavel ndo acido compreendido por um recipiente
contendo agua e pelo menos um ion quelante.
[0014]Como quarto objeto, a presente invengao apresenta um método para
identificacédo de leite instavel ndo acido compreendido:

a) coleta de uma aliquota de leite;

b) realizacdo do teste de etanol 72% (v/iv) com a aliquota de leite
coletada na etapa a); e

c) a adicdo do kit de identificacdo de leite instavel ndo acido
compreendido por um recipiente contendo agua e pelo menos um ion quelante
a aliquota de leite obtida na etapa b).
[0015]Como quinto objeto, a presente invencdo apresenta um kit para
identificacédo de leite instavel ndo acido compreendendo 1,8mL de NaOH N/9 e
fenolftaleina, preferencialmente 3 a 4 gotas fenolftaleina.
[0016]Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reprodugéo na descricdo a seguir.

Breve Descricdo das Fiquras

[0017]Com o intuito de melhor definir e esclarecer o conteudo do presente

pedido de patente € apresentado as presentes figuras:
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[0018]A figura 1 mostra o teste ao etanol com resultado positivo em LINA (A-B)
e Leite acido (C-D).

[0019]A figura 2 mostra a re-solubilizagao dos coagulos de A e B apés a adi¢cao
do Kit EDTA

[0020]A figura 3 mostra o acidimetro de Dornic.

[0021]A figura 4 mostra a titulagdo, com solugédo titulante de NaOH N/9 com a
alteragao de cor da solugao para réseo.

[0022] A figura 5 mostra resultados do teste indicador misto.

[0023]A figura 6 mostra resultados do teste indicador misto.

Descricdao Detalhada da Invencao

[0024]A possibilidade de identificacao de leite instavel ndo acido (LINA) em
diferenciacdo ao leite normal e o leite acido permite que o LINA ndo seja
descartado indevidamente, o qual pode ser aproveitado pelo produtor rural e a
pela industria. O LINA por possuir caseina instavel, apresenta um fator positivo
para o processamento de queijos e iogurtes sendo esta caracteristica além de
desejavel, primordial para o processamento destes lacteos.

[0025]Em um primeiro objeto, Kit para identificagao de leite instavel ndo acido,
a presente invengao apresenta uma mistura de indicadores de pH.

[0026]Em uma concretizacdo, a mistura de indicadores de pH apresenta faixa
de pH de variagao de cor proximo a 5,2a6,8;6,8a8,2e6,0a7,6.

[0027]Em uma concretizagao, a mistura de indicadores de pH é uma mistura
de vermelho fenol e o purpura de bromocresol.

[0028]Em uma concretizacdo, a mistura de indicadores de pH é preparada com
uma parte de vermelho fenol e duas partes de purpura de bromocresol em
proporcao massica.

[0029]Em um segundo objeto, método para identificagcdo de leite instavel nao
acido, compreendendo:

a) coleta de uma aliquota de leite



5/11

b) realizagdo do teste de etanol 72% (v/v) com a aliquota de leite
coletada na etapa a);

c) coleta de uma nova aliquota de leite; e

d) adicdo do kit para identificacdo de LINA compreendido por uma
mistura de indicadores de pH a aliquota coletada na etapa c).
[0030]Em uma concretizagdo, a quantidade do indicador misto € de 150 pL.
[0031]Em um terceiro objeto, Kit para identificagdo de leite instavel ndo acido,
a presente invengdo compreende um recipiente contendo agua e pelo menos
um ion quelante.
[0032]Em uma concretizacgao, o} ion quelante e o} sal
dihidrogenoetilenodiaminotetracetato de dissédico.
[0033]Em uma concretizagdo, a quantidade do ion quelante € de 50uL a 250
mM.
[0034]Em um quarto objeto, método para identificagdo de leite instavel ndo
acido compreendendo:

a) coleta de uma aliquota de leite;

b) realizagédo do teste de etanol 72% (v/v) com a aliquota de leite obtida
na etapa a); e

c) a adicdo do kit de identificagdo de leite instavel ndo acido que
compreende um recipiente contendo agua e pelo menos um ion quelante a
aliquota de leite obtida na etapa b).
[0035]Em uma concretizagéo, as etapas b) e c) definidas acima sdo realizadas
simultaneamente.
[0036]Em um quinto objeto, kit para identificacdo de leite instavel ndo acido, a
presente invencdo compreende 1,8mL de NaOH N/9 e fenolftaleina,
preferencialmente 3 a 4 gotas fenolftaleina.
[0037]Em uma concretizagao, a fenolftaleina possui 1% (m/v).
[0038]Faixa de pH de mudanca de cor

[0039]No contexto da presente invengao, o termo “faixa de pH de mudanga de

cor” deve ser entendido como uma faixa de valor de pH onde ocorra o ponto de
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viragem do indicador mostrado por uma mudanga visivel de cor permitindo uma
estimativa do valor de pH do meio.

[0040]Quelante

[0041]No contexto da presente invencdo, o termo “Quelante” pode ser
entendido como uma substancia que forma complexos através da conjugagéo
por ligagdes covalentes coordenadas com cations metalicos.

[0042]Aliquota

[0043]No contexto da presente invencdo, o termo “Aliquota” pode ser
entendido como uma fragdo da quantidade total de leite.

[0044]Teste de etanol 72% (v/v)

[0045] “Teste de etanol 72% (v/v)” se refere ao teste de etanol que segue a
legislagao vigente IN 62 (BRASIL, 2011). Sdo misturados 2 mL de leite e 2 mL

de etanol no minimo 72% (v/v) e agitados, em seguida se houver a formagao

de coagulos, o resultado € considerado positivo ao teste de etanol.

[0046]0s exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a inveng¢ao, contudo sem limitar, o
escopo da mesma.

Exemplo 1.

[0047]0 primeiro exemplo consiste na identificagao de leite instavel ndo acido
(LINA) através de um Kit contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), é
0 quelante mais importante porque forma complexos extremamente estaveis
com metais. O kit € manipulado em forma de solugdo contendo agua
deionizada e o sal dihidronenoetilenodiaminotetracetato de dissédico (EDTA-
Na).

[0048]0 EDTA na forma de acido ou sal dissoddico pode ser obtido em alto grau
de pureza, podendo ser usado como padrao primario, porém, se necessario
pode ser padronizado contra solugdo padrdao de zinco. Abaixo a estrutura do
EDTA, um acido poliprotico com pKa1l = 2,0; pKa2= 2,7; pKa3= 6,2 e pKa4=
10,3.
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HOOC—CH, /CH;—COOH

:N—CH,— CH;— N:
HOOC—CH _,_/ \cH 5—COOH

[0049]Este € um acido tetracarboxilico, possuindo quatro hidrogénios
ionizaveis, sendo simplificadamente representado por H4Y. A reagdo com ion
metalico pode ser genericamente representa por:
M™ + 4 > My®—4

[0050]Na complexagao de ions metalicos com EDTA, a sua espécie ativa é o
ion y* cuja concentracdo depende do pH. Pois, somente em solucdo
nitidamente alcalina o EDTA se encontra presente predominantemente na
forma de iony™®, com o aumento da concentragdo de ion de hidrogénio, cai a
concentracao da espécie y'4’ ou seja, a concentragdo do ion y'4 diminui com o
decréscimo do pH. Abaixo a estrutura mostra os atomos que possuem pares de
elétrons que formam as ligacdes covalentes coordenadas com os orbitais

disponiveis dos metais. As setas representam os atomos ligantes.

HO O H

H i

- H — % o
% |:/ 1|1 :|1 \l P
o " Seg gt g
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[0051]Os ions metalicos (M) substituem os ions hidrogénios de dois ou mais
grupos carboxilicos. Portanto, o pH da solugcdo é importante na titulacdo. Em

pH elevado, o quelato estd mais dissociado (ion em maior quantidade — menos
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protonado) na solugdo, e a deteccdo do ponto final da titulagdo €& mais
pronunciado.
[0052]O sal dissédico (EDTA = Y*) forma um quelato 1:1 com muitos metais

de transicdo, conforme a estrutura abaixo:

| a-ap

[0053]A instabilidade do LINA é causada pelo calcio idnico. Portanto, o EDTA,
por ser um agente sequestrante de metais, forma ligacdes estaveis com os
ions calcio, inertizando estes ions e evitando a instabilidade da caseina. O
EDTA presente no kit, quando em contato com o LINA, sequestra o calcio
iGbnico responsavel pela instabilidade da caseina do LINA e ndo possui efeito
sobre o leite acido. Assim, se o leite for LINA, a formagao de coagulos no leite
a partir do teste de etanol sera revertido, ou seja, os coagulos formados serao
solubilizados enquanto o leite acido continuara com os coagulos. Assim, os
resultados sdo negativos ao teste do etanol.

[0054]0 teste com EDTA pode ser realizado logo apds o resultado do teste de
etanol seu resultado, pois o resultado positivo para o LINA se da pela re-
solubilizagdo dos coagulos formados no teste de etanol. Caso a amostra
contenha leite acido, a re-solubilizagdo dos coagulos n&o ocorre mesmo com a
adicao do kit com EDTA.

[0055]No primeiro exemplo foi misturado 2 mL de leite com 2 mL de etanol de
no minimo 72% (v/v) e agitado até a homogeneizagdo. Apos a agitacéo, foi
observado se houve formagdo de coagulos no leite. Em caso positivo, foi

acrescentado o kit contendo 50uL de EDTA a 250 mM para identificagdo do
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LINA. Apds a adigdo do Kit EDTA e a agitagao, foi observado se houve a re-
solubilizacdo dos coagulos. Se ndo houver a formagédo de coagulos, o leite &
classificado como leite instavel ndo acido, caso persista a formacdo de
coagulos, o leite é classificado como acido.

[0056]A Figura 1 e 2 mostra os resultados positivos ao teste ao etanol,
caracterizados pela formagcdo de coagulos imediatamente apds a
homogeneizagcdo da mistura de 2 mL de leite acido ou LINA com 2 mL de
etanol no minimo a 72% (v/v). A Figura 2 mostra o resultado apés a adigéo do
Kit EDTA ao LINA, mostrando a re-solubilizagdo dos coagulos e a produgao de
uma dispersdo homogénea, enquanto que no leite acido n&o ocorre a re-

solubilizacdo dos coagulos.

Exemplo 2.
[0057]0 segundo método de identificacdo de leite instavel ndo acido (LINA) é

realizado através de um kit que utiliza uma substancia indicadora Fenolftaleina.
ApoOs o resultado positivo ao teste de etanol (BRASIL, 2011), primeiramente o
LINA foi testado em acidimetro de Dornic adicionando-se fenolftaleina 1% (m/v)
e realizando a titulagdo com solucéo titulande de NaOH N/9 até a alteracéo da
cor para roseo. A cada 0,1 ml de NaOH N/9 gasto na escala do acidimetro de
Dornic corresponde a 1°D (0,01% de acido latico).

[0058]Este teste segue um protocolo preconizado na legislagdo (BRASIL,
1981), portanto n&o é conveniente sugerir alteracées no método, o qual ja esta
validado. No entanto, este ensaio é realizado apenas no laboratorio com
vidrarias especiais (pipetas, acidimetro de Dornic, etc.) e por pessoas treinadas
a nivel técnico de laboratorio. A proposta da presente invencio € a realizacao
do ensaio em campo, no qual ndo € obtido o resultado exato do ensaio, mas é
consumida a quantidade maxima de solugdo aceitavel para classificar o leite
em normal, sem acidez adquirida. O ensaio com resposta visual pode ser
realizado por pessoas sem formacgao especifica, apenas com um simples

treinamento. O teste € de baixo custo, rapido, simples e eficiente.
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[0059]Foi realizado primeiramente o teste em acidimetro de Dornic (Figura 3).
Adicionou-se 10 ml de leite LINA em um Becker, e acrescentaram-se quatro
gotas de fenolftaleina a 1% (m/v). Realizou-se de imediato a titulagdo, com
solugao titulante de NaOH N/9 até alteragdo de cor da solugdo para roseo
(Figura 4). O volume médio de solugéo titulante ficou em média entre 1,5 a 1,8
mL. Cada 0,1 ml de NaOH N/9 gasto na escala do acidimetro de Dornic
corresponde a 1°D (0,01% de acido latico). Apds realizou-se a titulagéo de leite
acido e o volume de solugao titulante ficou acima de 2,0 mL. A legislacéo
classifica o leite normal com acidez Dornic entre 14 a 18°D. Portanto, o volume
maximo gasto de solugao titulante € de 1,8 mL, suficiente para mudar a cor da
fenolftaleina de vermelho para réseo. Se a adigdo desse volume a 10 mL da
amostra apresentar mudanca de cor de vermelho para incolor, o leite apresenta
acidez acima de 18 °Dornic, sendo classificado como acido.

[0060]No teste de acidez dornic realizado no laboratério a solugdo de
fenolftaleina utilizada ¢é incolor , mas no KIT a fenolftaleina (3 a 4 gotas) ja vem
diluida com o NaOH N/9 (1,8 mL) apresentando dessa forma uma cor
vermelha o Kit por causa da mistura. Esta é a diferenga na apresentacédo do
KIT para os dois testes no laboratério e no campo. Contudo o resultado é
eficiente, ou seja o mesmo : cor roseo para o LINA e incolor para o leite acido.

Exemplo 3.

[0061]O terceiro método é um diferenciador de identificacdo de leite instavel
nao acido (LINA) com o leite acido e é realizado a partir de um kit com uma
solugao indicadora mista contendo uma parte de vermelho de fenol para duas
partes de purpura de bromocresol.

[0062]A preparacdo da solucao indicadora mista foi realizada em duas etapas.
Na primeira etapa foi realizado uma solugdo contendo 100mg do indicador
vermelho de fenol diluido a 100mL com NaOH 0,025 mol/L (solu¢do 1) e uma
outra solugado contendo 200 mg do indicador diluido a 100mL com NaOH 0,01
mol/L (solugdo 2). Em uma segunda etapa foi misturado 4mL da solugdo 1 com

5 mL da solucido 2. Apdés a mistura das duas solugdes, foi retirado 50uL da
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mistura e adicionado a 100uL da solugdo 2, resultando na solugao indicadora
mista da presente invencgao.

[0063]0 método consiste em adicionar a amostra do leite o indicador misto
preparado e adicionar o etanol 72% (v/v), seguido de agitacéo e observagao da
coloragdo. Caso o leite seja muito acido com pH abaixo de 6,2, sua coloragéo
sera verde, caso o leite seja acido de pH entre 6,2 e 6,5, sua coloragao sera
cinza, caso o leite seja normal ou LINA de pH entre 6,6 e 6,8, sua coloragao
sera roxa. Alternativamente, também podem ser utilizados outros indicadores
que apresentem faixa de pH de variacdo de cor proximo a 5,2 a 6,8; 6,8-8,2 e
6,0a7,6.

[0064]0 LINA pode ser diferenciado do leite normal por apresentar formagao
de coagulos ou grumos apos a adi¢ao de 2mL de etanol a 72 % (v/v), enquanto
o leite normal permanecera com uma dispersdo homogenia. Alternativamente,
esse método pode ser realizado simultaneamente ao teste do etanol para
diferenciar Leite acido, LINA e Normal ou dispensar a utilizagdo do teste do
etanol para diferenciar apenas o leite acido de LINA por apresentarem cores
distintas como resultado de teste.

[0065]A Figura 5 apresenta os resultados obtidos com o teste de indicador
misto, para amostras de leite normal, leite acido, leite muito acido e LINA,
respectivamente. Para o leite normal (Figura 5A), pode-se visualizar uma
dispersdo homogénea de cor roxa. Para o leite acido (Figura 5B), a cor
visualizada € cinza, enquanto que o leite muito acido (Figura 5C) apresenta
uma coloracao verde com coagulos. O LINA (Figura 5D), apresenta a coloragao
roxa, porém com a formagao de coagulos.

[0066] A figura 6 mostra os resultados apresentados na Figura 5 apos a o leite
acido coagular novamente.

[0067]0s versados na arte valorizarao os conhecimentos aqui apresentados e
poderdo reproduzir a invengao nas modalidades apresentadas e em outras

variantes, abrangidas no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacdes

1. Método para identificacdo de leite instavel ndo acido caracterizado
por compreender as etapas de:

a) coleta de pelo menos uma aliquota de amostra de leite;

b) realizacdo do teste de etanol 72% (v/v) com a dita aliquota de amostra
de leite coletada na etapa a); e

c) a adicdo de pelo menos um ion quelante a uma aliquota obtida na
etapa b).

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelas
etapas b) e c¢) serem realizadas simultaneamente.

3. Método, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizado pelo
ion quelante ser o sal dihidrogenoetilenodiaminotetracetato de dissédico, acido
etilenodiaminotetracético ou combinacdes dos mesmos.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 3,
caracterizado pela quantidade do ion quelante ser de 50 pL a 250 mM.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 4
caracterizado pelo fato de que a identificacdo do tipo de leite se da por uma
das seguintes formas:

- se a adicdo de alcool ndo gerar uma formacéo de coagulos; o tipo de
leite identificado € o leite normal,

- se a adicéo de alcool gerar uma formacao de coagulos e a adicdo do
agente quelante gerar a dissolu¢cdo dos ditos coagulos; o tipo de leite
identificado € o leite LINA;

- se a adicéo de alcool gerar uma formacao de coagulos e a adicdo do
agente gquelante ndo gerar a dissolucdo dos ditos coagulos; o tipo de leite
identificado é o leite acido.

6. Kit para identificacdo de leite instavel ndo 4cido caracterizado por ser
utilizado em um método conforme definido em qualquer uma das reivindicacbes

1 a5, e compreender uma solucdo aquosa de ion quelante e uma solucdo de

Peticao 870200109214, de 28/08/2020, pég. 7/13
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etanol com concentragéo de 72% (v/v).

7. Kit, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado por compreender
adicionalmente pelo menos 1,8mL de NaOH N/9 e fenolftaleina.

8. Kit, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado por compreender

fenolftaleina a 1% (m/v).

Peticao 870200109214, de 28/08/2020, pég. 8/13



1/3

FIGURAS

Figura 3
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Leite
Normal
e LINA

Figura 5
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Figura 6
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