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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a influéncia do tempo de estocagem sobre a presencga de
CMP (caseinomacropeptideo) em leite cru, a matéria-prima apds recepc¢do pelo laticinios foi
refrigerada e armazenada em tanque horizontal isotérmico de 20.000 L. O tanque permaneceu
lacrado durante as 72 horas de estocagem e neste periodo permitiu-se o acesso a este apenas
para coleta de amostras com intuito de realizar andlises fisico-quimicas, microbioldgicas
(contagem psicrotréficos aerdbios) e de cromatografia em HPLC (para deteccdo de soro).
Ap0s a estocagem por 72 horas o leite cru foi destinado a fabricacdo de queijo Prato. O queijo
Prato foi submetido a andlises de umidade, cloreto e pH, rendimento e sensorial pela andlise
descritiva quantitativa. Constatou-se que o tempo de estocagem € suficiente para a indicacio
de falso positivo de presenga de soro, pela quantificacio de CMP, na matéria-prima. Ao longo
do tempo de armazenamento o crescimento da contagem de psicrotroficos aerdbias, de 2,0 x
10° até 6,5 x 10° UFC/mL, estd correlacionada estatisticamente com a evolucdo do teor do
soro ja que estes microrganismos sio os responsdveis pela protedlise da k —caseina e posterior
liberagdo de CMP. A protedlise promovida por psicrotréficos € preocupante para a industria
lactea ja que pode indicar falso positivo de adicdo fraudulenta de soro ao leite cru além de ter
uma matéria-prima inadequada para produgdo de derivados lacteos. As andlises fisico-
quimicas e de rendimento de queijo Prato mostram que a utilizacdo de leite cru refrigerado na
producao do referido queijo ndo alterou os padrdes de qualidade, identidade e de mercado de
tal produto. A andlise descritiva quantitativa mostrou queijo Prato produzido com leite cru
refrigerado estocado por 72 horas influenciou negativamente nos atributos sabor amargo e
elasticidade pela protedlise da caseina.



ABSTRACT

With the objective to evaluate the influence of the stockage time on the presence of
CMP (caseinmacropeptide) in raw milk the raw material after reception for the dairy industrie
was cooled, 4 °C, and stored in 20.000 L isothermal horizontal tank. The tank remained
sealed up during the 72 hours of stockage and in this period the access to this only for
collection of samples with intention was allowed to carry through analyses physicist-
chemistries, microbiological (counting psychrotrophics aerobic) and of chromatography in
HPLC (for whey detention). After the stockage for 72 hours raw milk was destined to the
manufacture of Prato cheese. The Prato cheese was submitted the analyses of humidity,
chloride and pH, sensorial income and for the quantitative descriptive analysis. One
evidenced that the time of stockage of 72 hours is enough for the indication of false positive
of whey presence. To long of the storage time the growth of the counting of psychrotrophics,
1,99 x 10’ - 6,29 x 10° UFC/mL, is correlated estatistically with the evolution of the text of
the whey since these microrganismos are the responsible ones for proteolysis of k-casein.
Proteolysis promoted by psychrotrophics is preoccupying for the dairy industry since it can
indicate false positive of fraudulent addition of whey to raw milk besides having an
inadequate raw material for production of milky derivatives. The analyses physicist-
chemistries and of cheese income Prato show that the cooled raw milk use in the production
of related queijo did not modify the quality standards, identity and of market of such product.
The quantitative descriptive analysis showed that samples that samples of produced Prato
cheese with raw milk cooled storaged by 72 hours can negative influence in the attributes
flavor bitter taste and elasticity for proteolysis of the casein.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do leite bovino abrange aspectos microbiolégicos e fisico-quimicos
desde a lactacdo até o processamento e comercializacdo. Estes fatores devem estar
interligados de maneira a atender as exigéncias do mercado e a legislacdo vigente.

Tradicionalmente no Brasil, o grande problema enfrentado com leite era a
acidificacdo devida ao desenvolvimento de microrganismos mesofilicos que produzem 4cido
latico. No entanto, com a refrigeracdo, cria-se um ambiente favordvel a outro grupo de
microrganismos que podem se desenvolver no leite refrigerado que sdo as bactérias
psicrotréficas aerdbias. O crescimento de microrganismos psicrotréficos no leite pode gerar
um novo problema devido a a¢cdo de enzimas por eles liberadas. Estas enzimas sio lipases e
proteases capazes de resistir as temperaturas de tratamento térmico normalmente utilizadas no
processamento de leite.

A protedlise causada por enzimas microbianas presentes em leite com alta contagem
de bactérias psicrotréficas podem levar a problemas como reducdo no rendimento em
produtos, alteragdes negativas no sabor e aroma, redug@o no tempo de prateleira dos produtos.
Além desses problemas, leite fluido (UAT) ou em pé podem apresentar resultados positivos
para caseinomacropeptideo (CMP). Este peptideo € originado tradicionalmente da hidrélise da
k-caseina na posi¢do 105-106 quando da fabricacdo de queijos. Hidrdlise promovida por
microrganismos e enzimas microbianas podem ocorrer em pontos proximos ou até nessa
mesma posi¢do levando a liberagdo do CMP. A presenca de CMP em produtos lacteos indica
presenga de soro porém a hidrélise enzimética de origem microbiana pode também apresentar

o mesmo resultado, sem que na verdade, o leite tenha sido adicionado de soro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUALIDADE DO LEITE

Em praticamente todo o territério brasileiro € praticada a atividade leiteira. O sistema
agro-industrial da cadeia do leite tem grande peso social e por isto representa um dos
segmentos mais importantes do agronegécio. Em mais de um milhdo de propriedade rurais
envolvidas na producdo priméria hd o envolvimento de mais de trés milhdes de trabalhadores
e agrega 6 bilhdes de reais a agropecudria nacional (MULLER, 2002).

O consumidor brasileiro recentemente foi surpreendido pela enorme e diversificada
oferta de produtos lacteos importados, e nisto a globalizacdo foi uma das grandes
responsdveis. O cliente vem se tornando mais exigente em relacdo a qualidade dos alimentos
oferecidos e acompanhando este quadro, os laticinios t€m se modernizado e exigido do
produtor primério uma matéria-prima, leite in natura, de melhor qualidade para se tornararem
mais competitivos no mercado (MACHADO; PEREIRA; SARRIES, 2000).

Miiller (2002) observou que as cooperativas e laticinios iniciaram a implementacdo
de programas de pagamento do leite por qualidade tendo como base as andlises de crioscopia,
prova da redutase e contagem global de microrganismos aerébios meséfilos. Em alguns casos
incluiram também a contagem de células somaticas. Infelizmente, algumas cooperativas e
laticinios ainda tém priorizado a quantidade em detrimento da qualidade do leite in natura
oferecido pelos produtores.

Sobre a qualidade do leite, Zocche et al. (2002) afirma-se que se deve levar em
consideracdo as caracteristicas sensoriais, nutricionais, fisico-quimicas e microbioldgicas,
sabor agraddvel, alto valor nutritivo, aus€ncia de agentes patogénicos e contaminantes,
reduzida contagem de células somdticas e baixa carga microbiana.

De acordo com Rogick (1981) para se obter leite em condicdes satisfatérias deve-se
atentar para a saide dos animais, as condi¢des higi€nicas da estrutura e das instalacdes de
onde é feita a ordenha e as condicdes de saide e asseio do vaqueiro. Miiller (2002)
acrescentou que a qualidade do leite in natura é influenciada por fatores zootécnicos
associados ao manejo, alimentacdo, potencial genético dos rebanhos e fatores relacionados a
armazenagem do leite.

De acordo com Fontes (1996) o controle higiénico como forma de controlar as

condicdes de higiene do leite 0 método analitico mais usado é a contagem bacteriana pois dai
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pode-se inferir sobre a sua integridade microbioldgica e assim decidir pelo destino da matéria-
prima.

O volume e a sazonalidade da produgdo da cadeia lactea sdo critérios valorizados no
pagamento do produto apesar de ndo estarem intrinsicamente relacionados com a qualidade
do leite. Os meses do ano afetam a composicdo quimica do leite e a ocorréncia da mastite
relacionados, respectivamente, as variagdes de disponibilidade e qualidade dos alimentos e as
condicdes climéticas favordreis aos microrganismos. A pequena variagdo sazonal proporciona
um melhor planejamento por parte da industria e a minimiza¢do da ociosidade do parque
industrial em determinadas épocas do ano (GONZALEZ et al., 2004).

Dentro deste contexto foi implantado recentemente normas nacionais de melhoria da
qualidade do leite condensadas principalmente pelo Programa Nacional de Melhoria da

Qualidade do Leite (PNMQL) e pela Instrucdo Normativa n° 51 (BRASIL, 2002)

2.2 LEGISLACAO BRASILEIRA

2.2.1 Regulamento de inspecao industrial e sanitaria de produtos de origem
animal (RIISPOA)

Em 29 de marco de 1952 o governo brasileiro por meio do decreto n° 30.691 aprovou
o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitiria de Produtos de Origem Animal, o
RIISPOA.

O RIISPOA define o leite como produto de ordenha completa, ininterrupta, em
condicdes higiénicas, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. E o artigo 493
impunha que o leite devia ser mantido em tanque com dgua corrente sob refrigeracdo a 10° C
e, pelo artigo 494, se o leite tivesse fins industriais poderia ser mantido até o dia seguinte
antes de ser envidado ao estabelecimento processador. Para leite sem refrigeracao permitia-se
prazo maximo de 6 horas entre a ordenha e a chegada ao estabelecimento industrial. Permitia-
se a coleta em carro-tanque desde que o leite estivesse mantido a no maximo 10° C. Ainda a
época da aprovacdo do regulamento permitia-se a producdo e distribui¢do de leite cru desde
que distribuido até 3 horas apés o término da ordenha. Para os diversos tipos de leite, de
consumo ou industrial, foram fixados 5 °C para refrigeracdo no posto e posterior transporte a
usina ou entreposto usina; para conservaciao no entreposto-usina antes da pasteurizacdo; na

refrigeracdo apds pasteurizacdo: sob conservagdo em cdmara fria (BRASIL, 1952).
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Em 10 de outubro de 1969 por meio do decreto n® 923 o Presidente da Reptiblica
decretou a proibicdo da venda de leite cru para consumo direto da populacio (BRASIL,
1969). Deste modo revogou-se o artigo do RIISPOA que permitia a comercializacdo e

distribuicdo de leite in natura.

2.2.2 Instrucio normativa n° 51

Em 18 de setembro de 2002 foi publicada a Instru¢do Normativa n°® 51 pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2002) atendendo assim, a pressdo do consumidor mais
exigentes interno por produtos de melhor qualidade e dos laticinios que exigiam normas de
controle da producfo e distribui¢do de leite e seus derivados que possibilitavam atender as
normas do mercado estrangeiro, sobretudo o Europeu.

Antes da Instrugdo Normativa n° 51 ndo se exigia do produtor nacional a
granelizacdo do leite. A granelizacdo consiste no recolhimento do leite em caminhdes
isotérmicos construidos internamente com ago inoxiddvel diretamente de tanques de expansio
direta ou dos latdes contidos nos refrigeradores de imersao. Tal norma preconiza que o tanque
de expansdo direta seja capaz de refrigerar a leite até temperatura inferior a 4° C no tempo
maximo de 3 horas apds o término da ordenha e que o tanque de refrigeracdo por imersdo seja
eficiente em refrigerar o produto até temperatura de 7° C no tempo maximo de 3 horas apds a
ordenha. O tempo entre a ordenha e a recepg¢do no laticinio que vai beneficia-lo ndo deve ser
superior a 48 horas, porém recomendando um tempo ndo superior a 24 horas.

Caso o leite refrigerado passe da propriedade rural para um posto de refrigeracéo este
deve ser refrigerado até 4° C em resfriadores a placas e com permanéncia no estabalecimento
por no médximo 6 horas. Na propriedade rural ou tanque comunitério a temperatura méxima de

conservagdo é de 7° C e no estabelecimento processador é de no maximo 10° C.

2.3 REFRIGERACAO DO LEITE

A estocagem de leite cru refrigerado na fonte de producfo iniciou-se no Brasil, na
década de 90 e, esta pratica reduz os custos operacionais de produgdo, incluindo a
deterioracdo do leite por acdo da acidificacdo de bactéria mesofilicas aerdbias (PINTO,
MARTINS e VANETTI, 2006).

Nero et al. (2005) evidenciaram a importancia da refrigeracdo na conservagdo da

producdo leiteira, fator primordial da Instru¢io Normativa n°® 51. Em Londrina coletaram
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amostras de leite refrigeradas provenientes de uma grande usina de beneficiamento e amostras
de varios pequenos laticinios que absorviam a producdo sem exigirem a padronizacdo na
conservagdo e transporte do leite. Em relagdo as amostras refrigeradas, 88% apresentaram
contagem de aerébios meséfilos menores do que 10° UFC/mL, ou seja, dentro do padrio da
Instrucdo Normativa n® 51. Em relacdo as amostras ndo refrigeradas, 56,5 % contagens de
mesofilos aerébios acima de 10° UFC/mL.

Santos, Carvalho e Abreu (1999) afirmam que temperaturas acima de 4°C favorecem
a multiplicacdo de microrganismos psicrotréficos. Isso assumem grande importancia uma vez
que podem ser produtores de proteases e lipases, enzimas que comprometem a qualidade da
matéria-prima e do produto beneficiado jd que estas enzimas sdo termo-resistentes.

A influéncia da temperatura durante o transporte sobre a contagem de mesoéfilos
aerébios e de coliformes totais foi detectada por Santos (2002). Em seu trabalho de
dissertacdo para amostras transportadas a granel, sob refrigeracio a 4,5° C, observou
contagem 7 vezes menor para contagem de mesodfilos aerébios e de 10 vezes menor para
contagem de coliformes fecais em relagdo a amostras transportadas a temperatura média

ambiente, 18,5 ° C.

2.4 MICROBIOLOGIA DO LEITE

2.4.1 Fontes de contaminacao microbiana

Deve-se atentar para a producao higi€nica do leite tanto a nivel de fazenda quanto a
de industria. Por mais que se tenham boas condi¢des sanitarias de producdo do leite e seus
derivados imprescindivelmente haverd microrganismos contaminantes. Alguns inofensivos a
saide e outros capazes de causar vérios tipos de doengas (OLIVEIRA; GALLO;
CARVALHO, 1994).

Ao ser secretado nos alvéolos da glandula maméria o leite € isento de contaminagio,
sob condicdes fisioldgicas normais. Mas, ao ser eliminado, o leite pode se contaminar por um
pequeno e bem definido nimero de microrganismos, oriundos dos canais lactiferos, sistema

da glandula e canal do teto (BRITO, 1999; FONSECA; SANTOS, 2000).

15



Quando o animal estd sadio a contaminaco microbiana do leite varia entre 5 x 10’ a
2 x 10* UFC/mL (PRATA, 2001). Em virtude das interacdes entre os fatores responsaveis por
sua contaminagdo, o leite ao sair da glandula mamaria, pode apresentar contagem bacteriana
inicial varidvel: desde valores abaixo de 10° UFC/mL até acima de 10° UFC/mL. A populagdo
microbiana total do leite cru varia de acordo com a contaminacdo inicial proveniente do
interior da glandula mamadria, exterior do tbere e tetos, superficies dos equipamentos e
condicdes de armazenamento (BRAMLEY; McKINNON, 1990).

O interior da glandula mamadria, exterior do ubere e teto, e a superficie dos
equipamentos e utensilios de ordenha constituem as principais fontes de contaminacdo
(MURPHY; BOOR, 1998). A temperatura e umidade ambiente afetam o crescimento
microbiano e, portanto, podem influenciar a contaminagéo do leite (HOGAN et al., 1988). A
contagem de células sométicas (CCS) do leite de uma vaca indica de maneira quantitativa o
grau de infeccdo da glindula mamaria. J4 a CCS do leite do tanque de resfriamento do

rebanho indica a incidéncia média de mastite no rebanho (PAULA et al., 2004).

2.4.2 Mastite e contagem de células somaticas (CCS)

Mastite é uma reacdo inflamatéria no dbere da vaca, comumente causada por
infecgdo bacteriana. Leite proveniente de vacas infectadas € caracterizado pelo incremento de
CCS. Todos os componentes do leite sdo afetados pela mastite (RYAN et al., 2000).

Células somaticas do leite s@o células de defesa do organismo que migram do sangue
para o interior da glandula maméria com o objetivo de combater os agentes causadores da
mastite, podendo ser, também, células secretoras descamadas. No entanto, em uma glandula
mamadria infectada, as células de defesa correspondem entre 98 e 99% da células encontradas
no leite (PAULA, et al, 2004). As células somaticas do leite de vacas saudaveis
correspondem a leucdcitos ou neutrdfilos, macréfagos e linfécitos em propor¢des de
aproximadamente 12%, 60% e 28% respectivamente, além das células epiteliais (LARSEN et
al. ; 2004).

Elevada CCS em leite de tanques além de indicar mds condi¢des das glandulas
mamarias das vacas ordenhadas pode determinar perdas de rendimento durante
processamento. CCS indica boa saiude da glandula mamadria dos animais do rebanho e
seguranca em termos processamento (PAULA et al., 2004).

Durante a mastite a rede de sintese de caseina e gordura na glindula mamaria é

geralmente diminuida, mas resultados mostram que hd aumento do percentual de gordura e de
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proteina apos a fase de infecg@o. Este aumento se deve muito mais a diminuicdo do volume de
produgdo do leite (cerca de 30%) ap6s a infecg¢do, do que pela sintese destes componentes
(RYAN et al., 2000).

PRADA E SILVA et al. (2000) constataram que na comparacdo de amostras de leite
com diferentes contagens de células somdticas, o aumento destas estd relacionado com uma
reducdo da concentracdo de lactose, mas nio possui relacdo com a concentragdo de sélidos
totais. Observou também, que hd uma correlagdo positiva do crescimento do ndmero de
células somaéticas com o teor de gordura e de proteina (PEREIRA et al., 1999).

A presenca de mastite constitui uma importante fonte responsdvel pela elevacdo da
contagem bacteriana, principalmente quando causada por Streptococcus agalactiae ou quando
ocorrem casos clinicos causados por Escherichia coli ou Streptococcus uberis (FONSECA,;
SANTOS, 2000). Entre os patégenos causadores de mastite, Staphylococcus aureus,
Streptococcus spp., principalmente Streptococcus agalactiae, e as bactérias do grupo
coliforme causam as maiores elevacdes da CCS (BUENO, 2004).

As condigdes higiénicas dos ordenhadores e a estrutura da linha do leite cria
condicdes para a proliferacdo e multiplicacdo dos Staphylococcus aureus. Entende-se como a
estrutura da linha do leite a logistica de coleta do leite ordenhado, acondicionamento em
tanques ou latdes, e o tempo e a temperatura do leite acondicionado antes e durante o
transporte (BUENO, 2004).

De acordo com Assumpcgdo et al. (2003) Staphylococcus aureus é responsavel por
um dos tipos mais freqiientes de intoxicacdo alimentar, comumente veiculada por leite e
derivados. Durante sua multiplicacdo nesses produtos, cepas enterotoxigénicas da bactéria
produzem toxinas termo-estaveis que causam nduseas, vomitos e diarréia quando ingeridas

em quantidade suficiente.

2.4.3 Bactérias psicrotroficas aerdbias

Dentre os varios microrganismos presentes na microbiota total do leite tem-se os
microrganismos psicrotréficos e estes sdo capazes de crescer a temperatura de refrigeracio
comercial, independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento (ALVIM, 1992).

Silveira et al. (1998) apud por Zocche et al. (2002) afirmam que com o uso intensivo
da refrigeracfo, as bactérias psicrotréficas tendem a ser selecionadas. Tem-se observado que
um grande nimero de espécies consideradas estritamente mesofilas, ja estdo sendo incluidas

também entre os psicrotréficos.
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Dentre as bactérias psicrotroficas, as do género Pseudomonas sdo as mais
freqiientemente encontradas no leite cru e as espécies P. fluorescens, P. fragi, P. putida e P.
putrefaciens as que t€m papel relevante na diminui¢do da qualidade do leite fluido e demais
derivados lacteos (FAGUNDES et al., 2006). Outros géneros de bactérias gram-negativas,
como Flavobacterium, Achromobacter e Aeromonas, entre outros, t€m sido isolados de leite e
seus derivados. A maioria dessas bactérias, especialmente Pseudomonas fluorescens, esta
associada a protedlise e/ou lipdlise em leite e derivados. Em geral os microrganismos
psicrotréficos presentes no leite e em derivados usualmente sdo oriundos do solo, da dgua e da
vegetacdo, ou seja, resultam de contaminagdo secunddria. Entretanto, a principal fonte de
contaminagdo de leite e derivados com bactérias psicrotréficas continua sendo os utensilios e
equipamentos, que ndo foram eficientemente higienizados, utilizados no manuseio de leite nas
fazendas e nas usinas de beneficiamento (ALVIM, 1992).

Santana et al. (2004) constataram que os principais pontos de contaminagdo por
psicrotréficos e microrganismos proteoliticos na cadeia de producdo do leite das fazendas
estudadas foram devido a limpeza dos tanques ou presenca de dgua residual e da sanitizacio
inadequada das tetas das vacas.

De acordo com Santana et al. (2004) a 4gua contaminada ou ndo tratada pode ser
fonte de uma grande variedade de microrganismos saprofitos originarios do solo ou
vegetacdo, como Pseudomonas spp, coliformes e outras bactérias gram-negativas.

Amostras de leite refrigeradas durante 12 horas o crescimento de psicrotréficos
apresentaram crescimento variando de 140,7% a 997,7% quando comparadas com a contagem
de mesofilos aerdbios. O grupo dos microrganismos gram-positivos foram os mais freqiientes
psicrotréficos proteoliticos presentes no processo de producdo do leite, entretanto, os bacilos
gram-negativos representam 45% dos psicrotréficos detectados. Cocos gram-positivos com
28% de freqiiéncia representam um importante grupo de proteoliticos em leite nas fazendas
estudadas. A refrigeragdo do leite a 4° C é mais eficiente quando o leite estd menos
contaminada por psicrotréficos pois a inibicdo da liberacdo de enzimas proteoliticas é menor
(SANTANA et al., 2004).

A estocagem refrigerada de leite cru é operacdo usual antes do processo industrial,
entretanto, permite o crescimento de bactérias psicrotréficas e liberacdo de proteinases por
estas liberadas (MIRALLES; RAMOS; AMIGO, 2003).

Guinot-Thomas et al. (1994) observaram que incubando o leite a 4° C no primeiro
dia a contagem microbiolégica correspondia a 2 x 10* UFC/mL sendo que desta contagem

20% a 50% referia-se as bactérias psicrotroficas. A fase lag foi até o fim do segundo dia de
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estocagem e o fim da fase exponencial e comeco da etapa estaciondria ocorreu de quatro a
seis dias de incubacdo a 4° C quando o nimero de psicrotréficos ficou estabelecido entre 10°
e 10" UFC/mL.

2.5 ACAO DE MICRORGANISMOS E DE SEUS METABOLITOS NO LEITE

Microrganismos psicrotroficos gram-negativos podem ser facilmente destruidos por
processamento térmico como a pasteurizacdo. No entanto as enzimas proteoliticas e lipoliticas
extracelulares por elas produzidas sdo resistentes ao calor e podem promover no leite defeitos
de sabor e aroma, rancidez, sabor de sabdo, gelatinizacdo de leite UHT (Ultra High
Temperature) e baixo rendimento na produ¢do de queijo. Bactérias psicrotréficas gram-
positivas possuem baixa agdo proteolitica e limitada acdo lipolitica quando comparadas com
as bactérias gram-negativas porém, ao género Bacillus spp pode ser atribuido a uma série de
alteracdes sensoriais em leite refrigerado a 7,2° C por 14 dias (ROSSI et al., 2006;
SANTANA et al., 2004).

A deterioracdo de amostras de leite cru, mantidas sob refrigeracdo, ocorre em funcdo
da atividade de proteases e lipases. As enzimas proteoliticas de natureza bacteriana agem, em
sua maioria, sobre a k-caseina, resultando na desestabilizacdo das micelas de caseina e na
coagulacdo do leite, de forma andloga a quimosina (FAIRBAIRN; LAW, 1986; RECIO et al..,
2000 apud PINTO, 2004). Esta categoria de enzimas ¢ relacionada a problemas tecnoldgicos,
incluindo a gelificacdo do leite UHT. A detec¢@o de presenga de soro de leite, formagdo de
aminoacidos durante a maturagdo de queijos e o desenvolvimento de sabor amargo em leite e
em produtos lacteos. A lipdlise resulta da acdo de lipases naturais e ou, microbianas. Estas
enzimas tém a propriedade de hidrolisar triglicérides, constituintes da gordura, em acidos
graxos de cadeia curta (PINTO, 2004). A estocagem de leite cru por 3 dias ou mais sob
temperatura de refrigeracdo ¢ comum em laticinio, como um resultado da centralizagcdo das
plantas processadoras de leite e do sistema de cota.

Pinto (2004) constatou que em leite refrigerado a freqiiéncia de isolamento de
bactérias psicrotréficas proteoliticas Gram-negativas foi maior e dentre os isolados gram-
negativos identificados. O género Pseudomonas foi o mais freqiiente (45,2%), especialmente
P.fluorescens, que representou (39,1%) da microbiota gram-negativa identificada. O grau de
hidrélise das fracdes de caseina de leite cru integral, coletado em condicdes assépticas, por
atividade proteolitica de P.fluorescens aumentou com a temperatura e com o tempo. A fracio

K-caseina foi mais susceptivel a hidrélise, seguida da fragdo B-caseina e a-caseina.
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Guinot-Thomas(1994) observou o abaixamento do pH do leite depois de 4 dias de
estocagem a 4° C e isto pode ser explicado pelas lipases microbianas que estdo relacionadas
com o fim da fase exponencial e inicio da fase estaciondria. Outra explicacdo pode ser dada
pela fermentacdo dos microrganismos psicrotréficos ja com elevada contagem microbiana
depois de seis dias de estocagem.

A hidrdlise de caseina por proteinases microbianas afeta principalmente a fracdo da
Kk-caseina, cdlcio coloidal e, conseqiientemente as micelas de caseina. Sob condi¢cdes de
trabalho descritas como seis dias de estocagem a 4° C, contagem bacteriana total de 2 x 10*
UFC/mL, células somiticas de 2,5 x 10° células/mL, o efeito foi significativamente relevante
em leite cru ji apds quatro dias de estocagem e concomitantemente com alto ndmero de
psicrotréficos (10° a 107 UFC/mL) (GUINOT-THOMAS, 1994).

A estocagem de leite cru, a 4°C por 48 h, resultou em leite em pdé com alto valor de
acidos graxos livres e e aumento dos indices de acidez. Dependendo do grau de concentracio
do leite antes do processamento para leite em po perde-se atividade lipolitica durante a
evaporagdo e secagem. A atividade de proteinases e de lipases permanecem constante durante
a estocagem de leite em p6 a 25° C (CELESTINO; IYER; ROGINSKI, 1997).

De acordo com Silva (2005) a producdo de enzimas proteoliticas termorresistentes
ocorre principalmente quando a oferta de nutrientes no leite torna-se limitante, o que ocorre
préximo a fase estaciondria de crescimento bacteriano. Foi observado que para a temperatura
de 4° C a produgéo enzimatica foi mais pronunciada, ja na fase estaciondria de crescimento da
bactéria. Para as temperaturas de 7°C, 10°C e 21°C, a producdo de enzima foi associada ao
crescimento da bactéria.

Encontra-se no leite cru enzimas proteoliticas naturais, provenientes da corrente
sanguinea, excretadas incidentalmente junto com o leite no tecido glandular do tbere e
enzimas proteoliticas produzidas por bactérias contaminantes do leite (DRACZ, 1996).

A principal protease natural do leite € a plasmina, que se associa a micela de caseina
(WALSTRA; JENNESS, 1984). As proteinas lacteas mais sensiveis ao ataque da plasmina
sdo as caseinas 3 e a2. A plasmina atua sobre a caseina a,, e a k-caseina ¢é resistente. Ja as
proteinas do soro ndo sdo afetadas por essa enzima. A plasmina possui uma razodvel
resisténcia térmica, resistindo a pasteurizacdo e, em parte, ao tratamento UHT - Ultra High
Temperature (DRACZ, 1996).

Amostras de leite analisadas ap6és de 96 horas de estocagem refrigerada,
apresentaram protedlise, detectada pelo método oficial, HPLC-GF, mas os resultados estarem

dentro do limite aceitdavel pela legistacdao federal (1% do soro). Além disso, apresentaram
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elevada acidez titulavel, floculacio intensa ao teste do alizarol, coagulagdo no teste da fervura
e modificacdo sensorial acentuada (DRACZ, 1996).

Dracz (1996) afirma que o leite estocado a 4° C, 7° C e 10° C ja por 48 horas ja
estariam condenados pelos testes rdpidos de qualidade previstos na legislacdo. Isso reforga o
fato de que devem ser respeitados os prazos atuais de 24 horas e temperatura méaxima de
estocagem do leite sob refrigeracdo, 4° C, entre a ordenha e a entrega nas industrias de
beneficiamento final.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) concluiram que a refrigeracdo do leite cru por
periodos prolongados na fonte de producdo ou na industria, pode comprometer sua qualidade,
considerando a possibilidade de selecdo de bactérias psicrotréficas que liberam enzimas
proteoliticas termorresistentes.

Segundo Santos, Ma e Barbano (2003) a manuten¢ao de baixas temperaturas (menor
do que 6° C) de conservacdo e baixa CCS em combinacdo com algum processo tecnoldgico
que vise reduzir a contagem microbiana sobre o leite pode garantir um produto de desejavel

qualidade sensorial por até 60 dias.

2.6 CASEINOMACROPEPTIDEO (CMP)

2.6.1 Origem do CMP

O coagulante tradicionalmente usado para a produgdo de queijos, na maior parte do
mundo, € a renina extraida do abomaso de bezerros lactantes, de 10 a 30 dias de idade. O soro
de queijo obtido por via enzimadtica (coalho) contém um caseinomacropeptideo (CMP), tnica
fracdo da caseina contendo glicidios em sua estrutura, resultante da agdo especifica da renina
sobre a k-caseina. A renina € especifica pela ligagdo 105-106 (Phe-Met) da K-caseina. Como
resultado de sua acdo sobre essa fracdo protéica, hd a liberacdo do caseinomacropeptideo
(CMP), que constitui, aproximadamente, um ter¢o dessa fracdo, e contém a por¢do C-terminal
(aminoacidos 106 a 109) (ALVIM, 1992).

A fragcdo C-terminal contém vdrios agticares incluindo o dcido N-acetylneuranimico
(acido sidlico). A k-caseina-CMP é um importante indicador da acdo proteolitica e pode ser
usado, tanto para garantir a qualidade do leite cru como para o controle industrial do processo
como a producdo de queijo e demais produtos lacteos (FURLANETTI; PRATA, 2003).

Enquanto o CMP ¢ proveniente da acdo da quimosina sobre a k-caseina é também

documentado que o leite normal tem quantidades varidveis de CMP-livre, varidvel conforme o
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estagio de lactacdo e as condigdes sanitidrias do animal (mastite clinica e subclinica).
Constata-se que a quantidade de CMP proveniente da protedlise da k-caseina é dez vezes
maior que o teor de CMP-livre em leite maduro, ou seja, leite fora do periodo de colostro
(FURLANETTTI; PRATA, 2003).

Furlanetti e Prata (2003) observaram que o teor de CMP livre variou durante as
distintas fases do periodo de lactacdo iniciando-se com valores superiores a média logo apds o
periodo colostral, declinando a seguir para valores estiveis préoximos a média e assim
permanecendo até o inicio do terco final. A partir dai, evidenciaram as maiores oscilagdes,
com valores sempre crescentes e superiores a média. De maneira muito semelhante ao CMP
livre, o teor de CMP total evidenciou a mesma tendéncia de variacdo em funcao do periodo de
lactacdo. Tanto o teor de CMP livre, quanto o de CMP total, apresentaram tend€ncia
consoante a observada para as reagOes positivas ao CMT e inversamente proporcional a

produgdo de leite nas distintas fases do periodo de lactacao.

2.6.2 Determinacao de CMP

A quantificagdo do CMP (presente no soro e ausente no leite nao submetido a renina)
e de CMP livre € um dos métodos mais recomendaveis para se quantificar a adi¢do de soro de
queijo ao leite. Essa determinagdo pode ser feita por eletroforese, e quantificada tanto por
densitometria (VILELA, 1987), como por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho
(CLAD) ou monitorada com registrador e/ou integrador eletronico (BRANDAO;
PARREIRA; ALVIM, 1988).

O método GF-HPLC estudado por Alvim (1992) ndo € capaz de detectar a adicdo de
soro 4cido e/ou do permeado ao leite mas confirma a auséncia de soro proveniente de
coagulacdo enzimdtica. Os resultados positivos quanto a presenca do CMP, podem ser
interpretados como resultantes da adicdo do soro ao leite, ou como provenientes da deteccao
de produtos de degradacdo protéica do leite. As condi¢des insatisfatérias de manuseio do leite,
ou seja, de processamento, de selecio inadequada da matéria-prima, de higienizacio
deficiente de equipamentos e acessorios e de estocagem prolongada antes da pasteurizacio

determinam leite de qualidade microbiolégica insatisfatoria.

2.6.3 Limite permitido de CMP em leite cru
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A portaria n° 124, de 23 de setembro de 1991 estabelece a técnica de determinacdo
de caseinomacropeptideo por Cromatografia Liquida de Alto Desempenho, como técnica
oficial. Apés os céalculos se ocorrer a presenca do equivalente a 1% de soro, determinado a
partir da curva padrdo nos picos com o mesmo tempo de retengdo do CMP, a prova serd

considerada com resultado positivo (BRASIL, 1991).

2.7 QUEIJO PRATO

O queijo Prato, de origem Dinamarquesa, € semelhante ao Dambo e Gouda, porém
com sabor e textura proprios. Possui ampla distribuicdo no Brasil e juntamente com os queijos
Mussarela, Minas, Requeijdo e Parmesdo € um dos mais consumidos no pais (NARIMATSU,
2003). Possui as variedades Lanche, Combocé e Estepe (FURTADO, 1990; KOSIKOUSKI,
1982 apud NARIMATSU, 2003). E considerado um queijo semi-duro que apresenta como
etapas distintas do processo de elaborac@o de queijos: obtengdo de uma massa semi-cozida,
com remogao parcial de soro, lavagem por adi¢cdo de dgua quente, pré-prensagem, moldagem
sob soro, prensagem, salga e maturacdo pelo tempo necessdrio para conseguir suas
caracteristicas especificas (pelo menos 25 dias) (SPADOTTI et al., 2003).

O queijo Prato é maturado por sessenta dias e este processo é importante para a
configuracdo do sabor e textura proprios do queijo. A maturagdo ocorre primordialmente pela
protedlise da caseina presente no leite. Nos produtos lacteos o amargor estd relacionado a
presencga de peptideos amargos e aminodcidos, resultante da hidrdlise das proteinas do leite.
Em queijos, o gosto amargo é descrito como um defeito resultante do lento acimulo de
peptideos hidrofébicos. O desenvolvimento do sabor amargo em queijos gera prejuizos a
inddstria queijeira por diminuir a aceitagdo do produto pelo consumidor. Dos queijos
nacionais, o queijo Prato é o que sofre uma protedlise mais intensa e pode apresentar este
defeito durante a maturacao (AUGUSTO; QUEIROZ; VIOTTO, 2005).

Spadotti, Dornellas e Roig (2005) utilizaram a Andlise Descritiva Quantitativa
(ADQ) para descrever o perfil sensorial de queijo Prato obtido por alteracdes no processo
tradicional na fabricacio do mesmo: uso de leite concentrado por ultrafiltracdo, pré-
fermentacdo de parte deste leite concentrado e variacio no tipo de cozimento da massa (direto
ou indireto), comparando os resultados com os de um queijo padrdo. A aplicagio da ADQ
envolveu quatro etapas: selecdo de equipe de provadores, a definicdo dos descritores que

definiram as caracteristicas de aparéncia, sabor e textura a serem avaliadas no queijo Prato,
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treinamento e selecdo final dos provadores, teste sensorial envolvendo a avaliacdo das

amostras de queijos Pratos de diferentes tratamentos.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do tempo de estocagem sobre a quantificacio de CMP em leite
cru refrigerado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Correlacionar o tempo de estocagem do leite cru refrigerado com a quantificacio de
CMP e a contagem de bactérias psicrotréficas aerébias e mesdfilas aerébias;

Correlacionar a contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias com o teor de soro,
pela presenga de CMP, com a acidez tituldvel e o pH;

Correlacionar a contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias com o teor de soro, pela
presenga de CMP, com a acidez tituldvel e o pH;

Avaliar a influéncia do teor de soro sobre aspectos fisico-quimicos, de rendimento e

sensoriais de queijo Prato.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O trabalho foi realizado em um laticinio do municipio de Sanclerlandia, Estado de
Goias. Foi selecionado um tanque de estocagem horizontal de capacidade 20.000 L com leite
refrigerado. Este tanque apds enchido foi lacrado e acompanhado diariamente. Foi monitorada
a temperatura e coletada amostras a cada 24 horas até completar 72 horas, sendo considerado
tempo zero o momento em que o tanque de estocagem acabou de ser enchido (figura 1).

Todas as andlises foram feitas em triplicata.
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FIGURA 1 Fluxograma de conducdo do experimento.

Apbs a estocagem de 72 horas o leite cru refrigerado foi encaminhado para a

produgdo de queijo Prato (figura 2).
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Figura 2 Fluxograma do processamento do queijo Prato fabricado por um laticinios no estado
de Goids laticinios com leite cru refrigerado estocado a 11 °C por 72 horas.



4.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS DO LEITE CRU

O leite cru refrigerado foi analisado, em termos fisico-quimicos, no primeiro dia da
estocagem, tempo 0. Do baldo onde estava estocado foram retiradas amostras representativas
e apés a homogeneizacdo foram feitas as seguintes andlises de acordo com a Instrucdo
Normativa n° 22, de 14 de abril de 2003 (BRASIL, 2003):

- Acidez titulavel,

- Temperatura;

- pH;

- Teste do dlcool / alizarol na concentragcdo minima de 72% v/v;

- Indice crioscépico;

- Densidade relativa a 15°C;

- Lipidios (método butirométrico);

- Proteina;

- Lactose.

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS DO LEITE CRU

Foram feitas andlises didrias, ao longo do tempo de estocagem, do leite cru
refrigerado. Do tanque onde estava estocado o produto foram retiradas amostras
representativas e apos a homogeneizacao foram feitas as seguintes andlises:

- Contagem de bactérias mesofilas aerdbias- contagem padrio em placas (APHA,
2001)

- Contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias (APHA, 2001).

4.4 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS

Amostras de leite cru refrigerados foram homogeneizadas e coletadas no primeiro dia
de estocagem (tempo 0) do tanque em que estavam estocados e apds homogenizacio foram
adicionadas em kits composto por um tubo pléstico e conservante e mantidas até a andlise em
refrigeracdo a 4° C. As andlises foram realizadas em equipamento: Fossomatic 5000 Basic
(Foss Eletric A/S. Hillerod, Denmark) do Centro de Pesquisa em Alimentos, Escola de
Veterindria — UFG.
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4.5 QUANTIFICACAO DE SORO NO LEITE

Amostras de leite cru refrigerados foram coletadas diariamente do tanque em que
estava estocado e ap6s homogeneizadas foram congeladas. A metodologia de anélise adotada
foi conforme a preconizada na Instru¢do Normativa n° 22, de 14 de abril de 2003 (BRASIL,
2003). A andlise foi realizada em equipamento: Cromatografia liquida de Alto Desempenho —
Varian Star do Departamento de Tecnologia de Alimentos, Escola de Agronomia e

Engenharia de Alimentos — UFG.

4.6 ANALISE FISICO-QUIMICA DO QUEIIO PRATO

Amostras de produto industrializado a partir do leite cru refrigerado foram analisadas
conforme a Instrucdo Normativa n°® 22, 14 de abril de 2003 (BRASIL, 2003):

- Umidade;

- Cloreto;

Além destas, realizou-se andlise de pH.

A avaliacd de rendimento industrial foram adaptados de Silveira e Abreu (2003) e
Spadoti et. al (2003) em que foi dividido o volume de leite utilizado no processamento pela
soma da massa dos queijo, 100 Kg (apds a salga). Rendimento ajustado - RAJ (SPADOTI et
al., 2003) e o rendimento Van-Slyke que leva em consideragdo o percentual de gordura e de
caseina do leite, a constante de perda de caseina durante a producdo de queijo, 0,53, e a

umidade do queijo em porcentagem (CANZIANE; GUIMARAES, 2003).

4.7 ANALISE SENSORIAL DO QUEIIO PRATO

Amostras de queijo Prato foram analisadas pelo método da Andlise Descritiva
Quantitativa (ADQ) conforme Spadoti, Dornellas e Roig (2005) ap6s 8 meses de estocagem
em camara fria a 2° C que foi adotado pela empresa fabricante, considera para o produto.
Foram necessdrias 4 etapas para aplicagdo da ADQ.

Na primeira etapa para a selecio de equipes de provadores 50 consumidores de
queijo prato da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos foram submetidos a testes
triangulares utilizando-se 3 marcas distintas de queijo Prato disponiveis no mercado

goianiense. Quinze provadores que tiveram acerto acima de 88,9% das séries triangulares
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apresentadas (apenas uma ou nenhuma série errada) foram selecionados para participarem de
a defini¢do dos descritores das amostras de queijo Prato.

Sob a supervisdo de um lider foram definidos os descritores verbais que definiriam as
caracterisitcas de aparéncia, sabor e textura a serem avaliadas nos queijos Pratos (Tabela 1) e
esta foi a segunda etapa.

A terceira etapa foi o treinamento dos provadores quanto aos descritores da
aparéncia, sabor e textura. Durante esta etapa os provadores foram submetidos aos testes de
modo a avaliar a intensidade de cada atributo sensorial previamente delineado sobre o queijo
Prato. Os painelistas usaram uma ficha de avaliacdo contendo os atributos sensoriais e suas
respectivas escalas lineares de 9 cm ancoradas a esquerda, fraco (1 cm), e a direita, forte (9
cm). A definicdo dos descritores, a lista dos atributos e os referenciais adotados para o
treinamento encontram-se na tabela 1. Durante os treinamentos os descritores dos atributos
bem como os resultados das avaliacdes foram discutidos em grupo.

A aparéncia foi avaliada quanto a coloracdo. O sabor foi avaliado quanto a 4cido,
salgado e amargo. A textura quanto a elasticidade, dureza e maleabilidade. Com exce¢do do
atributo elasticidade as amostras foram servidas em fatias de 2 cm x 2cm x 0,5 cm. Para a
elasticidade, a amostra foi servida em fatiade S cm x 2 cm x 0,5 cm.

Apés o treinamento foi feita a audiéncia final com os provadores analisando as
amostras R1, R2 e R3 que se referiam respectivamente, nesta ordem, a repeti¢do 1, 2 e 3 do
experimento. Os queijos utilizados na avaliagdo sensorial foram escolhidos aleatoriamente no
lote de queijos fabricados com o leite cru estocado sob refrigeracdo por 72 horas em cada
repeticdo.

Realizou-se andlise de variancia univariada (ANOVA) foi calculada para cada
atributo julgado e o nivel de significincia (p) para as valores Fiepeticao/amostra fOram computados

pelo Excel (2000) conforme Laponni (2005).



TABELA 1 Defini¢do de descritores e referéncias de extremos de escala adotados na anélise
descritiva quantitativa para queijo Prato fabricado com leite cru refrigerado.

Atributos sensoriais

Referéncias de extremos de

Definicao escala

Aparéncia

1. Coloragao

Forte: queijo Cheddar

Intensidade da cor amarela 5
Fraco: queijo Mussarela

Sabor
Gosto primdrio promovido
2 Acido por soluAgoe's aquosas de Forte: 1ogurt,e natural
substincias acidas, Fraco: dgua
semelhante a dcido lactico.
Gosto primdrio promovido
por solugdes aquosas de Forte: d4gua (200mL) + sal(8g)
3. Salgado substancias salgadas, Fraco: dgua (200 mL) + sal
semelhante & solugdo de (5g)
cloreto de sddio.
Gosto primérios promovido
por solugdes aquosas de Forte: cha forte de Boldo
4. Amargo substincias amargas, chileno Fraco: queijo
semelhante a solugdo de Prato
folhas de boldo.
Textura

5. Elasticidade

6. Dureza

7. Maleabilidade

Forg¢a necessdria para “puxar”
pelos extremos a fatia de Forte: queijo Cheddar
queijo Pratode Scm x 2cm x  Fraco: queijo Minas Frescal
0,5 cm sem se romper.

Forca necessaria para
promover deformacio de uma Forte: queijo Parmesao
fatia de queijo Prato de 2 cm Fraco: queijo Mussarela
x 2cm x 0,5 cm.

Capacidade de moldagem
manual de uma fatia de queijo
Pratode 2cm x 2 cm x 0,5
cm.

Forte: queijo Prato
Fraco: queijo Minas Frescal
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi realizado com 3 repeticdes e 4 tratamentos, sendo tratamento o
tempo de estocagem (0, 24, 48 e 72 horas). Realizou-se andlise de Regressao Linear.
Delineamento Inteiramente ao Acaso (DIC).

Os resultados foram analisados pelo médulo estatistico do programa EXCEL (2003).

31



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DE LEITE CRU

Os resultados das andlises do leite utilizado no experimento podem ser vistos na
tabela 2. Verifica-se que o leite atende aos padrdes estabelecidos pela Instrugdo Normativa n°
51, anexo IV, quanto a crioscopia, densidade, gordura, extrato seco desengordurado e

proteina.

TABELA 2 Resultados médios* das andlises fisico-quimicas de leite cru refrigerado
transportado a granel e recebido em um laticinios do Estado de Goids no més de Margo de
2006.

Analises Média* Desvio padrao
Crioscopia (°H) -0,533 0,0032
Densidade (g/mL) 1032,8 0,7211
Gordura (g/100g) 3,46 0,0192
Extato seco total (g/100g) 13,06 0,6243
EST desengordurado (g/100g) 9,59 0,5965
Proteina (g/100g) 3,34 0,0647
Lactose (g/100g) 4,50 0,0327
Umidade (g/100g) 86,94 0,6243
Temperatura (°C) 11,33 1,5275

*média de trés repeticdes

A Instrucdo Normativa n® 51 (BRASIL, 2002) preconiza que no estabelecimento
processador o leite cru refrigerado deve estar a temperatura de no maximo 10° C na recepgao.
Os valores encontrados ao longo do tempo de estocagem, tempo 0, 24, 48 e 72 horas, tabela 3,
foram superiores ao limite definido em lei. Temperaturas acima do permitido em lei podem
promover a liberacdo de enzimas proteoliticas por bactérias psicrotroficas aerdbias e a
fermentacdo da lactose pelas bactérias mesodfilas aerébias. Nao houve significativa reducio
de pH ao longo do tempo de estocagem, que poderia refletir sobre a elevagdo da acidez
titulavel porém, Guinot-thomas (1994) observou que psicrotréficos promovem abaixamento
de pH do leite apés quatro dias estocagem a 4° C, isto devido a liberagdo de lipases
microbianas que elevam o teor de acidos graxos livres e até mesmo pela fermentacdo da
lactose com formac@o de acido lactico. Pode-se inferir que o crescimento dos microrganismos

psicrotréficos, tabela 6, podem ter sido responsdveis também pela elevagdo da acidez
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titulavel, que ndo foi significativa, em conjunto com a elevacdo da contagem de mesofilos
aerdbios, tabela 5.

TABELA 3 Resultados médios* das andlises fisico-quimicas realizadas em amostras de leite
cru refrigerado coletadas ao longo do periodo de estocagem a ~ 11 °C.

Tempo de estocagem do leite (horas)

0 24 48 72

Analises — - — - — - — -
Média* Desvio Média* Desvio Média* Desvio Média* Desvio

padrio padrio padrdo padrdo

Temperatura °C 11,33 1,5275 11,67 2,3094 10,17 0,7638 11,67 1,1547
Acidez tituldvel -0 16,00 1,2019 17,89 0,8389 17,94 1,5123 18,33 2,0276
pH 6,72 0,0895 6,775 0,1002 6,71 0,1082 6,69 0,1318

*média de trés repeticdes

Na andlise de regressao constatou-se que a elevacao da acidez e a reducao do pH ao

longo do tempo de estocagem nédo foram significativos (p>0,05).

5.2 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS) DO LEITE CRU

Os resultados da CCS, tabela 4, mostram que o leite cru refrigerado analisado no
momento da recep¢do atendia aos parimetros legais estabelecidos pela Instrucio Normativa

n° 51 (BRASIL, 2002).

TABELA 4 Resultados médios* da contagem de células somdticas em leite cru refrigerado
em um laticinios do Estado de Goids no més de Marco de 2006.

Analise Média* Desvio padrao
CCS (cs/mlL) 240.000 23,71

*média de trés repeticdes

Baixa contagem de CCS pode indicar que as glandulas mamadrias das vacas
ordenhadas estavam em bom estado sanitdrio e deste modo nio compromete na qualidade do
leite e conseqilentemente no rendimento da producdo de derivados desta matéria-prima

(PAULA et al, 2004).

33



5.3 CONTAGEM MICROBIANA
5.3.1 Bactérias mesofilas aerdobias

Observa-se pela tabela 5, para os resultados encontrados da Contagem Padrdo em
Placas, que desde a recepcdo, os resultados foram inadequados em relacdo a Instrucdo
Normativa n° 51 que preconiza o limite de 1,0 x 10° UFC/mL no que se refere & contagem de
bactérias mesofilas aerdbias. Tal resultado mostra que a estocagem ndo foi determinante para

o crescimento da contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias.

TABELA 5 Resultados médios* da contagem de bactérias mesdfilas aerdbias ao longo do
tempo de estocagem de leite cru refrigerado.

Contagem de bactérias Contagem de bactérias
Tempo de estocagem (horas) mesofilas aerobias mesdfilas aerobias
(UFC/mL) (log.UFC/mL)
0 1,93 x 10° 6,29
24 1,45 x 10° 6,16
48 2,93x 10° 6,47
72 3,67 x 10° 6,56

*média das 3 repeticdes

Constatou-se que ndo houve significativa correlacdo (p>0,05) entre contagem de
bactérias mesofilas aerdbias e o tempo de estocagem de leite cru refrigerado, e a acidez
tituldvel e nem com o percentual de soro. Existe significativa correlacdo (p<0,05) dessa
contagem com o abaixamento do pH.

A andlise de regressdo, figura 3, mostra correlacio (p<0,05) negativa e significativa

entre a contagem de mesofilos aerdbios e o pH.
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FIGURA 3 Evolucio do pH em func¢do da contagem de mesofilos aerdbios.

A temperatura aproximada de 11 °C usado para estocagem do leite cru refrigerado,
tabela 3, em tanque horizontal pode ter propiciado condi¢des para o crescimento de bactérias
mesofilicas que desdobraram a lactose em dcido lactico com elevacgéo da acidez titulavel e o
conseqiiente decréscimo de pH. Apds 72 horas de estocagem do leite cru refrigerado, a acidez
tituldvel superou o limite fixado pela Instrugdo Normativa n° 51, tabela 3, que estabelece o
limite de 14 a 18° D. Embora nao tenha constatado correlacio estatistica entre a contagem de
mesodfilos aerdbios e acidez titulavel o mesmo ndo se pode dizer para o pH que apresentou

uma correlagéo positiva em leite cru refrigerado.

5.3.2 Bactérias psicrotroficas aerdbias

A contagem de bactérias psicrotroficas aerdbias em leite cru refrigerado a
aproximadamente 11 °C variou de 1,99 x 10° a 6,29 x 10° UFC/mL, tabela 6. Estes resultados
foram diferentes das encontradas por Pinto, Martins e Vanetti (2006) em silos industriais
obtiveram: 5,6 x 10° a 6,4 x 10° UFC/mL. Estas diferencas podem ser em fungo das distintas
condicdes entre as industrias, incluindo o tempo de refrigeracio resultante do somatério de
horas de refrigeracdo na fonte de producdo, transporte até o posto e refrigeragéo,
descarregamento-estocagem-carregamento no posto de refrigeracdo, transporte até a industria,
descarga estocagem na planta industrial, tipo de tanque de estocagem e temperatura de

armazenamento.



TABELA 6 Resultados médios* da contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias ao longo da
estocagem do leite cru refrigerado.

Tempo de estocagem Contagem de bactérias Contagem de bactérias
P (horas) g psicrotroficas aerdbias psicrotroéficas aerdbias
(UFC/mL) (log.UFC/mL)
0 1,99 x 10° 5,30
24 2,11 x10° 5,32
48 4,13x 10° 5,62
72 6,29 x 10° 5,80

*média de trés repeticdes

Nao houve correlagdo entre a contagem de bactérias psicrotroficas aerdbias e a
acidez titulavel (p>0,05) enquanto que para a concentragdo de soro observa-se uma
significativa correlagdo (p<0,05), figura 4. Embora os teores de soro tenham sido
relativamente baixos, estes valores mostram que a estocagem do leite em mdas condi¢des e por

tempo longo compromete a qualidade da matéria-prima e de seus derivados.

2,50 + y = 1,2233x - 14,348
2 _

200 R? = 0,9058 @
—_ R=0,9518
1,50 -
2
5 1,00 -
75}
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Bactérias psicrotroficas aerdbias ( log.UFC / mL)

--@® - Resultados Linear (Resultados)

FIGURA 4 Percentual de soro em leite cru refrigerado em funcio da contagem de bactérias
psicrotroficas aerébias.

Constata-se que a reta, figura 4, pode ser utilizada para predizer o percentual de soro
a partir da contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias pois a correlacdo foi significativa
(p<0,05).

Validada estatisticamente a equacdo da reta do grifico pode entdo fornecer uma
projecdo do teor de soro na amostra de leite cru refrigerado mediante expansio da contagem
de bactérias psicrotréficas aerdbias e dai obtém-se o respectivo percentual de soro conforme a

figura 5.
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FIGURA 5 Prospectiva do percentual de soro em funcdo da contagem de bactérias
psicrotréficas aerdbias em leite cru refrigerado estocado a 11 °C.

O crescimento de bactérias psicrotroficas aerébias ao longo do tempo da estocagem

do leite cru refrigerado a ~11 °C (Figura 6).
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FIGURA 6 Influéncia do tempo de estocagem sob refrigeracdo a ~11 °C sobre a contagem de
bactérias psicrotrdficas aerdbias.

5.4 QUANTIFICACAO DE SORO NO LEITE

Para determinacio do percentual do teor de soro mediante técnica cromatografica em

Cromatografia Liquida em Alto Desempenho (CLAD) é necessdria a obtencdo da curva
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padrio e para isto foi utilizado 4rea dos picos referentes ao CMP presente no soro e a

respectiva concentracdo de soro. A curva padrio € apresentada na figura 7.
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< 15000000 -
10000000 -
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=@—Resultados —— Reta ajuste (Valor calculado)

FIGURA 7 Curva padrio para determinacdo da concentragdo de soro em leite fluido.

A reta de ajuste obtida consegue predizer a concentracdo de soro pela drea, em uA,
obtida dos picos do cromatograma referentes as amostras. Pela Andlise de Regressdo a
correlacdo foi significativa (p<0,05).

Com os resultados da 4reas dos picos obtidos das amostras de leite cru refrigerado
por meio de cromatograma plotou-se na equagdo da reta linear obtida, figura 7, para a

obtencdo do percentual de soro, tabela 7 .

TABELA 7 Resultados médios* do teor de soro em leite cru refrigerado estocados a ~11 °C
estocados por 72 horas.

Tempo de estocagem (horas) Soro (%)
0 0,53
24 0,81
48 1,18
72 2,16

*média de trés repeticdes

Nota-se que a partir de 48 horas de estocagem do leite cru sob refrigera¢do o limite
regulamento pela Portaria n° 124 (BRASIL, 1991) esta ultrapassado ji que esta fixa como
positivas aquelas provas que atingirem o limite de 1,0 %.

As causas provaveis da presenca do soro na amostra podem ser devidas a acdo de

enzimas das bactérias psicrotrdficas aerébias e a presenga de proteases naturais.
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Na figura 8 pode ser vista a equacdo de regressdo do percentual de soro ao longo do
tempo de estocagem. Observa-se uma correlacdo positiva, ou seja, a medida que o tempo de
estocagem aumentou o teor de soro também aumentou. Tal resultado € confirmado pelo
crescimento de bactérias psicrotroficas aerdbias que aumentou ao longo do tempo de

estocagem, figura 5 e 6.

y = 0,0219x + 0,381
R? = 0,9105
R = 0,9542
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0,00 - T T T
0 24 48 72
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FIGURA 8 Evolucao do percentual de soro em leite cru refrigerado ao longo do tempo de
estocagem.

A equacdo da reta validada estatisticamente pode entdo nos fornecer uma projecao do
teor de soro na amostra de leite cru refrigerado mediante prolongamento do tempo de
estocagem. Na figura 9 tem-se o grafico com a expansdo do tempo de estocagem em até 120

horas e daf obtém-se o teor de soro respectivo ao tempo de estocagem.

y = 0,0219x + 0,381
R? = 0,9105

Soro (%)

0,00 T T T T T 1
0 24 48 72 96 120
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FIGURA 9 Prospectiva da evolugdo do teor de soro ao longo do tempo de estocagem.
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5.5 ANALISE DO QUEIIO PRATO FABRICADO COM O LEITE CRU
REFRIGERADO

5.5.1 Analises fisico-quimicas
Os resultados das andlises fisico-quimicas do queijo Prato, ao fim dos 8 meses do
prazo de validade, fabricado com o leite cru refrigerado estocado por 72 horas a

aproximadamente 11 °C, podem ser vistas na tabela 8.

TABELA 8 Resultados médios das andlises fisico-quimicas das amostras de queijo Prato.

Analises Média Desvio padrao
Umidade (%) 45,30 2,1931712
pH 5,93 0,1154701
Cloreto (%) 1,27 0,2081666

*média de trés repeticdes

Furtado e Lourengo (1994) indica que a composi¢do média do queijo Prato deve ser
de 42 a 44% de umidade, 5,2 a 5,4 de pH e 1,6 a 1,9% de sal (cloreto de sédio). Em relacdo a
estas recomendacdes nota-se que nao houve correspondéncia com os resultados das amostras
analisadas conforme a tabela 8. Observa-se que os valores encontrados nesse trabalho foram
acima do preconizado pelos autores, e podem ser conseqiiéncia de alteracdes que ocorrem nas
proteinas do leite quando refrigerado por longo tempo, fazendo com que estas aumentem sua
capacidade de retencdo de 4gua. Esse aumento na retencdo de dgua pode levar o queijo a
alteracdes de suas caracteristicas desejaveis, como a consisténcia e sabor devido a maior e

mais acelerada protedlise.

5.5.2 Rendimento industrial de queijo Prato fabricado com leite cru refrigerado

Os resultados do rendimento queijo Prato (L/Kg), do rendimento ajustado (RAJ) e
rendimento Van Slyke, tabela 9, contrastam com os valores encontrados por Spadoti et al.
(2003) e por Silveira e Abreu (2003) quando fabricaram queijo Prato com leite pasteurizado
pelo sistema HTST (alta temperatura, tempo rdpido). Esta diferenca pode ser devida as
técnicas queijeiras empregadas na fabricacio do queijo Prato.

Furtado e Lourengo (1994) considera adequado o rendimento de 9,0 e 9,5 L/Kg.

Observa-se que o teor de umidade da amostra foi 7,28 % maior do que e o rendimento queijo



(L/Kg) foi 3,8% maior do que o proposto por Furtado e Lourenco (1994), e isto pode ser
creditado a hidrdlise da caseina (aumenta a superficie de exposi¢do de peptideos com
capacidade de retencéo de dgua) do leite cru refrigerado estocado a ~ 11 °C por 72 horas.

Os valores encontrados para as amostras de queijo Prato produzidas a partir do leite
cru refrigerado sob estocagem por 72 horas foram melhores em relacdo a recomendacio de
Canziane e Guimardes (2003), ji4 que, com menor quantidade de leite (L) produziu-se

quantidades iguais de queijo Prato (Kg).

TABELA 9 Resultados médios* do rendimento industrial queijo Prato fabricado com leite cru
refrigerado estocado por 72 horas a ~11 °C.

Analises Média Desvio padrao
Rendimento queijo (L/kg) 8,660 0,3195309
Rendimento ajustado - RAJ (L/Kg) 8,375 0,6184872
Rendimento Van Slyke (L/kg) 8,931 0,3160949

*média de trés repeticdes

5.5.3 Analise descritiva quantitativa

A tabela 10 apresenta os resultados da Andlise Descritiva Quantitativa de queijos
Pratos fabricados com leite refrigerado estocado por 72 horas. Os queijos analisados se
referem aos lotes fabricados em cada repeti¢do deste trabalho sendo codificados como R1, R2
e R3.

TABELA 10 Pontuacdo média atribuida por 15 provadores as propriedades sensoriais
aparéncia, sabor e textura de queijos Pratos fabricados com leite refrigerado a 11 °C por 72
horas pela Andlise Descritiva Quantitativa.

Amostra R1 Amostra R2 Amostra R3
Aparéncia
Coloragdo 5,65% 6,31% 5,50%
Sabor
Acido 2,49 2,49 1,85
Salgado 421° 2,85° 3,24°
Amargo 3,85" 3,63" 1,77°
Textura
Elasticidade 7,14° 8,9° 8,23
Dureza 1,76° 2,76 3,24*
Maleabilidade 3,66° 7,22° 3,64°

Obs. Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

De acordo com a avaliagdo dos provadores ndo houve diferenca significativa entre as

amostras R1, R2 e R3 para os atributos coloracio e sabor 4cido, tabela 10.
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Quanto ao sabor salgado, houve diferenca significativa, a nivel de 5%, da amostra R1
em relacdo as amostras R2 e R3. Possivelmente esta diferenca se deu em fungéo da etapa da
salga pela concentracdo da salmoura e tempo de exposigao.

Em relacdo ao sabor amargo, houve diferenca significativa, a nivel de 5% (p<0,05),
das amostras R1 e R2 em relacio a amostra R3 e pode ser explicado pelo nivel de
contaminag@o por bactérias psicrotrdficas aerdbias do leite cru refrigerado correspondente a
R1 e R2. Estas repeti¢des, R1 e R2, foram a que mais contribuiram com a reducdo da
qualidade microbioldgica em termos de contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias, tabela
6. A repeticdo R3 foi a que mais contribuiu com a reducio da qualidade microbioldgica em
termos de contagem de bactérias mesofilas aerdbias, tabela 5.

Considerando que as enzimas proteoliticas liberados pelas bactérias psicrotréficas
podem ter hidrolisado proteinas do leite com liberacdo de peptideos amargos no leite, e ainda
acelerado a hidrélise das proteinas no queijo. A protedlise, que leva a liberagcdo de peptideos e
aminoacidos (PINTO, 2004), pode ter sido mais intensa nas amostras R1 e R2 e isto deve ter
ocorrido em funcdo da contaminagdo por bactérias psicrotroficas aerébias, tabela 6, no leite
cru.

Sobre os aspectos relativos a elasticidade e dureza, a nivel de 5% de significancia,
houve diferencga entre a amostra R1 com relacio as amostras R2 e R3. Isso nédo se pode ser em
funcdo da estocagem refrigerada a ~11 °C por 72 horas do leite cru.

Também em relacdo a maleabilidade ndo se pode relacionar com a estocagem
refrigerada. O leite da repeticdo 1 e o leite da repeti¢do 3 contribuiram, respectivamente, para

a contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias e contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias.
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6 CONCLUSOES

6.1 O leite cru refrigerado estocado por 72 horas apresentou valores de CMP acima
do permitido pela legislagcdo, portanto a estocagem do leite por longo periodo pode produzir
resultado falso positivo quanto a fraude do soro;

6.2 Houve aumento na contagem de bactérias psicrotroficas aerébias ao longo da
estocagem de leite refrigerado por 72 horas;

6.3 Bactérias psicrotréficas aerébias ndo modificaram o pH do leite;

6.4 A estocagem refrigerada de leite cru interferiu no aumento do rendimento
industrial da fabricag¢do de queijo Prato pela maior retengdo de dgua;

6.5 A contagem de batérias psicrotréficas aerébias no leite cru refrigerado a
aproximadamente 11 °C interferiu no maior sabor amargo do queijo Prato fabricado com este
leite;

6.6 A contagem de bactérias mesdfilas aerébias e de bactérias psicrotréficas aerdbias

ndo interferiram na dureza e elasticidade.
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APENDICE A - Imagens do fluxograma de fabricacio de queijo Prato

Estocagem em tanque
horizontal isotérmico de leite

Pasteurizacdo do leite Enchimento do tanque de

fabricacdo de queijo

Coagulacio / corte / Prensagem da massa de queijo Retirada da Prensa da massa
dessoragem de queijo
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APENDICE B - Continuacdo de imagens do fluxograma de fabricac¢do de queijo Prato

Massa de queijo prestes a ser Massa de queijo cortada Enformagem dos pedacos de
cortada queijo

Pecas de queijo em processo  Pecas de queijo apds a salga
de salga

Embalagem do queijoem  Pecas de queijo em camara de  Apds maturagcdo os queijos

material termoencolhivel maturacdo por 60 dias vao para expedicao
aas_

Expedi¢ao das pecas de queijo



APENDICE C - Contagem de bactérias psicrotroficas aerdbias

Contagem de bactérias psicrotrdficas aerdbias
em diluicdo a 10 em dgar padrao

Contagem de bactérias psicrotrdficas aerdbias
em diluicdo a 10%em dgar padrao

Contagem de bactérias psicrotrdficas aerdbias
em diluicdo a 10~ em agar padrio
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APENDICE D - Modelo da ficha de andlise sensorial pelo método de ADQ adotada no
projeto

Ficha de ADQ para andlise sensorial de Queijo Prato

Nome: Data:

Por favor, avalie os seguintes atributos das amostras utilizando a escala abaixo.

ATRIBUTO
Coloracao: I I
Fraca Forte
Acido: [ [
Ausente Forte
Salgado: I I
Fraca Forte
Amargo: I I
Fraca Forte
Elasticidade: [ [
Fraca Forte
Dureza: [ [
Fraca Forte
Maleabilidade: I [
Fraca Forte

Comentarios:
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APENDICE E - Imagens da anélise descritiva quantitativa (ADQ) das amostras de queijo
Prato do projeto

Amostras de queijo Prato preparadas para a
Analise Descritiva Quantitativa

Entrega das amostras de queijo Prato aos
painelistas de andlise sensorial.

Andlise sensorial de amostras de queijo Prato
por um dos painelistas.
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APENDICE F - Representacio grafica dos resultados da andlise descritiva quantitativa
(ADQ) dos queijos obtidos das matérias-primas oriundas das repeticoes do processo de
estocagem de leite cru refrigerado

Coloracao
9,00

Maleabilidade 500 | Acido

Dureza Salgado

Elasticidade Amargo — Amostra R1

— Amostra R2
— Amostra R3
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APENDICE G - Tabelas ANOVA das andlises de regressao

Influéncia da contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias sobre o pH

gl SO MQ F F de significacdo
Regressao 1 0,00201205 0,00201205 45,7529169 0,02116511
Residuo 2 8,7953E-05 4,3976E-05
Total 3 0,0021

Influéncia da contagem de bactérias psicrotréficas aerdbias sobre o percentual de soro.

55

gl SO MQ F F de significacdo
Regressao 1 1,37633592  1,37633592 19,2408318 0,04824282
Residuo 2 0,14306408  0,07153204
Total 3 1,5194

Curva padrio para determinacio da concentracdo de soro

gl SO MQ F F de significacdo
Regressao 1 7,44E+14  7,43928E+14  287,3303315 0,0000710196
Residuo 4 1,04E+13 2,5891E+12
Total 5 7,54E+14

Influéncia do tempo de estocagem a ~ 11 °C sobre o percentual de soro

gl SO MQ F F de significacdo

Regressao 1 1,38338 1,38338 20,340832 0,045810386
Residuo 2 0,13602 0,06801
Total 3 1,5194
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APENDICE H - Tabelas ANOVA da andlise descritiva quantitativa (ADQ)

Atributo sensorial coloracio

Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 5,16047619 2 2,580238095 1,884292325 0,16551018 3,238096135
Dentro dos grupos 53,40428571 39 1,369340659
Total 58,5647619 41
Atributo sensorial dcido
Fonte da variagcdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 3,814761905 2 1,907380952 0,508317145 0,605436989 3,238096135
Dentro dos grupos 146,3414286 39 3,752344322
Total 150,1561905 41
Atributo sensorial salgado
Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 13,84904762 2  6,92452381 4,601852528 0,016058007 3,238096135
Dentro dos grupos 58,68428571 39 1,504725275
Total 72,53333333 41
Atributo sensorial amargo
Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 36,59571429 2 18,29785714 11,21056352 0,000142417 3,238096135
Dentro dos grupos 63,65571429 39 1,632197802
Total 100,2514286 41
Atributo sensorial elasticidade
Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 22,20333333 2 11,10166667 4,715330341 0,014652515 3,238096135
Dentro dos grupos 91,82071429 39 2,354377289
Total 114,0240476 41
Atributo sensorial dureza
Fonte da variacdo NG gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 16,06857143 2 8,034285714 4,747326956 0,014280042 3,238096135
Dentro dos grupos 66,00285714 39 1,692380952
Total 82,07142857 41
Atributo sensorial maleabilidade
Fonte da variagcdo SO gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos
Dentro dos grupos
Total

175,69

119,2800476 2 59,64452381 13,24000472 4,08921E-05 3,238096135

39 4,504871795

294,9790476 41




APENDICE I - Cromatograma dos picos de deteccio de CMP em leite cru refrigerado
estocado por 72 horas
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