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Resumo

Foi proposto para esse trabalho, obter leite enriquecido com CLA manipulando
a dieta de vacas com adicdo de Oleos vegetais ricos em acido linoleicos e
assim, fabricar queijo Minas Padrdo, comparando-o com aquele produzido
tradicionalmente. Os &cidos graxos foram quantificados por meio de anélise por
cromatografia gasosa, identificados pela comparacdo dos tempos de retencéo
do padrdao fame-mix e demais padrdes comerciais, foram obtidos 62 picos. Os
resultados obtidos se mostraram satisfatorios, tanto para o aumento de CLA no
leite, como também para sua presenca sem altera¢cdes nos queijos, o teor de
C18:1 trans-11 no leite apresentou em média, um aumento de 1,367g/100g de
gordura (120,76%); e o CLA Cis-9 trans-11 apresentou em média um aumento
de 0,53590/100g de gordura (95.36%). Durante o processo de maturacéo o teor
de CLA ndo apresentou alteracBes. Foi realisada analise sensorial com 30
provadores néo treinados/tratamento/repeticéo, de forma a comparar 0s queijos
obtidos com e sem CLA e observou-se mesma aceitacdo entre tratamentos.
Conseguiu-se obter um derivado do leite, queijo Minas Padrao dentro da classe
de alimentos funcionais, o qual tem sido uma busca persistente do mercado

consumidor que tem se mostrado exigente quanto a qualidade nutricional.

Palavras chaves: Acido graxo. Acido linoleico conjugado. Alimentos

funcionais. Laticinios.



ABSTRACT

It has been proposed for this work to obtain milk enriched with CLA
manipulating the diet of cows adding vegetable oils rich in linoleic acid and thus
produce fresh cheese, comparing it to the one traditionally produced. Fatty
acids were quantified through gas chromatographic analysis, identified by
comparison between the retention time of fame-mix standard and other
commercial standards, 62 peaks were obtained. The results obtained proved to
be satisfactory, as much in the increase of CLA in milk, as on its presence
without changes in the cheeses, the level of C18:1 trans-11 in milk showed an
average increase of 1.367¢g/100g of fat (120.76%); and CLA Cis-9 trans-11
showed an average increase of 0.535¢g/100g of fat (95.36%). During the
maturation process the level of CLA didn't present changes. A sensory analysis
was performed with 30 untrained tasters/ treatment/ repetition, in order to
compare the obtained cheeses with and without CLA and the same acceptance
among treatments was observed. It was possible to obtain a dairy product, fresh
cheese within the class of functional foods, which has been a persistent pursuit
of the consumer market that has proven to be demanding regarding nutritional

quality.

Keywords: Fatty acid. CLA. Conjugated linoleic acid. Functional foods.

Fresh cheese.
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1. INTRODUCAO

A busca por uma vida de qualidade e o bem-estar fisico € uma
preocupacdo cada vez mais presente na sociedade e estd associada a
felicidade, “Que o alimento seja o teu medicamento e 0 medicamento seja teu
alimento” pregava Hipdocrates- o Pai da Medicina — 400 anos antes de Cristo.
Com isso hoje ha uma intensa busca por alimentos funcionais a fim de se
manter uma dieta correta, saudavel e equilibrada.

Estudos na é&rea de alimentos funcionais sdo fundamentais para a
prevencdo de enfermidades atingidas por grande parte da populacdo, como
doencas cardiovasculares, obesidade, cancer dentre outras, a alimentacéo
saudavel pode desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducéo do
risco de doencgas cronicas.

Leite e seus derivados sao alimentos que ao longo dos anos, tem sofrido
recomendacdes de restricdo na sua ingestdo, isso devido a presenca de
gorduras, e a sua suposta associacdo com a elevacéo no risco de ocorréncia
de doencas cardiovasculares e obesidade. Infelizmente, a percepcdo do
publico em geral, e mesmo de parte da comunidade cientifica, € que a gordura
seja um ponto negativo dos lacteos, provocando diminuicdo do consumo de
leite e derivados, e buscando conceito de uma dieta saudéavel. Evidéncias
cientificas tém demonstrado, que ao contrario do que se pensava 0 cOnsumo
de produtos lacteos ndo aumenta os riscos de doencas cardiovasculares e
obesidade. Mas pesquisas atuais apontam para o possivel efeito cardioprotetor
exercido pela gordura do leite, que parece estar vinculado a um tipo de &cido
graxo, em especial, 0o acido linoleico conjugado dentre outros (CLA, do inglés
“conjugated linoleic acid”).

Além de possivel diminuicdo dos riscos de varias doengas, a presenca
de acidos graxos na alimentacdo tem se mostrado cada vez mais benéfica,
hoje ja existem produtos desenvolvidos com aumento na concentragdo de
determinados acidos graxos, encontramos relatos na literatura de

suplementacado de acidos graxos (6mega-3) para individuos em treinamento de
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forca, e os resultados mostraram um aumento significativo da forca nos
individuos durante a suplementacdo (Motriz, 2001). Ha relatos de manteiga
nutricionalmente mais adequada ao consumo humano, com menor
concentragdo de 4cidos graxos saturados de cadeia média e teores mais
elevados dos acidos oleico, vacénico e ruménico (GAMA, 2008).

2 — REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Leite

O leite e seus derivados estdo presentes na dieta de mais de 6 bilhGes
de pessoas no mundo (HEMME & OTTE, 2010), e vem sendo utilizados na
alimentacdo h& milhares de anos ao longo da histéria da humanidade. O leite é
composto por 87,5% de agua, 12,5% de extrato seco total, sendo: 3,5% de
proteina, 4,7% de lactose, 3,5% de gordura e 0,8% e minerais. Sendo que dos
3,5% de gordura, temos 66,9% de acidos graxos saturados e 33,1% de &cidos
graxos insaturados (MODESTO, 2002). De acordo com a INSTRUCAO
NORMATIVA N° 62/2011 (REGULAMENTO TECNICO DO LEITE) que gera
parametros para a qualidade do leite, hoje existe uma tendéncia clara a
valorizacdo do leite que atenda as exigéncias de qualidade, para isso é
necessario a higiene do animal, do ordenhador e das instala¢gfes, visando uma
baixa contagem de bactérias (SPENCER, 2000), (MARTINS,2002).

Deve-se:

e Manter a sala ou local de ordenha sempre limpos;

e Usar roupas limpas para ordenhar as vacas;

e Usar 4gua de boa qualidade (potavel);

e Lavar as maos e manté-las limpas durante a ordenha;

e Imergir as tetas em solucao desinfetante antes e apés a ordenha;

e Secar as tetas com papel toalha;

e Lavar os equipamentos e utensilios apés cada ordenha com agua

aquecida;
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e Trocar borrachas e mangueiras do equipamento de ordenha na
frequéncia recomendada pelo fabricante ou quando ocorrerem
rachaduras;

Um teste importante e pratico a ser realizado durante cada ordenha é o
teste da caneca telada ou de fundo escuro. Ele detecta a mastite clinica nos
primeiros jatos de leite. Quando a mastite clinica aparece, ha um depdésito de
leucdcitos (células de defesa) no canal da teta e estes leucécitos formam
grumos que séao visualizados logo nos primeiros jatos de leite. Estes primeiros
jatos devem ser depositados na caneca de fundo escuro ou telada onde os
grumos serao visualizados com mais facilidade. Devido ao contraste do fundo
da caneca com o0s proprios grumos, estes ficam mais aparentes, neste caso
estad-se diante de uma mastite clinica. A mastite é a inflamacdo da glandula
mamaria. E causada pelos mais diversos agentes. Os agentes mais comuns
causadores de mastites sdo as bactérias dos géneros estreptococos e
estafilococos. Outros agentes de importancia causadores de mastites sdo os

coliformes (Bressan, 2000)

Vale ressaltar que as mamites ambientais sdo esporadicas e podem

acometer qualquer dos animais em lactagdo (Dias, 2007).

O leite apresenta variagdes em sua composi¢ao, pesquisas indicam que
mais de 60% dessas variacbes na composicéo do leite, sdo devidos a fatores
genéticos. Outros fatores que afetam a composicao do leite sdo os ambientais,
relacionados ao estagio de lactacdo, pratica de ordenha e clima, além do
manejo da alimentacdo, nutricdo e incidéncia de doencas (FONSECA,
2000)(FONTANELLLI, 2000).

A gordura é o componente do leite sujeito a maior oscilacdo, variando
entre 2 e 3 unidades percentuais. Os fatores genéticos tem influéncia sobre os
niveis de gordura do leite, mas as principais causas dessas alteracfes sdo de
origem nutricional. Os principais fatores nutricionais que podem alterar os
niveis de gordura do leite s&o: a relagdo volumoso concentrado, a fibra efetiva,
o tipo de concentrado e 0 seu processamento, a inclusao de gordura na dieta
(CARVALHO,2000).
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Com a maior quantidade de concentrado na dieta, diminui a proporcao
de acetato:propionato, acarretando menor degradacdo da porcdo fibrosa
(forragem) da dieta. Menor digestéo de fibra reduz a producao de &cido acético,
que é um dos principais precursores da gordura do leite, a sua reducao esta
diretamente relacionada com a diminuicio da gordura do leite
(ENJALBERT,1998).

A fibra efetiva de um alimento corresponde as propriedades do alimento
gue estimulam a mastigacéo, e, consequentemente, maior estimulo a producéo
de saliva, a qual contem substancias (tamponantes) capazes de evitar a
reducdo do pH ruminal. Mantendo pH estavel,ocorre maior digestdo da fibra em
favor das bactérias celuloliticas do rumem, que serdo responsaveis pela
producao de acido acético (OLIVEIRA, 1999).

Concentrados, como farelo de gluten, casca de soja e farelo de trigo
contém carboidratos de alta digestibilidade, porém ndo alteram o pH,
consequentemente, ndo diminuem o teor de gordura no leite. Os concentrados
com alto teor de amido, como milho, sorgo e cevada, diminuem o pH,
prejudicando o desenvolvimento das bactérias celuloliticas do rumem,

promovendo uma diminui¢éo do teor de gordura do leite (MOREIRA, 2000).

A moagem muito fina de gréos aumenta a fermentacdo, aumenta a
digestao, reduzindo o pH ruminal, e com isso, provoca uma reducéo de gordura
do leite (DHIMAM, 2002).
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2.1.1 CLA

Estudo sugerem que o CLA apresenta potentes atividades bioquimicas e
fisioloégicas, protegendo o organismo contra enfermidades crénicas como
doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes, arteriosclerose,
antitromboticas e ainda alguns tipos de cancer (SEBEDIO et al.,1999)
(Pariza,2004). O CLA é um composto natural, existente em diversas formas, de
acordo com o arranjo de suas moléculas. A principal fonte de CLA na
alimentacdo dos seres humanos € proveniente da gordura do leite e da carne
de animais ruminantes, o cis-9, trans-11 é o principal isbmero presente na
gordura do leite (KHANAL et, al. 2005).

O CLA encontrado na gordura do leite origina de duas fontes: uma é
formada durante a biohidrogenacdo ruminal de acido linoleico pelas bactérias
do rimen; e a segunda € sintetizada na glandula mamaria. (BAUMAN et al.
1999, ARIZA, 2001). Estudos estdo sendo realizados na busca da quantidade
necessaria da ingestéo diaria, para que o CLA exerca seus efeitos benéficos
(IP etall., 1991).

O estudo realizado por Shantha, Crum e Decker (1994) nos Estados
Unidos mostrou que o teor de CLA no leite variou de 0,63% a 1,16% e em

queijos variou de 0,40 a 1,70% do total de &cidos graxos.

No Brasil a ingestdo média de CLA é estimada em 36 mg.dia-1.
(NUNES; TORRES, 2010). Contudo, uma das maneiras de se aumentar a
guantidade de CLA no leite, ou seja, obter um leite enriquecido com CLA é
manipular a dieta de vacas com adicdo de Oleos vegetais ricos em acido
linoleicos. Ja existem estudos analisando o perfil de &cidos graxos do leite de
vacas que receberam niveis crescentes de 6leo de girassol em dietas a base
de capim-elefante, apesar da maior ingestdo diaria de acido linoleico com o
aumento do nivel de OG na dieta, sua concentracdo de gorduras nao foi
alterada, ou seja, ocorreu uma melhoria da qualidade nutricional da gordura do
leite (GAMA, LOPES, 2014).
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A sigla CLA é usada para descrever uma familia de isbmeros do acido
octadecadiendico (18:2), que possui um par de ligacdes duplas conjugadas ao
longo da cadeia alquila.

Isomeria € o fenbmeno relacionado a existéncia de dois ou mais
compostos quimicos com formulas e massas moleculares idénticas, mas
propriedades diferentes. O conceito de isomeria envolve, portanto, aspectos
relacionados com a posicdo dos &tomos na molécula e a natureza das ligacdes
atdmicas. O CLA é a denominagdo comum de um grupo de acidos graxos com
18 atomos de carbono, consistindo num grupo de isbmeros de posicdo e

geométricos com duas duplas ligacdes conjugadas (KELLY, 2001).

Teoricamente, as ligacdes duplas podem existir em qualquer local dos

carbonos C2 a C18, para produzir inGmeras estruturas possiveis de isbmeros.

O termo acido linoléico conjugado refere-se a uma mistura de isébmeros
geométricos (combinacdes de configuragdes: cis-cis, trans-cis, cis-trans e
trans-trans) e posicionais (duplas ligagdes nas posicdes 8 e 10; 9 e 11; 10 e 12;
11 e 13) do &cido linoléico (acido octadecadiendico cis-9, cis-12 ou C18:2 n-6
cis, n-9 cis), onde as insaturacbes sao conjugadas, ou seja, separadas por

simples ligagdes carbono-carbono (Bessa et al., 2000)

Foram relatadas formas isoméricas de acido octadecadiendico contendo
ligacdes duplas conjugadas nas posic¢oes 7,9; 8,10; 9,11; 10,12; 11,13; e 12,14,
em misturas de CLA guimicamente preparadas ou em produtos naturais. Cada
um dos referidos isbmeros posicionais de dienos conjugados pode ocorrer em
uma ou mais das quatro seguintes configuracdes geométricas: cis-trans; trans-
cis; cis-cis; ou trans-trans, o que daria 24 possiveis isbmeros de CLA
(RALOFF, 2001). Sdo denominados &cidos graxos trans, quando o0s
hidrogénios da dupla ligacdo se encontram em lados opostos em relagdo a
cadeia carbbnica, neste caso, 0s acidos graxos insaturados estdo na
configuragdo trans, e o0 acido graxo apresenta-se como uma cadeia
praticamente linear (VISENTAINER; FRANCO, 2006).
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Acido linoléico conjugado (CLA) é o nome dado ao grupo de isdbmeros

posicionais e geométricos do acido octadecadiendico (18:2) (Figura 1).

C18:2
Trans-10 Cis-12

C18:2
» Cis-9 Trans-11

C18:2
Cis-9 Cis-12

Figura-1- Estrutura esquematica de isbmeros do 4cido linoleico (C18:2).

Fonte: A AUTORA
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2.1.2 Queijo Minas Padréo

O Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria
define queijo como: “Produto fresco ou maturado que se obtém por separagéo
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acgéo fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactérias especificas, de acidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem
agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias
corantes” (BRASIL, 1996).

O agronegocio brasileiro tem sido apontado como a grande ancora da
economia e nesse contexto se destaca a cadeia do leite, tendo Minas Gerais
como berco deste agronegdécio com participacdo de 28,8% da producdo
nacional (DUSI e ASSIS, 2011). Dados divulgados pelo IBGE (2011) dos 32
bilhdes de litros de leite produzidos em 2011 no Brasil, 67,9% foram adquiridos
pelas industrias de laticinios que funcionam com servicos de inspecao sanitaria
e o restante, descontando as perdas, fica para consumo préprio e produgao
artesanal de queijos e derivados (DUSI e ASSIS, 2011).

Os queijos apresentam destaque entre os derivados lacteos pelos
elevados teores lipidico, proteico e mineral, uma vez que concentra tais
nutrientes presentes no leite. A qualidade dos acidos graxos e aminoacidos que
compde as gorduras e proteinas, respectivamente, presentes no queijo
aprimoram sua qualidade nutricional (MORENO, 2013).

O gqueijo Minas Padrdo é originalmente brasileiro, sua origem é do
século XIX. O queijo Minas Padréo é um dos queijos mais populares no Brasil e
de intensa fabricacdo no estado de Minas Gerais, € de simples elaboracéo e de
muita versatilidade na culinaria. Esse queijo ainda hoje pela legislacdo
brasileira, ndo possui um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
estabelecido e é uma das razfes para se explicarem as mudancgas observadas
na sua apresentacdo atual no mercado e as variagbes consideraveis de
composicado (BRUMANDO, et. al. 2011).
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E também conhecido como: Minas Curado, Minas Prensado, Minas
Padronizado e Minas Pasteurizado, em algumas regides do pais (ABIQ, 2012a;
ENGETECNO, 2012).

E um produto que, obrigatoriamente, deve-se empregar leite
pasteurizado e padronizado no teor de gordura com 3,2%-3,4% (m/m). O queijo
Minas padrao tradicional, considerado pela legislagdo como produto de alta
umidade que varia de 46 a 50%, essa variacdo é proveniente do corte de sua
coalhada que tem seu tamanho considerado como médio (ENGETECNO,
2012; FURTADO, 2005; BRASIL, 1996). Em relacdo a quantidade de gordura,
em torno de 30%, pode ser classificado como semigordo, esse teor depende da
sua elaboragdo (ENGETECNO, 2012; BRASIL, 1996). O sal € responséavel pela
eliminacdo das bactérias patogénicas (QUIMICA NOVA, 2004) e sua
guantidade no queijo varia entre 1,4 a 1,6% (ENGETECNO, 2012). O fermento
garante as caracteristicas e a sanidade do produto (QUIMICA NOVA, 2004).

Suas caracteristicas vém através do método de “curar”, que na pratica é
envelhecer o queijo, fazendo com que haja perda de umidade. Neste processo
€ necessario total cuidado com higiene, mantendo um local limpo, fresco e
arejado (QUEIJO NO BRASIL, 2012c). E classificado como queijo maturado,
sem corante e prensado, tendo em média 25 dias para que ocorra sua
maturacdo completa, com o cuidado de vira-lo todos os dias e sua vida de
prateleira é relativamente longa variando de 2 a 3 meses, com um controle
rigido de temperatura, mantendo esse cuidado evita a perda precoce do
alimento (ABIQ, 2012a; QUEIJO NO BRASIL, 2012a; ALBUQUERQUE e
COUTO, 2005; FURTADO, 2005).

A maturacdo do queijo € caracterizada por uma série de mudancas
fisicas, quimicas e microbioldgicas que afetam os principais componentes do
queijo. As mudancas que envolvem lipideos e proteinas sdo as mais

carateristicas e significativas (Fernandez-Salgueiro et al.,1988).
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2.1.3 Alimentos Enriquecidos x Alimentos Funcionais

De acordo com a portaria n°® 31, de 13 de janeiro de 1998, considera-se
alimento enriquecido, todo alimento ao qual for adicionada substancia nutriente,
com o objetivo de reforcar o seu valor nutritivo, seja repondo quantitativamente
0s nutrientes destruidos durante o processamento do alimento, seja
suplementando-os com nutrientes em nivel superior ao seu conteddo normal.

Alimentos funcionais Segundo a Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) € definido como "aquele alimento ou ingrediente que, além das
fungBes nutricionais basicas, quando consumido, como parte da dieta habitual,
produz efeitos benéficos a saude". Tém sido muito estudado e embora néo
curem, apresentam componentes ativos capazes de prevenir ou reduzir o risco
de algumas doencas(CARDOSO & OLIVEIRA, 2008).

Pesquisas nessa area, vem se intensificando, visando um mercado de
ampla expansao no mundo, os chamados alimentos funcionais, e buscando
atender o mercado consumidor que tem sido exigente com qualidade

nutricional.

2.1.3 Andlise de acidos graxos em leite e derivados

A técnica classica utilizada para analise de acidos graxos é a
cromatografia gasosa (GC, do inglés “gas chromatography”), que é uma técnica
de separacdo e andlise de misturas de compostos volateis, que ao serem
carreados pela fase movel (gas de arraste) podem sofrer interacdo com uma
fase estacionaria conveniente. O equipamento de GC pode ser dividido em
quatro partes principais: suprimento de gas de arraste, sistema de injecédo da
amostra, colunas e forno da coluna e sistema de deteccdo. A fase estacionaria
€ uma camada microscopica de liquido ou polimero sobre um sélido inerte,
dentro de uma peca tubular chamada coluna. No caso especifico da
determinacdo de &cidos graxos, utiliza-se convencionalmente uma coluna de
cianopropil e silicone. Os gases de arraste devem ser quimicamente inertes e

0s mais utilizados sao o hidrogénio, hélio, nitrogénio ou argdnio. A escolha do
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gas de arraste depende principalmente do tipo de detector utilizado
(Eder,1995).

Utilizando uma microsseringa, a amostra € introduzida em céamara
aguecida (injetor) e imediatamente vaporizada a temperatura constante de 250
°C, garantindo que as amostras sejam volatilizadas e se mantendo estaveis. O
mecanismo de separacao associado aos analitos fundamenta-se num processo
relacionado a dois fendbmenos: temperatura de ebulicdo e interagcdo com a fase
estacionaria. Analitos que apresentam mesma caracteristica de polaridade,
mas pontos de ebulicdo distintos, no qual o mais volatil ird eluir primeiro
(Christie, 1989). Por outro lado, se os analitos apresentam mesmo ponto de
ebulicdo, mas polaridades distintas, aquele que apresentar maior interacéo
com os sitios da fase estacionéaria ird apresentar tempo de retencdo maior
(Ackman, 2002). As colunas mais utilizadas hoje, sdo as colunas capilares, que
proporcionam analises mais rapidas, possuem comprimento que varia de 2 até
100 m e precisam ser submetidas a altas temperaturas bem controladas para

manter os analitos em sua forma gasosa apos a injecédo (Figura 2).

Figura 2 - Coluna Capilar cianopropil + silicone, CPSIL 88.

Fonte: A AUTORA

A deteccdo de cada um dos componentes pode ser obtida por meio de
diversos tipos de detectores, situados na saida da coluna de separacdo e
monitoram o sinal dos componentes separados presentes no gas de arraste

que elui da coluna. O detector de ionizacdo de chama € conhecido pela sigla
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FID, do inglés “flame ionization detector’. A sua utilizacdo baseia-se na
medicdo da variacdo da corrente de ionizagdo da chama de hidrogénio/ar na
presenca das substancias eluidas. Compostos de carbono, incluindo os ésteres
de AG, ao serem pirolisados produzem ions e elétrons capazes de conduzir
eletricidade, a qual € amplificada, convertida e registrada. O sinal de saida do
detector entra num registrador que gera o cromatograma (SKOOG et al., 2006).

Abaixo observa-se representacdo esquemética simples de cromatégrafo

a gas. (Figura 3)

Injetor Lzl Fhmo deions

T: (22D Detectur:;——_:::"

Ar

Figura 3 - Representacdo esquematica de um cromatografo a gas.

Formo
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H

ka

Hélio

Fonte: A AUTORA

A obtencédo do perfil de acidos graxos no leite, por cromatografia a gas,
requer a preparacdo das amostras, num processo que envolve a extragdo e
metilacdo da parte lipidica. Na esterificacdo os acidos graxos sédo convertidos
em compostos mais volateis, como ésteres metilicos de acidos graxos, o qual é
uma condicao imprescindivel para se trabalhar com a técnica de cromatografia

gasosa. (Figura 4).
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Figura 4 - Representacao esquematica de uma reacédo de esterificacao.

2.1.4 Analise Sensorial

A andlise sensorial é definida pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), como a ciéncia usada para evocar, medir, analisar e
interpretar reacdes humanas referente as caracteristicas dos alimentos e
matérias, percebidas pelos sentidos: paladar, olfato, tato, visdo e audicao.
(ABNT, 1993)

E uma ciéncia que estuda as percepcdes, sensacbes e reacdes do
consumidor referente a aceitacao ou ndo de um determinado produto. A analise
sensorial tem se mostrado importante ferramenta no processo de atender os

anseios dos consumidores em relacao a seus produtos. (MINIM, 2006)
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudo exploratério da producdo de queijo minas padrdo enriquecido
com CLA.

3.2 Especificos

* Produzir o leite enriquecido com CLA alterando a dieta de animais.

* Produzir um QMP enriquecido com CLA.

* Avaliar o perfil de acidos graxos.

* Verificar o comportamento do teor de CLA nos queijos ao longo do
processo de maturagao.

* Avaliar possiveis diferencas de aceitacdo sensorial do QMP sem

enriqguecimento de CLA e com enriquecimento de CLA.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Material e Métodos

4.1.1- Amostras de Leite

O experimento foi realizado com dois tratamentos: com enriquecimento
de CLA e sem enriquecimento de CLA, em trés repeticdes.

Foram coletadas amostras de leite sem enriquecimento de CLA,
no sitio das Colinas no municipio de Guarani. O processo de ordenha foi
mecanica e foram realizados teste da caneca de fundo escuro, pré e pés-
dipping. O rebanho estava entre a 12 e a 32 cria, e as racas eram: raca
holandés puro, %, 7/8 e meio sangue. A alimentacdo do gado usado no periodo
da ordenha foi fubd, soja, caroco de algoddo e mineral. O volumoso foi pasto
brachiaria brizantha e silagem de milho. Abaixo observa-se os volumes de leite
produzidos por cada grupo de vacas no leite sem enriqguecimento de CLA
(Tabela 1), as medidas dos volumes de leite foram realizadas no momento em

que o leite chegou no ILCT, foi usado um balde graduado de 20 L (Figura — 5).
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Figura 5 — Balde graduado de 20L

Fonte: A autora
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Tabela 1 - Volumes de leite produzidos sem enriquecimento de CLA, por cada

grupo de vacas.

Repeticao Vacas Volume (L)
1 115, 231, 244 38
2 257, 268, 217 33
3 7029,155, 149 32

Na coleta do leite com enriquecimento de CLA, procedeu-se da mesma
forma que a ordenha do leite sem enriqguecimento de CLA. Tomou-se o cuidado
de coletar o leite das mesmas vacas, para se trabalhar com dados mais
uniformemente possiveis. Para obtencdo de aumento do teor de CLA no leite,
foram adicionados a alimentacdo do gado (além da brachiaria brizantha e
capim Cameron), 400 mL/vaca/dia de 6leo de soja durante 7 dias, portanto,
cada vaca consumiu o total de 2,8 litros de 6leo de soja durante uma semana,
e coletou-se o leite posteriormente. Abaixo observam-se os volumes de leite
produzidos por grupo de vacas, apos terem sido submetidas a dieta
diferenciada. (Tabela 2)

Tabela 2 - Volumes de leite produzidos, enriquecido com CLA de cada grupo

de vacas.
Repeticao Vacas Volume (L)
1 115, 231, 244 37
2 257, 268, 217 30
3 7029,155, 149 37
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4.1.2- Amostras de QMP

A divisdo das amostras foi realizada de acordo com o enriquecimento ou

nao de CLA e o tempo de maturacdo: 20 e 60 dias (Tabela-3).

Tabela 3 - Divisdo das amostras de QMP, de acordo com tratamento e

com CLA

maturacao.
Tempo de
Lote Tratamento Maturacso
16510507 Enriquecido com 60di
CLA ias
Enriquecido com
15510508 CLA 60dias
Enriquecido com
15510509 CLA 60dias
N&o Enriguecido
15510510 com CLA 60dias
N&o Enriguecido
15510511 com CLA 60dias
N&o Enriguecido .
15510512 com CLA 60dias
Enriquecido com
15510513 CLA 20 dias
Enriquecido com
15510514 CLA 20 dias
Enriguecido com
15510515 CLA 20 dias
N&o Enrigquecido
15510516 com CLA 20 dias
N&ao Enriquecido
15510517 com CLA 20 dias
15510518 N&o Enriquecido 20 dias
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4.1.3- Padronizacéo do leite para fabricacdo dos queijos Minas padréo

A padronizacéo foi realizada no Instituto de Laticinios Candido Tostes.

Foi realizada analise de teor de gordura pelo método de Gerber,
seguindo os parametros da Instrucdo Normativa n°68 para padronizar os
gueijos para posterior fabricacdo dos queijos. (BRASIL, 2006)

No tratamento sem CLA, o leite da repeticdo 1 n&do necessitou
padronizacdo, devido ao baixo teor de gordura, 2,9% (m/v), aquém do teor
requerido (3,2%), o da repeticdo 2, apresentou teor de gordura de 4% (m/v),
assim, usaram as proporc¢oes de 24 L do leite integral e 6 L do mesmo lote do
leite desnatado (0% de gordura) , para a devida padronizacdo. O leite da
repeticdo 3 apresentou teor de gordura de 5,2% (m/v), necessitando ser
padronizado, por meio da propor¢ao de 19,7 L de leite integral e 12,3 L de leite
desnatado, também do mesmo lote.

Ja no tratamento com CLA, os leite das repeticbes 1 e 3 apresentaram
teor de gordura de 3,2% (m/v), ndo sendo necessarias padronizacoes,
enquanto o da repeticdo 2 apresentou 4,0% (m/v) teor de gordura, sendo
empregado 21,6 L do leite integral para 5,4 L do leite desnatado (0% de
gordura) desse mesmo lote.

4.1.4- Pasteurizacao do leite com e sem tratamento

Depois de filtrados e padronizados, os leites enriquecidos e nao
enriquecidos com CLA, foram aquecidos a 65°C por 30min (separadamente), e
posteriormente resfriados a 34°C, para inicio do processo de fabricacdo dos

gueijos Minas padréao.

4.1.5- Fabricacdo do QMP nos tratamentos com e sem enriquecimento de
CLA

Os QMP foram fabricados no Instituto de Laticinios Céandido Tostes,
segundo a tecnologia descrita pelo ILCT EPAMIG (Ferreira, 2005).
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O fermento utilizado foi o liofilizado mesofilico tipo O, Chr. Hansen R704,
Lactococcus lactis subsp. Lactis e Lactococcus lactis subsp. Cremoris, foi

usado 0,5% do volume total de leite de acordo com cada repeticéo (Tabela 4).

Tabela 4 - Adicdo de 0,5% de Fermento no leite para fabricacdo de

queijo Minas padréo.

Repeticao Volume (L) Fermento (Q)
1 38 0,19
2 33 0,16
3 32 0,15

Apos repouso de 30 minutos, tempo necessario para fermentacdo,
adicionaram-se os demais ingredientes tecnoldgicos (tabela 4) e apos 40
minutos de repouso, imediatamente antes do corte da coalhada, retirou-se
amostra do soro para andlise de teores de gordura e acidez titulavel, para
verificacdo do controle do processo de fabricacdo dos queijos. Apds a
mexedura, por aproximadamente 50 minutos, foram dados os pontos das
massas e 0s queijos foram colocados nas formas, permanecendo sob
prensagem (10x o peso do queijo), por 1h e 30 min, alternando o lado a cada

30 min.

Tabela 4 — Adicao de ingredientes tecnolégicos na producdo dos QMP

experimentais.

Tratamentos Repeticdes CaCl240% m/v.  NaNOsz 50% m/v Coalho

Nao 1 19 mL 19 mL 4,0 mL
enriquecido 2 16 mL 16 mL 3,1 mL
com CLA 3 15 mL 15 mL 3,0 mL
1 18 mL 18 mL 4,0 mL

Enriquecido 2 15 mL 15 mL 3,0 mL
com CLA 3 18 mL 18 mL 40 mL
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Seguindo a tecnologia do ILCT, observa-se abaixo uma representacao simples
da fabricacdo do QMP (Ferreira, 2005). (Figura 5)

Leite cru

&

Filtracao

&

Leite pasteurizado [65° Celsius (°C)/30minutos] e padronizado (3,2% m/v de gordura)

&

Adicionou-se fermento liofilizado mesofilico tipo O, Chr. Hansen R704, Lactococcus
lactis subsp. Lactis e Lactococcus lactis subsp. Cremoris.

¢

Apés repouso de 30min

Adicao dos Ingredientes: Cloreto de Célcio (CaCl,), Nitrato de sodio (NaNOgs), Coalho

¢

Apds repouso de 40min (para coagulagdo da massa)

Mexedura: por 50min

b

Pré-prensagem (2x o peso do queijo)

¢

Enformagem (formas para queijo de 1Kg)

¢

Prensagem (1h e 30min, alternado o lado a cada 30min; sendo 10x o peso do queijo)
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&

Salga - 20 % m/v de sal, entre 10°C e 12°C por 24 h

&

Secagem (camara fria entre 10°C e 12°C por 48 h)

&

Embalagem a vacuo

&

Maturacdo (mantidas entre 10°C e 12°C)

Figura 6 — Fluxograma das fabrica¢cdes dos QMP experimentais.

4.1.6 — Reagentes e Solventes Utilizados

* Agua deionizada;

* Acido oxalico, Sigma Aldrich, 98%, CAS 144-62-7;

* Acetato de metila (metil acetato), Merk, 99%, CAS 79-20-9;

* Eter etilico (éter dietilico), Merk, 99,5%, CAS 60-29-7;

* Hidréxido de amonio 25% em agua, Vetec, CAS 1136-21-6;

* Metanol anidro GRAU HPLC, Sigma Aldrich, > 99%, CAS 67-56-1;

* Metoxido de sddio 30% em metanol, Fluka, CAS 124-41-4;

* Padréo metil éster do CLA sintético, LUTA-CLA 60%, BASF;

* Padrao metil éster do CLA 18:1 trans 11, (vacénico), Supelco, 46905-U;
* Padrao metil éster do acido linolénico Supelco, 47792;

* Padrao metil éster do acido linolénico Supelco, 47791;
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* Padrdo metil éster do acido cis- 5,8,11,14,17 eicosapentandico, Supelco,
47571-U;

* Padrdo FAME Mix-37, Sigma Aldrich, 47885-U;

* Sulfato de sodio (Na2S04) MERK, CAS 7757-82-6;

4.1.7 - Equipamentos
* Centrifuga Sorvall RC 5B Du Pont;
* Vortex Mix, Vixar 60HZ;

*Estufa TE394/2 Tecnal;

4.1.8 - Preparo da Solucao de Metilagéo
Para o preparo da solucdo de metilacdo, foram adicionados em baldo
volumétrico, capacidade de 2 mL, 0,875 mL de metanol anidro, 0,20 mL de

metoxido de sodio (30% em metanol) (Tabela 5).

Tabela 5 — Preparo da solucdo de metilacao

Reagente 50 amostras 25 amostras 20 amostras 10 amostras
Metanol 1,75 mL 0,875 mL 0,70 mL 0,35mL
Metoxido de sodio 0,40 mL 0,20 mL 0,16 mL 0,08 mL
Total: 2,15 mL 1,075 mL 0,860 mL 0,420 mL
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Foram preparados solu¢des para 25 amostras (Figura 6).

Adicionar 0,875mL Adicionar 0,20mL de
de MeOH metdxido de sédio

a a1

Figura 7 - Preparo da solugéo de metilagéo:

Fonte: A AUTORA.

4.1.9 — Preparo da Solucéo de Terminacéao

Para o preparo da solucao de terminacéo, pesou-se 1g de acido oxalico,
transferiu-se para estufa a 105°C por 30 minutos, deixou-se secar no
dessecador para evitar que absorvesse umidade, adicionou-se 30 mL de éter

etilico e transferiu-se para um frasco de plastico (Figura 7).
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Aquecer a 105°C Esfriar no dessecador
Adicionar 1g de por 30min

acido oxalico

m

Sk

nr,

Figura 8 — Preparo da solucdo de terminacéo.

Fonte: A AUTORA.

4.2 - Procedimento de extracao lipidica do Leite

A extragdo Lipidica do leite seguiu a metodologia de Roese-Gottlieb
AOAC, 1990.

Pipetou-se 1mL de leite e transferiu-se para um tubo de ensaio, a esse
mesmo tubo foi adicionado: 0,2mL de hidroxido de amoénio (NHsOH;25%),
1,0mL de etanol (CzHsOH; 95%), 2,5mL de éter dietilico (C4H100; 99,5%),
2,5mL de Hexano (CesHis), para cada substancia adicionada levou-se a
agitacdo no vértex por 1 minuto, centrifugou-se por 5 minutos a 3000 rpm, e
concentrou a solugdo usando ar comprimido (N2) por 10 minutos, sendo
realizados os procedimentos para todas as amostras (Figura 8).
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Figura 9 - Extracdo lipidica

Fonte: A AUTORA.

35



4.2.1 -Transesterificacao lipidica no leite

A transesterificacdo Lipidica do leite seguiu a metodologia de Roese-
Gottlieb AOAC, 1990.

No processo de transesterificacdo adicionou-se a cada tubo de ensaio
contendo as amostras: 2 mL de hexano e 40 yL de acetato de metila. Tampou-
se e agitou-se por 30 segundos com emprego de vortex, adicionou-se mais 40
ML da solucdo de metilacdo, e, novamente agitou-se por mais 1 min no vortex.
Ficou em descanso por 10 minutos, adicionou-se 60 uL da solucdo de
terminacdo, agitou-se por mais 30 segundos também no vortex, adicionou-se
0,59 de sulfato de sodio e ficou em descanso por 1lh. Centrifugou-se para
melhor separacdo de fases por 5 minutos a 3200 rpm, transferiu-se a fase

organica para os vails, para posterior injecdo no cromatégrafo (Figura 9).

=137

— — ——o—
Adicionou-se 2mL de a0pL de St de Agitou-se por 30s 40pL de solugio de
hexano CH3(CH,)sCH; metila CsHsO: metilagdo
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—_
Agitou-se por 1min Ficouem de§canso Adicignou-se Go_uL d? Agitou-se por 30s
por 10min solugéo de terminagao

’JA\ 2 o .

Adicionou-se 0,5g de Ficou em descanso Transferiu-se as amostras para
sulfato de sédio por 1h At R vials para inje¢do no cromatoégrafo
(Na2S04)

S5min a 3200 rpm

Figura 10 - Transesterificagcdo no leite

Fonte: A AUTORA.

4.2.2 - Procedimento de extracgao lipidica no queijo

O método de extracédo lipidica do leite se baseia nho método da AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) com adaptagdo (substituicdo do
éter de petrdleo por hexano).

Para a extracdo lipidica no QMP, pesou-se 0,2 g de cada queijo
experimental, adicionou-se 7,2 mL da solucdo de hexanol/isopropanol (3:2),
agitou-se no vortex por 30 s e deixou em descanso por 10 min; adicionou-se
4,8 mL de sulfato de sédio (1g/15 mL H20), agitou-se por 30s, permanecendo
em repouso 10min; centrifugou-se por 5 min a 3500 rpm, retirou-se a fase
organica, adicionou sulfato de sédio, insuflou com N2(g) por 30s e ficou em

37



repouso por 30 min, centrifugou-se a 5 min por 3200 rpm, transferiu-se a fase

organica para posterior metilacao e evaporou-se o N2(g), (Figura 10).

C— o

; -4';.;
v
e

Pesou-se 0,2g Adicionou-se 7,2 mL Agitou-se por 30S Ficou em descanso

de queijo da solugdo por 10 min
Hexanolisopropanol

Agitou-se por 308 Ficou em repouso
= por 10min
Adicionou-se 4,8mL
de sulfato de sédio Centrifugou-se por
(Na2804) 5min a 3500 rpm

Adicionou-se
sulfato de sédio
(Na2S0a4)

Retirou-se a fase
orgénica

Ficou em repouso
por 30 min

Insuflou com N3
por 30S
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Transferiu-se a fase

Centrif = 3200 organica para posterior
-l :gfgns\i?\a w metilagédo Evaporou-se com N2

Figura 11 - Extracao lipidica no QMP

Fonte: A AUTORA.

4.2.3 — Transesterificacéo lipidica no queijo

O método de extracdo lipidica do leite se baseia ho método da AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) com adaptacdo (substituicdo do
éter de petrdleo por hexano).

Para a transesterificacdo lipidica do QMP adicionou-se: 2 mL de
Hexano, 40 uL de acetato de metila, agitou-se no vortex por 30 s, adicionou-se
40 pL da solucéo de metilacdo, agitou-se novamente mais 1 min no vortex e
deixou-se em descanso por 10 min, adicionou-se 60 pL da solucdo de
terminacdo, agitou-se por 30 s, adicionou 200 mg de cloreto de célcio,
descansou por 1h, centrifugou-se por 5 min a 3200 rpm e transferiu-se a fase
organica para posterior injecao no cromatégrafo (Figura 12).
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Lo

Adicionou-se 2mL 40pL de acetato . L/
de hexano (CH3(CH)sCH3) 4o metila (C:Hs02) Agitou-se em vortex Adicionou-se 40plL da
por 308 solugdo de metilagdo

Agitou-se por 1min Repouso por 10min Q)

Adlclonou:so 60pulL da
solugio de terminagio

Adicionou-se 200mg p—
Agitou-se por 30S de cloreto de cilcio Ficou em descanso por 1h

(CaCl2)
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T Transferiu-se as amostras para
vials para posterior injegao no

cromatografo
Centrifugou-se por 5min a

3200rpm

Figura 12- Transesterificacdo lipidica no QMP

Fonte: A AUTORA.

4.2.4 - Instrumentacao

A coluna usada foi de cianopropil + silicone, CPSIL 88 (100m x
0,25 mm x 0,2um) e as temperaturas do injetor e detector foram de 250°C. O

gas de arraste usado foi de hidrogénio, em vazao de 1,0mL/min.

e Split 1:50

e Ramping: Temperatura do forno inicial 45°C (4min).

e Primeira rampa de aquecimento: 45°C a 175°C a 13°C/min, (27min a
175°C)

e Segunda rampa de aquecimento: 175°C a 215°C a 4°C/min, (35min a
215°C).

e Fluxo Hz FID 35mL/min

e Fluxo Ar FID 286mL/min

e Fluxo N2 make up 30mL/min

e Volume de injecdo: 1pL.
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O detector usado foi FID (detector de ionizacdo de chama), no qual os ésteres
de AG ao serem pirolisados produzem ions e elétrons capazes de conduzir
eletricidade, a qual é amplificada, convertida e registrada.

A rampa de aquecimento, evita a degradacao dos constituintes da amostra e

promove uma melhor separacéo dos constituintes (Figura 13).

Temp.
°C
215
i
'
- [
. :
1
175 ; ! :
[ > 1 '
' . 1 !
' : 1 !
[ : 1 :
41: . I : ]
49 % 1 ’
0 10 37 47 82

Tempo (min)

Figura 13 — Representacdo esquematica da rampa de aquecimento no CG.

4.2.5 — Analise sensorial dos QMP experimentais

Realizou-se analise sensorial dos QMP aos 20 dias de maturacao, por
comparacao pareada com 60 provadores nao treinados/tratamento/repeticdo. A
andlise foi realizada no refeitério do ILCT/EPAMIG. As duas amostras
codificadas, com enriqguecimento de CLA e sem enriquecimento de CLA foram
apresentadas simultaneamente, cabendo cada julgador indicar a amostra

preferida, codificadas com trés digitos aleatorios (Figura 14).
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COMPARACAO
PAREADA

(Preferéncia)

Por favor, deguste a amostra da direita primeiro.

Escolha o codigo da amostra de sua preferéncia.

341 284

Figura 14 - Modelo de ficha para analise sensorial por comparacdo pareada

(preferéncia) com os QMP com e sem enriquecimento de CLA.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1-Teor de CLA

Os acidos graxos foram identificados pela comparacdo dos tempos de

retencdo do padrdo FAME-mix e demais padroes comerciais, foram obtidos 62

picos identificados.

Observa-se aumento nos teores do Cis-9 trans-11 e de seu precursor

C18:1 Trans-11, conforme confirmado pelo box plot, na caixa temos o intervalo

qgue corresponde os 50% dos dados (entre Q1 e Q3), as linhas abaixo e acima

da mediana nos mostra que houve variagao positiva do teor de Cis-9 trans-11 e

seu precursor C18:1 trans-11 (Figura -15). Estes resultados indicam, que o

tratamento com enriguecimento de CLA na dieta das vacas apresentaram

positivos e coerentes com 0 esperado, ao ser adicionado na alimentacdo do

gado (pasto brachiaria brizantha e capim Cameron) o 6leo de soja (Tabela 6).

Tabela 6 — Resultados de C18:1 trans11 e Cis-9 trans -11 (CLA) nas amostras

de leite.

Controle Repeticdes Tratamento C18:1t-11* Cis-9 t-11*
15510246 2 Sem enriquecimento 1,169 0,607
de CLA
15510247 3 Sem enriquecimento 1,014 0,552
de CLA
15510248 1 Com enriquecimento 2,317 0,956
de CLA
15510249 2 Com enriquecimento 2,263 0,916
de CLA
15510250 3 Com enriguecimento 2,917 1,415
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)
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"Cis-9Tras-11; C18:1 Trans-11 EM AMOSTRAS
DE LEITE"

3.5

3
2.5

2 aoa3
1.5 — O mMediana
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o ——
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1 2

Figura 15 — Representacdao grafica box plot do cis-9 trans-11; C18:1 trans-11
em amostras de leite.

Ao analisarmos os cromatogramas das amostras de leite com e sem
enriquecimento de CLA, notamos uma alteracdo visivel no tamanho do pico de
C18:1 Trans-11 e Cis-9 Trans-11, confirmando que foi possivel através da dieta
oferecida ao gado obter um leite com maior teor de CLA (Figura -16 e Figura -
17).

C18:0

C181T11

o] C182Camn

Figura 16 - Cromatograma das amostras de leite sem enriqguecimento de CLA.
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C18.0

C18:1T11
C182C9 T

| -

Figura 17 - Cromatograma das amostras de leite com enriquecimento de CLA.

Observa-se que o teor de acidos graxos de interesse (CLA) manteve-se
constantes apos a fabricacdo do QMP para 20 dias de maturacéo (Tabela 7).

Analise do Box plot

Tabela 7 — Resultados de C18:1t-11 e Cis-9 t-11 em amostras do QMP.

Controle  Repeticbes Tratamento ci18:1t-11*  Cis-9t-11*

15510513 1 Com enriquecimento 2,467 0,939
de CLA

15510514 2 Com enriquecimento 2,402 0,967
de CLA

15510515 3 Com enriquecimento 3,016 1,414
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)
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"C18:1Trans-11; Cis-9 Trans-11 EM
AMOSTRAS DE LEITE E QMP (COM 20 DIAS
DE MAT.) EMRIQUECIDOS COM CLA"

3.5
3
7 Oa=
15 O Mediana
1 [ = a1
0,5
a T 1

Figura 18 — Representacdao grafica box plot do cis-9 trans-11; C18:1 trans-11

em amostras de leite e de QMP Enriquecidas com CLA.

Observa-se reducdo de &cidos graxos saturados de cadeia média
(C12:0, C16:0, C14:0) (tabela 8), e isso de certa forma € algo desejavel, ja que
0s acidos graxos saturados do leite sdo 0s responsaveis pelas criticas que o
leite e seus derivados recebem, sendo Ihes atribuida a capacidade de elevar o
colesterol plasmatico associados as lipoproteinas de baixa densidade (LDL).

Analise do Box plot
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Tabela 8 - Resultados de C12:0, C16:0 Iso, C14:0 nas amostras de QMP.

Controle Repeticdes Tratamento C12:.0* C16:0so* C14:0*

15510513 1 Com enriguecimento 2,045 0,214 7,757
de CLA

15510514 2 Com enriguecimento 1,708 0,235 7,142
de CLA

15510515 3 Com enriguecimento 1,857 0,218 7,222
de CLA

15510516 1 Sem enriquecimento 3,534 0,234 11,478
de CLA

15510517 2 Sem enriquecimento 3,576 0,218 11,787
de CLA

15510518 3 Sem enriquecimento 4,226 0,212 11,800
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)

C12:0; C16:0; C14:0 EM AMOSTRAS
DE QMP
14
12
10 I
8 e Oas3s
g - O Mediana
4 T a1
-
0 —
1 2 3

Figura 19 — Representacéao grafica box plot do C12:0; C16:0; C14:0 em
amostras de QMP (Com 20 dias de maturagao).

Observar-se também, aumento de CLA Cis-9 trans-11 e do seu
precursor C18:1 trans-11 nas amostras de QMP enriquecido com CLA (Tabela
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9), podemos confirmar esse aumento com a analise do box plot, que apresenta

diferenca consideravel entre o primeiro e o terceiro quartil (Figura - 20).

Tabela 9 — Resultados de CLA Cis-9 t-11, e C18:1 t-11 nas amostras de
QMP(20dias de maturacao).

Controle  Repeticdes Tratamento Cis-9t-11* C18:1t-11*

15510513 1 Com enriquecimento 0,939 2,467
de CLA

15510514 2 Com enriquecimento 0,967 2,402
de CLA

15510515 3 Com enriquecimento 1,414 3,016
de CLA

15510516 1 Sem enriquecimento 0,528 1,221
de CLA

15510517 2 Sem enriquecimento 0,589 1,216
de CLA

15510518 3 Sem enriquecimento 0,572 1,072
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)

"Cis-9Trans-11; C18:1 Trans-11 EM
AMOSTRAS DE QMP (20 DIAS DE MAT.)"

3.5
3
25
2 — Oas
15 O Mediana
1 T L a1
s —
a

Figura 20 — Representacéao grafica box plot do Cis-9 tran-11; C18:1 trans-11
em amostras de QMP ( Com 20 dias de maturagéo).
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Paralelamente e também importante, observar a queda de acidos graxos
de cadeia impar e ramificadas como o C15:0 normal iso (Tabela 10),
confirmado pela analise do box plot, no qual observamos uma diferenca entre o
primeiro e o terceiro quartil (Figura - 21).
Tabela 10 - Resultados de C15:0 Iso, e C15;0 em amostras de QMP.

Controle  Repeticdes Tratamento C15:0 Iso* C15.0*
15510513 1 Com enriquecimento 0,281 0,574
de CLA
15510514 2 Com enriquecimento 0,291 0,556
de CLA
15510515 3 Com enriquecimento 0,209 0,484
de CLA
15510516 1 Sem enriquecimento 0,295 0,546
de CLA
15510517 2 Sem enriquecimento 0,311 0,604
de CLA
15510518 3 Sem enriquecimento 0,256 0,552
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)

"C15:0; C15:01SO EM AMOSTRAS DE QMP
(20 DIAS DE MAT.)"
a,7
0,6
=

0,5
0.4 oas
03 L e O mediana
0,2 a1
0,1

a

1 2

Figura 21 — Representacédo gréafica box plot do C15:0; C15:0 ISO em amostras
de QMP ( Com 20 dias de maturacéo).
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Um efeito indesejavel foi o aumento dos isdbmeros C18:0 (acido
estearico), confirmado estatisticamente pela analise do box plot, que
apresentou variagdo entre o primeiro e o terceiro quartil, com o aumento desse
isémero indica que nem todo C18:1 trans-11 (acido vacénico) foi transformado
em cis-9 trans-11 (CLA), que é 0 nosso isdmero biologicamente ativo de
interesse, no ramen ocorre a bio-hidrogenacédo (Figura-13), observa-se esse
efeito indesejavel na segunda reducéo da bio-hidrogenacéo. (Tabela 11)

Tabela 11 - Resultados de C18:1 t-11, e C18:0 em amostras de QMP (20 dias

de maturacéo).

Controle Repeticdes Tratamento C18:1t-11* C18:.0*

15510513 1 Com enriquecimento 2,467 17,242
de CLA

15510514 2 Com enriguecimento 2,402 16,864
de CLA

15510515 3 Com enriguecimento 3,016 14,409
de CLA

15510516 1 Sem enriquecimento 1,221 11,231
de CLA

15510517 2 Sem enriquecimento 1,216 11,746
de CLA

15510518 3 Sem enriquecimento 1,072 9,232
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)
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"C18:1Trans-11; C18:0 EM AMOSTRAS DE
QMP (20 DIAS DE MAT.)"
20
18
16 L E—
14 I —
12 | — Oz
10 .
g + Omediana
6 Q1
4
2 - I—-r—l
I:I T 1
1 2

Figura 22 — Representacgéo grafica box plot do C18:1; C18:0 em amostras de
QMP ( Com 20 dias de maturacéo).

e (C 1812 ({f}llen} + C18:3 (Forragem e concentrado)

0 [somerizagio

CLA C9 Trans-11

Fumery
0 Reducéo
C18:1 Trans-11
0 Redugéo (efeito indesejado)
C180
Glandula Mamaria 0
CLA
C18:1 Cis-9 +
C9 Trans-11

Figura 23 - Representacédo esquematica da bio-hidrogenagcéao no ramen.
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Palmquist et al. (2005) revelaram que o tipo de dieta consumida pelos
animais parece ser melhor que a quantidade oferecida, sendo o fator principal
no processo da biohidrogenacao, pois as mudangas na dieta produzidas por
inducao na alimentacdo podem alterar o caminho da biohidrogenacéo.

Outros meios aos quais os fatores dietéticos e nutritivos possam
aumentar o indice de acidos graxos insaturados e CLA da gordura de leite sdo
pela inibicdo da etapa terminal da biohidrogenacdo (Figura 23). Isto ocorre
tipicamente através de mudancas diretas ou indiretas no ambiente do rimen, o
resultado liquido € um acumulo de acido vacénico que, desse modo aumenta o
fluido ruminal deste precursor para a sintese endégena de CLA. Um numero
limitado da espécie bacteriana tem sido mostrado como responsaveis pela
realizacdo da etapa final da biohidrogenacao e, presumidamente, as mudancas
na fase final da biohidrogenacdo no ambiente ruminal conduz a uma reducao
nestas espécies e/ou a uma reducdo em sua capacidade reduzir o &cido
vacénico ao acido estearico (Jenkins et al., 2008).

Segundo Griinari et al. (2000), desejando-se elevar a concentracdo de
CLA na gordura do leite, deve-se prover o rimen de substratos com 13 acidos
graxos polinsaturados, como o &cido linoléico, objetivando alcancar a producdo
méaxima ndo s6 de CLA, mas também de precursores como o0 &cido trans-

vacénico.

5.1.1 — Efeitos da Maturacgéo

Em diferentes estagios de maturacdo do queijo Minas Padrao, observa-
se que o teor de CLA se manteve constante, e isso € interessante, pois esse
processo nado influenciou no teor de CLA, portanto a shelf-life dos queijos
enriquecidos com CLA néo ficara comprometida (Tabela 12). Analise do Box

plot
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Tabela 12 - Resultados do C18:1 t-11, C18:2 Cis-9 e Cis-9 t-11(CLA) em
diferentes estagios de maturacéo.

Repeticbes Maturacao Tratamento C18:1t-11* C18:2Cis9* Cis9ot-11*

1 60 dias Com enriguecimento 2,341 0,048 0,919
de CLA

2 60 dias Com enriguecimento 2,352 0,025 0,964
de CLA

3 60 dias Com enriguecimento 3,012 0,043 1,413
de CLA

1 60 dias Sem enriquecimento 1,272 0,015 0,522
de CLA

2 60 dias Sem enriquecimento 1,207 0,014 0,584
de CLA

3 60 dias Sem enriquecimento 1,028 0,018 0,551
de CLA

1 20 dias Com enriguecimento 2,467 0,044 0,939
de CLA

2 20 dias Com enriguecimento 2,402 0,041 0,967
de CLA

3 20 dias Com enriguecimento 3,016 0,043 1,414
de CLA

1 20 dias Sem enriquecimento 1,221 0,013 0,528
de CLA

2 20 dias Sem enriquecimento 1,216 0,018 0,589
de CLA

3 20 dias Sem enriquecimento 1,072 0,017 0,572
de CLA

(*9/100g de acidos graxos totais)
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Figura 24 — Representacdao grafica box plot do C18:1 trans-11; C18:2 cis-9; cis-
9 trans-11 em amostras de QMP ( Com 20 e 60 dias de maturacao).
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Figura 25 - Cromatograma das amostras de QMP (20dias de maturacao) com

tratamento.
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Figura 26 - Cromatograma das amostras de QMP (60dias de maturacdo) com
tratamento.

Durante o processo de maturacdo ocorre a perda de umidade ao longo
da maturacédo, concentracdo de proteinas e uma elevacdo no teor de gordura,
ou seja, quanto maior o tempo de maturacdo maior é o percentual de sélidos
totais devido a perda de umidade (FALLICO et al., 2006). Esse aumento no teor
de proteina para queijos com maior tempo de maturacao também € afirmado
por Madrau et al. (2006), onde relatam que o teor de gordura, proteina, cinzas
e cloreto de sédio aumentam ao longo do periodo de maturacao.

O acido graxo linoléico (C18:2), esta entre um dos principais acidos
graxos dos vegetais, pode ser encontrado em quantidade muito pequena na
gordura corporal dos ruminantes e tido como um dos acidos graxos essenciais,
por ndo ser sintetizado pelos animais, devendo fazer parte da dieta dos
mesmos. Esta presente em abundancia em 6leos vegetais como os de girassol,
canola, soja e linhacga, e sua concentracao no leite e na carne de bovinos pode
ser elevada se os animais forem alimentados com dietas ricas em Oleo de

cereais e sementes (Demeyer & Doreau, 1999).
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5.1 .2 — Analise Sensorial

Queijos maturados com baixo teor de gordura apresentam sabor e
aroma atipicos, outro fator que alteram o sabor e o aroma dos queijos sao
devido a presenca dos acidos graxos de cadeias curtas liberados por meio da
atividade lipolitica. A gordura contribui na liberacdo destes compostos, porém,
quando o conteado de gordura é diminuido, estes acidos graxos estdo
presentes em menor quantidade e o queijo apresenta falta de sabor e aroma.
(McSweeney, 1997).

No entanto, o resultado da analise sensorial por comparacdo pareada,
observou-se que em média as aprovacbes foram bem semelhantes,
descreveram similiaridades entre as amostras com relacdo a aparéncia, sabor
e textura, os resultados indicaram que os provadores nao diferenciaram as
amostras do queijo Minas Padrao com adi¢céo de CLA, daqueles sem (p>0,05),
comprovando que a presenca de CLA n&o interferiu na preferéncia dos queijos.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados dessa analise exploratoria, concluiu-se que:
- com a dieta dos animais, houve significativo aumento de CLA no leite,

assim como nos queijos Minas Padrao fabricados (Figura - 27).
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Figura 27 - Gréafico com amostras enriquecidas com CLA.

- durante o processo de maturacdo dos QMP nao foi observado
alteracao significativa, em relacdo ao teor de CLA;

- a aceitagdo do produto com adicdo de CLA foi satisfatoria entre o grupo
de voluntarios, sem alteracdo do sabor;
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Dessa forma, pode-se dizer que o0s queijos analisados, por
apresentarem significativo percentual de CLA podem oferecer beneficios a
salde humana, uma vez que, esse acido graxo auxilia na reducdo da
incidéncia e no crescimento de tumores, combate a obesidade, fortalecimento
do sistema imune, combate ao colesterol e inUmeros outros beneficios ja
confirmado pela literatura.

Estudos anteriores com aumento de CLA, ja foram realizados com a
manteiga, mas relatos de estudos nessa linha em queijos sédo reduzidos,
principalmente no que diz respeito a queijos brasileiros. Pesquisas apontam
que o CLA apresenta potentes atividades bioquimicas e fisioldgicas,
protegendo o organismo contra enfermidades, o que torna interessante a
producdo de derivados do leite ricos em CLA. O QMP é um dos queijos mais
populares no Brasil e intensamente fabricado em Minas Gerais, de simples
elaboracdo e de muita versatilidade na culinaria, dessa forma buscamos obter
um QMP, dentro dos chamados alimentos funcionais e buscando atender o
mercado consumidor que tem sido exigente com qualidade nutricional.

Novos estudos sdo necessarios, considerando que o conhecimento
sobre as propriedades fisico-quimicas, sensoriais e reoldgicas deste acido
graxo nos alimentos ainda € limitado, esse trabalho abre espaco para
analisarmos, varias propriedades interessantes, como se correu variacdes no
potencial oxidativo, analises no perfil de textura, assim como varias outras
propriedades que podem ter ou nédo sofrido alteracées com o aumento de CLA
no produto apresentado. Enfim, esse trabalho abre espaco para inUmeras
questbes a serem levantadas sobre a relacdo do CLA e diversas outras

propriedades e caracteristicas nos derivados do leite.
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