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RESUMO

A refrigeragdo e estocagem do leite cru na fonte de producdo
promoveram um avango sob o crescimento microbiano, porém, o leite obtido
em péssimas condi¢cdes higiénicas, pode acarretar problemas tecnoldgicos,
mediante a multiplicagdo da microbiota psicrotréfica produtora de enzimas
extracelulares deterioradoras, e por muita vezes, termorresistentes. Objetivou-
se neste trabalho observar os atributos que demonstram a associacdo com
ocorréncia de protedlise indesejavel no leite cru refrigerado do municipio de Rio
Pomba-MG; relacionando esta ocorréncia ao desenvolvimento dos
psicrotréficos contaminantes do leite, e além de desenvolver e adaptar um
método que permita detectar de forma clara e rapida esta protedlise no leite.
Observaram-se valores satisfatorios quanto as caracteristicas fisico-quimicos,
por outro lado, os valores relacionados a qualidade microbiolégica e sanidade,
nao atendiam os limites estabelecidos pela legislacdo em sua maioria. No
estudo sobre as correlagdes, foi concluido que ocorreu uma associagao entre a
contagem bacteriana total, de células somaticas e de psicrotroficos no leite cru.
E para os valores de contagem das células somaticas apresentaram uma
correlacdo significativa com os percentuais de extrato seco desengordurado e
soro-proteinas do leite. Os valores relacionados a protedlise no leite por meio
da quantificacdo da tirosina apresentaram correlacdo significativa com os
valores relativos ao indice de extensao da protedlise e a contagem bacteriana
total. E os valores de tirosina por meio do kit de quantificacdo de
mucoproteinas, foram observados a correlacdo com a contagem bacteriana
total e de psicrotréficos. No teste de avaliacdo da estabilidade do leite ao alcool
72% vlv., 0 estudo sobre as correlagdes, demonstrou um aumento no indice de
instabilidade das amostras que apresentaram contagem bacteriana total acima
de 6,04 log10UFC.mL™, e de tirosina acima de 0,265 mg.5mL™. Por meio destes
resultados, o kit testado demonstrou ser um bom indicador quanto a protedlise
ocorrida no leite, porém, a necessidade de estudos mais aprofundados sobre
este método, principalmente sobre sua sensibilidade e especificidade, a fim de

minimizar a influéncia de outros fatores aos seus resultados.

Palavras-chave: protedlise, leite cru, psicrotroficos, tirosina.
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ABSTRACT

Refrigeration and storage of raw milk at the source of production
promoted an improvement in microbial growth, however, the milk obtained in
poor hygienic conditions, may cause technological problems through the
multiplication of psychrotrophic microorganisms producing extracellular
enzymes spoilage, and a lot of times, heat resistant. The objective of this work
was to observe the attributes that demonstrate the association with the
occurrence of unwanted proteolysis in refrigerated raw milk from Rio Pomba-
MG,; relating this incident to the development of psychrotrophic contaminants of
milk, and beyond to develop and adapt a method capable of detecting light and
fast this proteolysis in milk. Observed values as satisfactory physico-chemical
characteristics, on the other hand, related to microbiological quality and health
values, did not meet the limits set by the legislation mostly. In the study of the
correlations, it was concluded that there was an association between total
bacterial count, somatic cell count and psychrotrophic in raw milk. And for the
values of somatic cell count showed a significant correlation with the
percentage of dry extract solids and whey proteins in milk. The amounts related
to proteolysis in milk by quantifying tyrosine were significantly correlated with
the relative values of the index extension of proteolysis and total bacterial count.
And the values of tyrosine by means of quantification kit mucoproteins were
observed correlation to total bacterial count and psychrotrophic. In the
evaluation test of stability of milk to alcohol 72% v/v. the study of the
correlations showed an increase in the index of instability of the samples
showed that total bacterial count above 6.04 logCFU.mL™, and tyrosine above
0.265 mg.5mL". Through these results, the test kit proved to be a good
indicator as proteolysis occurring in milk, however, the need for further studies
on this method, especially on its sensitivity and specificity in order to minimize

the influence of other factors to their results.

Keywords: proteolysis, raw milk, psychrotrophic, tyrosine.

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. a) Modelo das micelas de caseina proposto por Waugh (1958);
b) Modelo das micelas de caseina proposto por Schmidt e Fox (1982); c)
Modelo das micelas de caseina proposto por Walstra (1990) e novamente
por Walstra (1999), sendo observada a mudanca na escala e posi¢do do
fosfato de célcio coloidal; d) Modelo proposto por Horne (2003),
demonstrando a dupla ligacdo, e a interpretacdo do modelo de Schmidt e
Fox descrito na revisao cientifica de Horne (2006); e) Modelo da micela de
caseina proposto por De Kruif e Holt (2003), e com uma ilustracdo
tridimensional sobre a estrutura micelar da caseina; f) Modelo da estrutura

da micela de caseina proposto por Horne (2006) .........c.ceeeeeeeeeeniiiiiiiiiieeeeenn. 13
Figura 2: Curva padrdo utilizada na quantificacdo de tirosina (mg.5 mL™)
(o (o I8 [T (= o 1 RSP 45

Figura 3: Temperatura do leite cru no momento da coleta nos tanques de
expansdo e indicagdo do limite maximo estabelecido pela Instrucdo
Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011D).....ccooiiiiiiiiiii e, 50
Figura 4: Contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) do leite cru e
indicacdo do limite maximo estabelecido pela Instrucdo Normativa n.°62
(BRASIL, 2011D) ..ottt n s en s 53
Figura 5: Contagem total de bactérias (LogioUFC.mL™) do leite cru e
indicacdo do limite maximo estabelecido pela Instrucdo Normativa n.°62
(BRASIL, 2001D) cooieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 55
Figura 6: Contagem de micro-organismos psicrotréficos (Log;oUFC.mL™)
do leite cru e indicacdo da contagem maxima recomendada por Martins et
al. (2004) e Pinto et al. (2006) .........ccuuuuuiiiiieeiieeeeiicee e e e 58
Figura 7: Contagem de micro-organismos psicrotroficos proteoliticos
(LogiogUFC.mL™") do leite cru e indicacdo da contagem maxima
recomendada por Martins et al. (2004) e Pinto et al. (2006) ............ccceeeeeeeeeee 59
Figura 8: Percentuais de gordura no leite cru e indicag¢ao do limite minimo
de 3,0 g/100g de leite estabelecido pela Instrucdo Normativa n.° 62
(BRASIL, 2001D) cooieeeieeeeeeeeeeee e 63
Figura 9: Percentuais de extrato seco desengordurado no leite cru e
indicacdo do limite minimo de 8,4% estabelecido pela Instru¢cdo Normativa
N.° 62 (BRASIL, 2011D) oo 64
Figura 10: Percentuais de proteina no leite cru e indicacdo do limite
minimo de 2,9 ¢g/100g estabelecido pela Instrucdo Normativa n.° 62
(BRASIL, 2001D) cooeeeeeeeeeeeeeeee e 66
Figura 11: Percentuais de nitrogénio total (proteina total), nitrogénio
caseinico (caseinas), nitrogénio soluvel em pH 4,6 (soro-proteinas) e
nitrogénio nao-proteico (peptideos e proteinas de menor peso molecular)
das amostras de leite cru e indicacdo do limite minimo de 2,9 g/100g
estabelecido pela Instrugdo Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011Db) ..............uueeen. 67



Figura 12: Percentuais dos indices de extensdo (IEP) e profundidade

(IPP) da protedlise NO I Ite CrU ......ccoeeeee e, 75
Figura 13: Atividade proteolitica (UEP.h™") das amostras de leite cru
refrigerado de cada tanqUe ..o 78
Figura 14: Valores de tirosina (mg.5mL™") das amostras de leite cru
refrigerado de cada tanqUe ... 80
Figura 15: Valores de tirosina mucoproteica (mg.5mL™) das amostras de
leite cru refrigerado de cada tanqUE ... 81
Figura 16: Correlagdo entre a contagem de células somaticas
(Logiocel.mL™) e os percentuais de soro-proteinas no leite cru...................... 83
Figura 17: Correlagdo entre a contagem de células sométicas
(Logiocel.mL™) e o percentual de gordura NO 1€it€ CrU .........c.covvveevevieeeeernnns 84
Figura 18: Correlacdo entre a contagens de células somaticas
(Logiocel.mL™) e o percentual de lactose do lite CrU .........cccovveeveveeeeenennns 85

Figura 19: Correlagdo entre as contagens bacteriana totais
(LogioUFC.mL™) e as contagens de células somaticas (Logiecel.mL™) do
1T L= o3 U PP 86
Figura 20: Correlagdo entre as contagens bacteriana totais
(LogiogUFC.mL™") e as contagens de micro-organismos psicrotréficos

(LOG10UFC.ML™) dO 18 CIU ...t 87
Figura 21: Correlagdo entre os percentuais de extensdo da proteolise
(IEP) e a contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) do leite cru............. 88

Figura 22: Correlacdo entre os percentuais de extensdo da protedlise
(IEP) e os percentuais de extrato seco desengordurado (ESD) do leite cru ... 89
Figura 23: Correlacdo entre os percentuais de profundidade da protedlise

(IPP) e as temperaturas do leite no momento da coleta (°C) ........ccceeeeeeeeeeeee. 90
Figura 24: Correlacéo entre o grau de protedlise (mg de tirosina.5mL™) e
os valores da contagem total de bactérias (Logi0UFC.mL™) no leite cru........ 91
Figura 25: Correlacéo entre o grau de protedlise (mg de tirosina.5mL™) e
os percentuais de extensdo da protedlise (IEP) .....cccooveeeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeiii, 92

Figura 26: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg.5mL™ em tirosina
mucoproteica) e contagem total de bactérias (Logi0UFC.mL™) do leite cru... 93
Figura 27: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg.5mL™ em tirosina
mucoproteica) e contagem de micro-organismos psicrotroficos (Logio
UFC.ML™) NO TBItE CTU .ttt e, 94



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Parametros minimos e maximos estabelecidos pela Instrucao
Normativa n.° 62 de 29 de Dezembro de 2011, com suas respectivas
regides e suas datas para adequacao as NOMAS .......covveeeerreeerrrnninreeeerreeeeenns
Tabela 2: As proteinas do leite de bovino e de algumas das suas
PrOPrIEUATES ...
Tabela 3: Problemas relacionados a presenca de psicrotroficos no leite

Tabela 4: Efeito do crescimento de micro-organismos psicrotréficos no
leite cru antes do tratamento térmico sobre a qualidade dos produtos
[ACIEOS ... e
Tabela 5: Valores médios (n=4) com desvio padrdo da contagem de
células somaticas, contagem total de bactérias, contagem de micro-
organismos psicrotroficos e psicrotréficos proteoliticos do leite cru ...............
Tabela 6: Valores médios (n=4) com desvio padrédo dos percentuais de
lactose, gordura, extrato seco total (EST), extrato seco desengordurado
(ESD), proteinas, proteinas soltuveis em pH 4,6, proteinas sollveis em
acido tricloroacético 12% e caseinas das amostras de leite cru ....................
Tabela 7: Valores do diametro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados pelos isolados psicrotréficos proteoliticos, a 4°C, em
PCA+LDR 10% ao longo do tempo de incubacao...........cccoeeeeevvveeeiiiniineeeennn.
Tabela 8: Valores do diametro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados pelos isolados psicrotroficos proteoliticos, a 6,5°C, em
PCA+LDR 10% ao longo do tempo de incubagao...........cccoeeeeevvveveiiinineeeennn.
Tabela 9: Valores do diametro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados pelos isolados psicrotroficos proteoliticos, a 10°C, em
PCA+LDR 10% ao longo do tempo de incubacao...........cccoeeeeevvvieiiiiiieneeeeenn.
Tabela 10: Valores diametro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados pelos isolados psicrotroficos proteoliticos, a 25°C, em
PCA+LDR 10% ao longo do tempo de incubacao...........cccoeeeeevvviviiiiiiineeeeenn,
Tabela 11: Valores médios (n=4) com desvio padréo dos percentuais dos
indices de extensdo (IEP) e profundidade (IPP) da protedlise, atividade
proteolitica empregando-se azocaseina como substrato (UEP/h™) e por
meio da determinacao de tirosina pelo método de Hull e utilizando kit para
doseamento de mucoproteina No leite Cru ............uvvieiieieeeiiiiicee e,
Tabela 12: Correlacdo linear através da regressao linear multivariada
entre todos os valores de contagem de células somaticas (Logiocel.mL™)
e as variaveis relacionadas a qualidade do leite .............cccoevvviiiiiiiiiceeeceeinn,
Tabela 13: Correlacdo linear através da regressao linear multivariada
entre todos os valores de contagem bacteriana total (Log;o0UFC.mL™) e as
variaveis relacionadas a qualidade do leite.............coooovvriiiiiiiiii e,
Tabela 14: Correlacdo linear através da regressdo linear multivariada

Xi



entre todos os indices de extensdo de protedlise (IEP) e as variaveis
relacionadas a qualidade do 1eite ..............eeeiiiiiiiiiiiiiii e
Tabela 15: Correlacdo linear através da regressdo linear multivariada
entre todos os indices de profundidade de protedlise (IPP) e as variaveis
relacionadas a qualidade do leite .............ueeeiiieiiiiiiiii e
Tabela 16: Correlacao linear através da regressédo linear multivariada
entre todos os valores de tirosina (mg.5mL™) e as variaveis relacionadas
A quAlidade dO 1EITE .....ooee i
Tabela 17: Correlacao linear através da regressdo linear multivariada
entre todos os valores de tirosina (mg.5mL™* em tirosina mucoproteica) e
as variaveis relacionadas a qualidade do l€ite ...........ccovvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee,
Tabela 18: Correlacdo categorizada (p<0,05) através da regressao
logistica univariada, entre as amostras avaliadas como instaveis ou
estaveis ao alcool 72% v/v. em relacdo a contagem bacteriana total e
Orau € PrOtEONISE.....ceiiiieeii ittt e e e e e aeeea s
Apéndice 1 - Tabela 1: Valores médios (n=4), com o desvio padrdo e
seus valores minimos e maximos, relativos as variaveis estudadas do
1T L= o3 U SRR

Xii



LISTA DE ABREVIATURAS

a-LA - a-Lactalbumina

as1-CN - as1-Caseina

as2-CN - as2-Caseina

B-CN - B-Caseina

B-LG - B-Lactoglobulina

K-CN - k-Caseina

a.C. - Antes de Cristo

ASB - Albumina Sérica

CCS - Contagem de Células Sométicas

CMP - Caseinomacropeptideo

CBT - Contagem Bacteriana Total

CZE - Eletroforese Capilar por Zona

FPLC - Cromatografia Liquida Rapida de Proteina

FIA - Espectrometria de Massa por Injecdo em Fluxo

GMP - Glicomacropeptideo

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

HPLC-MS - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com a detec¢ao por
Espectrometria de Massa

IEP - indice de Extenséo da Protedlise

IgA - Imunoglobulina A

IgG1 - Imunoglobulina G1

IgG2 - Imunoglobulina G2

IgM - Imunoglobulina M

IN 51 - Instrucdo Normativa n° 51

IN 62 - Instrucdo Normativa n°® 62

IPP - indice de Profundidade da Protedlise

LDR 12% - Leite desnatado reconstituido a 12%

LF - Lactoferrina

L0g10CCS - Valor Logaritmico na base 10 da Contagem de Células Soméaticas
Log10CBT - Valor Logaritmico na base 10 da Contagem Bacteriana Total
LogioPsic - Valor Logaritmico na base 10 da Contagem de Micro-organismos

Psicrotroficos

Xiii



LogioPsicProt - Valor Logaritmico na base 10 da Contagem de Micro-
organismos Psicrotroficos Proteoliticos

MALDI-TOF-MS - Espectrometria de Massa por Desorcao a Laser
MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento

MS - Espectrometria de Massa

NT - Nitrogénio Total

NSpha,e - Nitrogénio solivel em pH 4,6

NStca129 - Nitrogénio solivel em acido tricloroacético 12%

PCA - Agar Padréo para Contagem de Bactérias

RP-HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa
TCA - Acido Tricloroacético

UAT - Ultra Alta Temperatura

Xiv



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt nnann) 1
2. OBIETIVOS ..o et e e 3
2.1. ODJELIVO QEIaAl....ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 3
2.2. Objetivos @SPECITICOS ..o 3
3. REVISAO DE LITERATURA ..., 4
3.1. A regulamentagao do Setor | IteIN0.........uuuuuurueiiiiiiiiiiiiii, 4
3.2. Definigdo e componentes do l€Ite ............uuvuriiiiiiiiiiiiiiiiiie, 6
3.3. Proteinas do l€Ite. .........uuvuuuiiiiiiiiiiiiiiiii s 9
3.4. Estabilidade das proteinas do [eite .............euvvvvvvimiiiiniiiiiieennn, 15
3.5. Micro-organismos psicrotréficos contaminantes em leite.. .................. 17
3.6. Proteases N0 EIe.........ccoviiieiiiie e 21
3.7 Problemas tecnolégicos relacionados as proteases do leite. .............. 24
3.8. Métodos quantitativos e qualitativos para determinacdo das
Proteinas dO lEITE........uiiiiiiiiiiiiiiiii ittt 27
3.8.1. Métodos fundamentados na degradacdo das proteinas por via
guimica, por fixacdo de corantes e espectrométricos por absorcéo. ...... 28
3.8.2. Métodos eletroforéticos e cromatografiCos. ..........cevvvvvvveeveeeeeeinnnn, 30
3.8.3. Mé&todos IMUNOIBGICOS. .....cccvveeeiiiiiiie e 33
3.9. Metodologias de avaliacédo da protedlise do leite. ............ccevvvevrrnnnnnn, 34
4. MATERIAL E METODOS ..ottt 40
4.1. Coleta das amostras de leite cru granelizado. ...............cccevvvvvvviinnnnn, 40
4.2. Caracterizacado da qualidade microbiologica e composicional do
leite cru granelizado. .............oeiiiie i 41
4.3. lIsolamento e selecdo dos micro-organismos psicrotroficos
[O1 (0] L= 0] 111 Lol 1SR 41
4.4. Determinacdo da protedlise, atividade proteolitica e do grau de
protedlise das amostras de leite cru granelizado. ...........ccccccceeeeiiieennennnne, 42
4.4.1. Determinacéo da protedlise do leite cru granelizado. ................... 42
4.4.2. Determinacéo da atividade proteolitica. ...........cccceevvvveeiiieeeerinnnnn, 43
4.4.3. Determinacao do grau de protedlise, pelo método descrito por
HUIL e e e e e e e s e r e e e e e e e s e e n b nraeeeaes, 44
4.4.4. Determinacdo do grau de protedlise pelo método de
guantificacao de tirosina em funcéo de mucoproteinas. ..........cccceeeeeeenn, 45
4.5. Teste de estabilidade do leite cru ao alcool. ............cccoeeeeeiiiis, 46
4.6. ANAlISE ESTAiSHICA. ..ooeiee e, 47
5. RESULTADOS E DISCUSSAOD. .....coeieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeee e, 47
5.1. Temperatura do leite cru no momento da coleta das amostras ......... 48
5.2. Caracteristicas microbioldgicas e higiénico-sanitarias. ...................... 51

XV



5.2.1. Contagem de células somaticas e contagem bacteriana total............. 51
5.2.2. Contagem de micro-organismos psicrotroficos e psicrotroficos
PrOLEOITTICOS. ....eteeeeeeee ettt e e e e e e e e e, 56

5.3. Caracteristicas composicionais das amostras de leite cru. ................ 60
5.4. Producdo de proteases dos micro-organismos psicrotroficos
proteoliticos isolados do leite cru, em meio de cultura enriquecido com

LDR 1000, c i ittt ettt e e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e naannrnn 68
5.5. indices de extens&o e profundidade da protedlise no leite cru.........., 73
5.6. Atividade proteolitica NO €It CrU. ...........cccvviiiiiiiieeiiiiiieeee e, 76
5.7. Grau de protedlise N0 I It CrU. .......cceeeeiiiiiiiiiiiiieee e, 79
5.8. Estabilidade do leite ao teste do &lCOO0l.. ..........ccccuvvveveiiiiriiiiiiiiinne, 82
5.9. Correlacdes entre os parametros de qualidade avaliados nas
amostras de leite cru refrigerado granelizado.. ..........ccccccuviiiiiiiiiiiiiiinnnnnn, 82
6. CONCLUSOES. .....oouiiiiiiicietce ettt 97
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ccoceiviiiteieecteeee et 100
APENDICE L ....iiuiitiiiiieieeteeee ettt ettt 112

XVi



1. INTRODUCAO

O leite esta intimamente ligado a dieta dos brasileiros, portanto é
considerado um alimento de enorme importancia para a estrutura agroindustrial
do pais. Além disso, apresenta papel relevante no suprimento de alimentos e
na geracdo de emprego e renda para a populacao, principalmente para a ligada
a estrutura de agricultura familiar.

A partir de algumas intervengdes legais (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011a;
BRASIL, 2011b), com o intuito de promover o desenvolvimento do agronegécio
do leite, alguns padrdes de identidade e qualidade do leite cru foram revistos e
incluidos na legislagdo. Entretanto, o setor ndo dispfe de infraestrutura e
capacitacdo de corpo técnico suficiente, que possa corresponder em tempo
habil, as necessidades estabelecidas pelos padrbes e normas para a producao
de leite.

Um dos importantes pontos abordados nesta nova legislacéo, trata da
melhoria da qualidade do leite cru na fazenda, pela manutencdo do mesmo em
tanques refrigerados e seu transporte em tanques iso-térmicos.

O processo de estocagem a frio proporciona a reducdo simultanea dos
custos operacionais na producdo e da atividade acidificante das bactérias
mesofilicas, que proporcionam perdas industriais significativas (NORNBERG et
al., 2009). Por outro lado, este processo de conservacéao do leite cru obtido em
mas condicdes higiénicas, pode resultar no decréscimo da qualidade de alguns
produtos lacteos, devido a multiplicagcdo da microbiota psicrotrofica produtora
de enzimas deterioradoras termorresistes que causam varios problemas
tecnoldgicos para a industria de laticinios como: instabilidade do leite ao calor,
perda de rendimento na producdo de queijos (CARDOSO, 2006), alteracdo da
viscosidade de iogurte, aparecimento de sabor e aroma indesejaveis nos
derivados laticos, problemas quanto a textura em queijos de médio e curto
tempo de maturacdo (BARBOSA et al.,, 2009), aumento dos teores de
peptideos e de aminodacidos livres no leite e geleificacdo do leite UAT
(SAMARZIJA et al., 2012; PINTO et al., 2006; SORHAUG e STEPANIAK,
1997).



Entre os problemas citados, muitos sdo ocasionados pela atividade
proteolitica das bactérias psicrotroficas encontradas no leite cru. A protedlise
de origem microbiana, de forma geral, contribui com a degradagdo das
proteinas do leite, levando a consequéncias danosas sobre a vida de prateleira
de seus derivados. Muitos estudos no Brasil evidenciaram altas contagens de
bactérias psicrotroficas em leite cru refrigerado (SOUZA et al., 1999; BRITO et
al., 2002; BRUM et al., 2004; PINTO et al., 2006; PINTO et al., 2013), mas
pouco se conhece sobre a composicdo desta microbiota e atividade
proteolitica, nem existe qualquer regulamentacdo especifica quanto a
qualidade microbiolégica do leite cru destinado a fabricacdo de produtos
lacteos especificos.

Neste processo avaliativo, 0s métodos considerados mais eficientes e
sensiveis na avaliacdo da protedlise ocasionada por micro-organismos, estéao
associados a metodologias complexas e onerosas, por outro, 0s métodos mais
acessiveis e de menor complexidade, apresentam certas limitagcbes quanto aos
seus resultados.

Portanto, € importante a realizacdo de pesquisas e elaboracdo de
procedimentos que proporcionem informacdes sobre estado real que se
encontram as proteinas do leite, tornando o processo de selecdo e
encaminhamento da matéria-prima com menores dispéndios, em relacdo a
possiveis problemas na linha de producdo. As consequéncias tecnologicas
desfavoraveis tanto para o processamento como para o produto final, podem
ser reduzidas definindo-se de forma mais coerente a qualidade composicional

das proteinas do leite que é entregue nas plataformas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar os atributos composicionais e
microbioldgicos sobre a qualidade do leite cru refrigerado, o quanto estes
fatores interferem na atividade proteolitica deste produto e sua consequéncia

no processo produtivo.

2.2. Objetivos especificos

Levantar dados sobre a qualidade microbiolégica e composicional do
leite cru granelizado do municipio de Rio Pomba, MG.

Avaliar o grau de protedlise e a atividade proteolitica das amostras de
leite cru refrigerado.

Utilizar um método indicado para deteccdo de tirosina mucoproteica,
como uma ferramenta de auxilio na avaliacéo e classificacdo da matéria-prima,
sendo estabelecido o melhor destino, dentro da linha produtiva.

Correlacionar as diferentes variaveis e buscar conclusdes sobre a
influéncia de cada uma sobre a qualidade do leite. E através destas
correlacdes, discutir sobre as consequéncias que as boas praticas de
obtencao, estocagem e transporte do leite & frio proporcionam aos derivados

lacteos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aregulamentagéo do setor leiteiro

Com a globalizacdo, o produtor de leite brasileiro passou a concorrer
com produtores de todo o mundo em func¢do da abertura de mercado. Portanto,
a legislacdo para a producao e estocagem do leite cru precisou passar por
modificacbes e adequacgBes quanto aos seus padrdes minimo e maximo,
tornando o leite brasileiro um produto com possibilidades de participar desta
competicdo, por ser produzido com competéncia e qualidade (GALANTE e
COSTA, 2008).

No entanto, o setor ndo dispunha de uma regulamentacdo bem
estruturada para a cadeia produtiva do leite, com a necessidade de instituir
padrdes e normas para a producdo de leite no pais, para fins de mudar o
posicionamento do setor primario no mercado,e tornam a producao de leite
uma atividade integrada aos setores industriais, fazendo com que o produtor
rural, deixasse de ser somente um provedor de alimentos in natura e
consumidor de seus proprios produtos. Assim, foi proposto aos agentes que
compOe a cadeia produtiva, um trabalho mais acentuado na producdo e
obtencdo de leite e derivados lacteos com qualidade, para atender aos
requisitos estabelecidos de seguranca alimentar e de qualidade exigidos para
os alimentos destinados ao consumo humano e assegurando um faturamento
industrial satisfatorio.

Portanto, a partir de varias discussbes em torno da melhoria da
gualidade do leite, foi colocada como ponto de partida a implantacdo do
Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite em 1997 e a criacao da
Instrucdo Normativa n° 51 (BRASIL, 2002), esta publicada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) em setembro de 2002. Nesta
legislacdo foram estabelecidos os padrbes e as normas de identidade e
gualidade para a producao de leite no Pais, em especial quanto aos critérios de
conservacao, transporte e requisitos de qualidade do leite cru. A sua
implantacéo feita de forma compulséria nas Regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste em julho de 2005 (BRASIL, 2002).



Contudo, estas exigéncias nédo foram alcancadas por muitos produtores,
com a alegagcdo de que para muitos deles ndo havia tempo héabil, para
constituicdo da estrutura de producdo e que 0S mesmos nao estavam
totalmente preparados para atender as exigéncias estabelecidas, o que forgou
o MAPA a voltar atrds em suas indicacdes e reestruturar a sua acao.

Tendo em vista a propor¢do do impasse no setor, foi aprovada a
Instrucdo Normativa n® 32 (BRASIL, 2011a), que prorrogou por 06 (seis) meses
0 prazo para a adequacgao dos produtores aos novos limites microbiologicos e
de células soméaticas, que entrariam em vigor a partir de 1° de julho de 2011
para as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2011a).

Devido a dificil adequacdo aos parametros estabelecidos anteriormente,
0 MAPA aprovou no final do ano de 2011 um novo regulamento, a Instrucao
Normativa n°. 62 (BRASIL, 2011b), sendo esta publicada em dezembro de
2011, com uma nova perspectiva de adequacdo dos produtores rurais e
industrias, alterando, assim a Instru¢cdo Normativa n® 51 (BRASIL, 2002) e
tentando relacionar o contexto da producdo de leite com a realidade do pais
(Tabela 1) (BRASIL, 2011b).

Juntamente com essas modificacbes, a Instrucdo Normativa n° 62
(BRASIL, 2011b) também inclui a rotina de andlises dos parametros de
gualidade, a pesquisa de residuos de antibiéticos e/ou outros inibidores do
crescimento microbiano, tendo em vista a preocupacdo quanto ao uso
indiscriminado desses produtos no tratamento de enfermidades dos animais.

De acordo com Santos e Fonseca (2001), a eficiéncia da refrigeracdo do
leite logo apds a ordenha é maximizada se associada a outros fatores, como a
adocao de praticas higiénicas durante a ordenha. A Instrucdo Normativa n°® 62
(BRASIL, 2011b) preconiza que no tempo maximo de 3 horas apds a ordenha o
leite seja refrigerado até temperatura igual ou inferior a 4 °C quanto for utilizado
o tanque de refrigeracdo por expansado direta e, no caso de tanques de
refrigeracdo por imerséo, o leite deve ser refrigerado até temperatura igual ou

inferior a 7 °C.



Tabela 1: Parametros minimos e méaximos estabelecidos pela Instrucdo
Normativa n° 62 de 29 de Dezembro de 2011, com suas respectivas regioes e
suas datas para adequagao as normas.

REGIOES
REGIOES SuL, A
NORTEE SUDESTEE  CBT cCs PARAMETROS
NORDESTE  CENTRO - COMPOSICIONAIS
OESTE
01/07/2010  01/07/2008 Matéria Gorda: Teor
a a 750.000 750.000 ~ Original, com o minimo
- 4 - -1
31/12/2012 317122011 UFCG-mLT  celulas.mL™ - de 3,0 g.100g™
Densidade relativa: 1,028
a 1,034 g.mL"a 15°C.
UFC.mL*  células.mL™ 1.6 g de acido
30/06/2015  30/06/2014 l4tico 100mLL.
Extrato seco
desengordurado: minimo
01/076{2015 01/076{2014 300.000 £00.000 VPRI
1 P -1 b ! ) '
30/06/2017  30/06/2016 ~ UFCMLT  célulasml™indice Crioscopico:
-0,530°H a -0,550°H
(equivalentes a -0,512°C
A partir de A partir de 100.000 400.000 ea-0531°C)..
01/07/2017  01/07/2016  UFC.mL* células.mL* Proteinas: minimo de
2,99.100g™.

Fonte: BRASIL, 2011b.

3.2. Definicdo e componentes do leite

De acordo com o MAPA, o leite € o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta de uma fémea leiteira sadia, bem alimentada e
descansada, que deve ser produzido em condi¢cdes de higiene, isento de
substancias estranhas e de colostro (BRASIL, 2002). O leite € um fluido
viscoso constituido de uma fase liquida e particulas em suspenséo, formando
uma emulsdo natural, estavel em condicbes normais de temperatura ou de
refrigeracdo. E uma das principais fontes de proteinas na alimentacédo de
animais jovens e de humanos de todas as idades e pode ser considerado o
alimento mais completo da natureza e o Unico que satisfaz as necessidades
nutricionais dos animais recém-nascidos (SGARBIERI, 1996).

A quantidade e a qualidade do leite produzido, juntamente com sua

composicdo, podem variar de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos.



Dentre estes fatores destacam-se a racga, espécie, fisiologia, periodo de
lactacdo, alimentacdo, saude, periodo de cio, idade, caracteristicas individuais,
clima, espaco entre as ordenhas, estagcbes do ano, doencas, fraudes e
adulteracoes, dentre outros (VELOSO, 2001).

Os constantes estudos sobre a composicdo do leite tornaram-se
determinantes para o estabelecimento e a adequacdo de sua qualidade
nutricional, processamento e consumo. A biossintese de muitos constituintes
do leite relaciona-se a constituicdo sanguinea e as condicfes do epitélio da
glandula mamaria, e esta sobre o controle hormonal do animal. E estimado que
exista cerca de cem mil constituintes distintos relacionados ao leite, embora a
maioria deles ndo tenha ainda sido identificada. A agua € a maior fracdo
presente no leite, na qual estdo dissolvidos, dispersos ou emulsionados os
demais componentes. Sendo em sua maior parte encontrada como agua livre,
embora haja agua ligada aos constituintes como proteinas, lactose e
substancias minerais (SILVA, 1997).

A estrutura lipidica presente no leite encontra-se em forma de pequenos
globulos de gordura e contem, principalmente, triacilglicerdis, envolvidos por
uma membrana lipoproteica. O leite de vaca possui, aproximadamente, 440
ésteres de acidos graxos e 0s principais sdo o acido palmitico e o acido oleico.
Porém, a gordura é o constituinte que mais suceptiveis variagdes quantitativas
e qualitativas, principalmente em razdo da alimentacéo, raca, estacdo do ano e
periodo de lactacao (SILVA, 1997). Além disso, esta fracao lipidica pertencente
ao leite, tem como propriedade a absor¢cédo das vitaminas lipossoluveis A, D, E
e K (VALSECHI, 2001).

No leite também sdo encontrados muitos compostos nitrogenados,
dentre esses, aproximadamente 95% sdo proteinas e 5% compostos
nitrogenados nao-proteicos. O nitrogénio proteico é a fracdo do leite,
considerada mais importante do ponto de vista econémico, e é constituido de
cerca de 80% de nitrogénio caseinico (caseinas) e de 20% de nitrogénio nao-
caseinico representado pelas proteinas do soro e outras fracdes peptidicas.
Como para a fracéo lipidica, diversos sdo os fatores que podem influenciar na
composicao e na distribuicdo das fragdes nitrogenadas do leite bovino, como

temperatura, doencas do animal, estagio de lactacdo, niamero de paricoes,



raca, alimentacdo e teor energético da alimentacdo. O leite contém também
diversas enzimas endogenas, como as lipases, proteinases, 6xido-redutases,
fosfatases, catalase e peroxidase. Algumas destas enzimas sao utilizadas no
controle de qualidade do leite, a exemplo da fosfatase alcalina, que é um dos
indicadores de eficiéncia da pasteurizacao do leite. Porém, o desenvolvimento,
proposital ou ndo, de micro-organismos no leite contribui muito para o
complexo enzimético e é influenciado, principalmente, pelas condi¢cdes do
meio, como temperatura, pH, acesso ao substrato, e consequentemente, sendo
alterado pelo processamento tecnologico (SILVA, 1997).

O aumento da quantidade de enzimas no leite pode ter origem em um
processo inflamatério da glandula mamaria, associado a acao de micro-
organismos sobre as paredes dos vasos sanguineos, que ficam dilatadas e,
consequentemente, diversas substancias do sangue passam junto com 0s
leucaocitos para o leite (BRITO, 1999).

Por outro lado, algumas enzimas de origem microbiana, com
caracteristicas termoestaveis, podem acarretar problemas durante seu periodo
de estocagem, como aumento dos compostos nitrogenados de baixo peso
molecular, que atuam como nutrientes para 0s contaminantes pos-
pasteurizacdo, rancidez, sabor amargo, estufamento tardio em queijos,
geleificacado de leite UAT, entre outros (PINTO et al., 2013).

Por outro lado, os glicidios ou agucares do leite sdo constituidos pela
lactose, que € formada a partir da associacao entre glicose e galactose. Este
glicidio pode ser modificado em sua estrutura, principalmente, por acdo de
tratamentos térmicos, 0 que ocasiona possiveis reacdes de escurecimento, em
gue ocorre uma diminuicdo do valor nutricional do leite, proporcional a
intensidade e o tempo de aquecimento (SILVA, 1997). Dentre as principais
propriedades nutricionais da lactose, destaca-se a acdo benéfica sobre a
microbiota intestinal de recém-nascidos, fonte de energia, acidificacdo do tubo
digestivo e aumento na microbiota intestinal, além de contribuir com a sintese
de outros elementos, como as proteinas e o colesterol (VALSECHI, 2001).

Dentre os sais minerais presentes no leite, aqueles que mais se
destacam sdo os fosfatos, citratos, cloretos, sulfatos, carbonatos, e

bicarbonatos de sodio, potassio, célcio e magnésio. Desses, 0S mais



importantes nutricionalmente sdo os sais associados ao célcio e ao fésforo,
pois contribuem para formacdo e manutencdo Ossea. Por outro lado, esta
composicdo pode ser influenciada pela raca e individualidade do animal,
estagio de lactagcdo, alimentacdo, ocorréncia de um processo inflamatério das
glandulas mamérias e a estacdo do ano (GAUCHERON, 2005; LUCEY e
HORNE, 2009). As associa¢cBes entre 0os sais e as proteinas do leite sdo
determinantes para a estabilidade das caseinas frente a diferentes agentes
desnaturantes, principalmente fosfato de célcio que, particularmente, faz parte
da estrutura das micelas de caseina e proporciona a estabilidade da fase
coloidal (SILVA, 1997).

Associada a sua rica e variada composicdo, o leite € um produto
facilmente perecivel, tendo sua durabilidade limitada muitas vezes pela
presenca e multiplicagdo de micro-organismos, os quais causam modificagdes

fisico-quimicas a este produto.

3.3. Proteinas do leite

As proteinas do leite possuem um enorme valor e importancia, pelas
suas excelentes propriedades nutritivas, como tecnologicas e funcionais. Suas
propriedades nutritivas e tecnologicas derivam da sua composicdo em
aminoacidos que atendem a maioria das exigéncias fisiolégicas do ser humano
e de suas caracteristicas fisico-quimicas. Paralelamente as propriedades
funcionais das proteinas do leite, o estudo da sua solubilidade, absorcéo e
retencdo de agua e de gordura, capacidade emulsificante e estabilidade das
emulsdes, capacidade espumante e estabilidade de espuma, geleificacao,
formacédo de filmes comestiveis e biodegradaveis, formacdo de microparticulas,
melhoria nas propriedades sensoriais e na aceitacdo dos produtos, tem se
tornado de consideravel interesse tecnolégico e de constante pesquisa
(VELOSO, 2001).

Segundo Fox (2003), estas proteinas encontram-se divididas entre o
grupo das caseinas e o das soroproteinas. As caseinas sao insoluveis em pH
4,6, enquanto as soroproteinas, se ndo desnaturadas, sao soluveis sob as

condicBes ibnicas do leite neste valor de pH, embora menos do que no pH



normal do leite. Os estudos da precipitacdo isoelétrica das caseinas tem
grande importancia para o ciclo industrial, pois conduz a melhoria de
rendimento na producdo de caseinas e caseinatos, produtos Ilacteos
fermentados e queijos produzidos por coagulacao acida.

Ao leite bovino, estdo incluidos cerca de 30 a 36 g/L de proteina total de
alta qualidade nutritiva e dentro deste grande grupo, existem basicamente seis
produtos genéticos majoritarios provenientes da glandula maméria, sendo
denominadas asj.caseinas, as,-caseinas, [-caseinas, k-caseinas, -
lactoglobulinas e a-lactoalbuminas. Cada uma dessas proteinas exibe
diferentes modelos de polimorfismo genético por serem produtos de genes
codominantes, alelos e autossémicos (Tabela 2).

O leite também contém varios componentes protéicos que sdo grandes
polipeptidios, resultantes da protedlise das proteinas lacteas por proteases
endoégenas como a plasmina, que € derivada do sangue dos animais. Desse
modo, sdo formadas as y-caseinas, que sdo peptideos obtidos a partir da
clivagem da -caseina e a maior parte das proteose-peptonas, as quais estao
presentes em maior parte no soro (FARRELL et al., 2004).

A coagulacao proteolitica € realizada por meio da desestabilizacdo das
caseinas por algumas enzimas especificas, enquanto que as soroproteinas nao
possuem a mesma susceptibilidade. Esta propriedade para as caseinas séo
estudadas e aperfeicoadas no contexto da producdo queijeira, em que,
aproximadamente, 75% de todos o0s queijos sao produzidos por este tipo de
coagulacao (FOX et al., 2000).

As caseinas sao divididas em subclasses, a-s-caseina, B-caseina, k-
caseina. As caseinas do leite estdo contidas em um agregado de particulas, as
micelas, e a estabilidade dessa micela deve-se, preferencialmente, a 3-caseina
e, em parte, ao fosfato de célcio coloidal presente no meio (KOHLMANN et al.,
1991).
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Tabela 2: As proteinas do leite bovino e algumas de suas propriedades

Proteina (abreviagao sugerida) Composicao no leite Variantes Peso molecular Ponto
desnatado (g/L) genéticas (Daltons) isoelétrico
as;-Caseina (as1-CN) 12-15 B 23.615 4,44-476
C 23.542
asy-Caseina (as2-CN) 3-4 A 25.226
B-Caseina (B-CN) 9-11 Al 24.023 .
A2 23.983 4,83-5,07
B 24.092 —
k-Caseina (k-CN) 2-4 A 19.037 5,45-5,77
B 19.006 5,3-5,8
B-Lactoglobulina (B-LG) 2-4 A 18.363 5,13
B 18.277 5,13
a-Lactalbumina (a-LA) 0,6-1,7 B 14.178 4,2-4.5
Albumina Sérica (ASB) 0.4 A 66.399 4,7-4,9
Imunoglobulina G1 (IgG1) 0,3-0,6 e 161.000 5,5-6,8
Imunoglobulina G2 (IgG2) 0,05 C 150.000 7,5-8,3
Imunoglobulina A (IgA) 0,01 e 385.000-417.000
Imunoglobulina M (IgM) 0.09 C 1.000.000
Elementos secretados 0,02-0,1 e 63.750 e
Lactoferrina (LF) 0,02-0,1 . 76.110 8,81

Fonte: Adaptado de FARRELL et al. (2004).



As caseinas apresentam uma alta estabilidade ao tratamento térmico,
dado que o leite em pH 6,7 pode ser aquecido a 100°C, por 24 h sem
coagulacdo, e 0 mesmo pode resistir ao aquecimento a 140°C, por 20 a 25
minutos. Esta estabilidade esta relacionada a solu¢do aquosa de caseinato de
calcio que é ainda mais estavel e pode ser aquecida a 140°C, por muitas horas
sem alteragbes aparentes. Por outro lado, a estabilidade térmica das
soroproteinas € tipica de proteinas globulares que s&o desnaturadas
completamente pelo aquecimento a 90°C por 10 minutos. Associada a alta
estabilidade térmica das caseinas, tornou-se muito habitual o processamento
de alguns produtos lacteos empregando-se o tratamento térmico de
esterilizacdo comercial, com mudancas fisicas e quimicas relativamente
pequenas durante o processamento e vida de prateleira dos derivados.

Segundo Souza (2013), a forma em que as soroproteinas encontram-se
dispostas € um fator consideravel na estrutura do leite. Sdo encontradas na
forma de mondémeros em estruturas terciarias, porém para o0 caso das
caseinas, elas estdo dispostas como um amplo agregado coloidal conhecido
como micela (Figura 1). A coloracdo branca do leite em grande parte é
associada a dispersao da luz pelas micelas de caseinas.

As caseinas sao constituidas de altas concentracdes de prolina, a qual
esta consideravelmente presente nas estruturas a e B, 17% do total de
residuos da B-CN. As micelas de caseinas contém, aproximadamente, 0,8% de
fésforo, mas o grau de fosforilagdo varia muito nas caseinas individualmente, e
as porcOes de fosfato estdo ligadas as caseinas como fosfo-monoésteres de
serina (SOUZA, 2013).

A forma e o local onde ocorre a biossintese das caseinas e as soro-
proteinas € outro fator de diferenciacdo entre elas. As caseinas sao
sintetizadas na glandula mamaria para satisfazer as necessidades do recém-
nascido. As principais soroproteinas sdo também sintetizadas na glandula e a
maior parte possui funcdes biolégicas. Porém, existem variadas formas de
soroproteinas, principalmente as proteinas menores do leite, que séo derivadas
do sangue por transporte seletivo ou pela rota paracelular (FOX e
McSWEENEY, 2003).
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Modelo com a sub-micela
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Figura 1: a) Modelo das micelas de caseina proposto por Waugh (1958); b)
Modelo das micelas de caseina proposto por Schmidt e Fox (1982); ¢) Modelo
das micelas de caseina proposto por Walstra (1990) e novamente por Walstra
(1999), sendo observada a mudanca na escala e posicédo do fosfato de calcio
coloidal; d) Modelo proposto por Horne (2003), demonstrando a dupla ligacao,
e a interpretacdo do modelo de Schmidt e Fox descrito em uma revisao
cientifica de Horne (2006); e€) Modelo da micela de caseina proposto por De
Kruif e Holt (2003), e com uma ilustracdo tridimensional sobre a estrutura
micelar da caseina; f) Modelo da estrutura da micela de caseina proposto por
Horne (2006).
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Ha uma ampla discussdo sobre a verdadeira teoria relacionada a
estrutura das micelas de caseinas e muitos modelos (Figura 1) j& foram
estudados, discutidos e propostos ao longo dos ultimos 45 anos. Um destes
propde o denomindo “nucleo-revestido”, para indicar que o interior da micela é
composto por proteinas diferentes daquelas da parte mais externa, que seria
formada por uma “estrutura de subunidades”, cujo termo € denominado como
submicelas (FOX, McSWEENEY, 2003; DE KRUIF e HOLT, 2003; HORNE,
2009). Com base neste modelo, foi sugerido que as micelas sao formadas por
submicelas, grosseiramente esféricas, contendo agregados de varias
moléculas de caseinas, que se mantém unidas por interacdes hidrofébicas e
pontes salinas. O fosfato de calcio amorfo faz a ligacdo entre as submicelas,
com participacao de ésteres fosfatos. Dessa forma, quase todas as regides nas
moléculas de caseinas tém a mobilidade restrita.

Outros modelos consideram que a micela seja uma estrutura proteica de
rede porosa de conformacdo com menor rigidez, na qual os “nano clusters” de
fosfato de calcio séo responsaveis pelas ligagdes cruzadas entre proteinas, de
forma a manter a rede estruturada (HOLT, 1992). No modelo proposto por
Horne (1998) a associacdo entre as micelas de caseinas é organizada por
meio de um equilibrio entre as interacdes eletrostaticas e hidrofébicas das
moléculas de asi;-, as,- e [B-caseina, consistindo de distintas regides
hidrofébicas e hidrofilicas.

As estruturas e modelos sugerem que a por¢cao carboxi-terminal da k-
caseina apresenta-se, predominantemente, como filamentos flexiveis e
orientados para a fase externa da micela. A k-caseina possui muitas regifes
com capacidade hidrofilica em sua molécula, orientando-se para a parte
externa da micela, enquanto que para as demais, tendem a orientar-se para o
interior da micela.

A estrutura glicosilada a partir do acido N-acetil-neuraminico, &cido
glutamico e acido piroglutamico, associada a sua solubilidade desta estrutura
ao calcio iénico, acrescido da repulsédo espacial decorrente dos filamentos de k-
caseina e a repulsdo dos grupamentos carboxilas com cargas negativas;

contribuem para estabilizacdo da micela. Na regido terminal da k-caseinas, a
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partir do aminoacido 106, encontra-se a porcdo com maior capacidade
hidrofilica, sendo a regido inicial a mais hidrofébica (PINTO, 2004).

Entre as soroproteinas, a B—lactoglobulina (B—LG) é a soroproteina mais
abundante no leite bovino. Representa, aproximadamente, 50% do total de
soroproteinas e, aproximadamente, 12% do total de proteinas do leite. Sendo a
B-LG, rica em aminoacidos sulfurados, os quais apresentam um alto valor
biolégico, tem duas pontes dissulfeto intramolecular e um mol de cisteina por
monémero. A cisteina é importante durante a reacdo de desnaturacao térmica,
pois forma uma ponte dissulfeto intermolecular com a k-CN, sendo também
responsavel pela alteracdo de sabor no leite tratado termicamente. A o—
lactoalbumina representa, aproximadamente, 20% das proteinas do soro de
leite bovino (3,5% das proteinas totais do leite), € a principal proteina do leite
humano, com um valor relativamente alto de triptofano e contém,
aproximadamente, 1,9% de enxofre, 0s quais S80 responsaveis por quatro
pontes dissulfeto intramoleculares por mol (FOX e McCSWEENEY, 2003).

3.4. Estabilidade das proteinas do leite

Segundo Fox e Brodkorb (2008), a estabilidade coloidal do leite €, em
muitos casos, a propriedade fisico-quimica mais importante e, constantemente,
tem-se estudado sobre suas particularidades e importancia tecnolégica na
indastria laticinista. Para o leite de boa qualidade, as micelas de caseina
encontram-se estaveis a todos 0s processos a que sdo normalmente
submetidas. A forma micelar da caseina € observada no leite obtido de todas
as espécies de mamiferos e, a essa caracteristica estrutural, € atribuida a cor
branca do leite. A distribuicdo generalizada ou universal de micelas no leite
confere uma funcéo fisiolégica e nutricional importante as proteinas, pois o
célcio e fosfato sdo necessarios para o desenvolvimento de 0ssos e dentes e
para a taxa de crescimento. No entanto, o fosfato de calcio tem uma baixa
solubilidade no valor de pH do leite, assim encontra-se supersaturado no leite.
Portanto, seria esperada a sua precipitacdo na glandula mamaria, com a
formacdo de pedras que bloqueariam os canais da glandula, o que causaria a

morte do oOrgdo e talvez do animal. Mas pela caracteristica estrutural das
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micelas de caseina, o fosfato de calcio em excesso é mantido no estado
coloidal estavel. As micelas de caseina agem como um dispositivo que permite
a secrecao de leite com uma alta concentracdo de fosfato de calcio sem que
ocorra a sua precipitagao.

As micelas séo sintetizadas para serem absorvidas pelo recém-nascido.
A sua hidrolise é feita por uma determinada protease de origem estomacal, a
guimosina, processo que promove uma retencdo na entrada de componentes
do leite no intestino delgado, e assim proporciona uma melhor digestibilidade.
Além disso, a formacdo deste coagulo faz com que ocorra um processo de
digestdo mais continua, o que facilita processo nutricional em intervalos que
podem ser longos (FOX e BRODKORB, 2008).

No processo de concentracdo do leite por evaporacdo, ha reducdo na
estabilidade do leite a partir da concentracdo da solucdo, do aumento na
concentracdo de fons de Ca®', associado ao decréscimo do pH do meio e
também pela precipitacdo do di-hidro-ortofosfato de calcio (CaH,PO,) e fosfato
acido de calcio (CaHPO,) como tri-ortofosfato de calcio (Cas(PO.)2)
acompanhada pela liberacdo de ions H*. Porém, no processo de desidratacéo,
as alteracBes sao pouco relevantes a estabilidade, devido, principalmente, ao
tratamento com temperaturas relativamente mais baixas.

No processo de congelamento rapido, a estabilidade do leite € pouco
afetada, mas em processos de congelamento lento e durante seu
armazenamento, em uma faixa de temperatura entre -10°C a -20°C, ocorre a
desestabilizacdo da fase coloidal associado ao aumento na concentracdo de
fons Ca** e um decréscimo no valor de pH devido a precipitacdo do Cas(PO,)s,
acompanhados, principalmente, pela cristalizacdo da lactose.

A homogeneizacdo que é empregada normalmente no processamento
de leite, de até 20 MPa, ndo proporciona um efeito consideravel a estabilidade
das micelas de caseina, mas em processos que proporcionem uma alta
pressao, com cerca de 4200 MPa, pode ocasionar a dissociacdo da estrutura
micelar.

Segundo Fox e Brodkorb (2008), descreveram que a estabilidade das
micelas €& pouco afetada o processo de pasteurizacdo rapida (72°C/15

segundos), mas proporciona a desnaturacdo e interacao das proteinas do soro

16



com as micelas de caseina, por meio de ligacdes dissulfeto intermoleculares,
principalmente entre a B—LG e a k-CN. Em decorréncia dessa interagéo
proteica, muitas propriedades das micelas séo alteradas, como a estabilidade
térmica e propriedades relacionadas a coagulacado na fabricacdo de queijos.
Por outro lado, o tratamento térmico muito rigoroso, proporciona problemas
tecnologicos, por exemplo, para o leite concentrado, quando pode ocorrer o
escurecimento pela reacao de Maillard, diminuicdo do pH, a dissociacéo de k-
CN da estrutura micelar e, eventualmente, a coagulacao.

As micelas de caseina sao desestabilizadas muitos fatores, alguns deles
sdo industrialmente importantes, como a hidrélise da k-CN por proteases
especificas e desejaveis (coalho), muito explorado na fabricacao da maior parte
das variedades de queijos. Existe também o uso da acidificagdo do leite para
pH 4,6, o que € explorado para o processamento de alguns queijos, leites
fermentados e produtos funcionais.

E utilizada também a desestabilizacio das micelas na producido de
alguns caseinatos, avaliagdo da estabilidade térmica do leite com o teste do
alcool, avaliagdo e pesquisa das estruturas proteicas utilizando diferentes
detergentes anibnicos e alta pressdo (FOX e BRODKORB, 2008).

3.5. Micro-organismos psicrotréficos contaminantes em leite

O armazenamento do leite cru em temperaturas de refrigeracéo
possibilita a reducdo de custos operacionais de producdo. Entretanto, o
armazenamento por periodos prolongados pode resultar em queda de
gualidade dos produtos lacteos, associado a multiplicacdo e atividade
enzimatica de bactérias psicrotroficas (MARTINS et al., 2005).

A refrigeracdo do leite a baixas temperaturas nas fazendas por longos
periodos proporciona uma reducdo no processo de deterioracdo do leite pelos
micro-organismos mesofilicas, entretanto, esse procedimento pode
proporcionar alguns problemas tecnoldgicos associados a selecdo de micro-
organismos psicrotroficos. Portanto, o dimensionamento do tanque de
expansdo deve ser calculado de forma correta, por profissionais da area,

correspondendo as necessidades da fazenda ou conjunto de produtores,
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mediante a dados referentes ao numero de ordenhas, refletindo sobre o volume
a ser armazenado, e a melhor temperatura de armazenagem, a fim de propiciar
um bom desempenho no armazenamento e conservacgao do leite (ARCURY et
al., 2006)

Espécies de micro-organismos psicrotroficos relevantes para industria
laticinista, incluem as espécies Gram-negativas dos géneros Pseudomonas,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e
Flavobacterium; e bactérias Gram-positivas dos géneros Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Microbacterium spp. Dentre 0os micro-organismos resistentes ao processo de
esterilizacdo comercial do leite, destaca-se espécies do género Bacillus, sendo
0s mais predominantes B. licheniformis e B. cereus (PINTO et al., 2013).

Os micro-organismos psicrotroficos ndao fazem parte da microbiota
natural do Ubere e, portanto, a sua presenca no leite cru é exclusivamente
procedente da contaminacdo do leite apdés a ordenha (GOUNOT, 1986;
SUHREN, 1989; MUNSCH-ALATOSSAVA et al., 2005).

As principais fontes de contaminacdo do leite cru com bactérias
psicrotroficas Gram negativas sdo a agua residual de ordenhadeiras,
tubulacbes de leite ou tanques de resfriamento; no Ubere e tetas mal
higienizados; proveniente da limpeza inadequada da superficie de utensilios e
equipamentos; inadequacdo no transporte e armazenamento do leite; e a
formacao de biofilme (SANTANA et al. 2004;. SIMOES et al., 2010).

A deterioracdo ndo € somente justificada pela presenca destes micro-
organismos no leite estocado, mas também € associada a producdo de
enzimas termorresistentes que podem reduzir a qualidade e a vida de prateleira
do leite termicamente tratado e de produtos lacteos fabricados com esta
matéria-prima contaminada.

As principais estirpes psicrotréficas do leite, incluem espécies de
Pseudomonas que se caracterizam por apresentar um curto tempo de geracao,
entre 0 e 7°C (SYRHAUG e STEPANIAK, 1997). Assim, sdo consideradas
como 0s agentes mais importantes na deterioracdo do leite mantido sob
refrigeracdo. Dentre as bactérias psicrotréficas contaminantes, a Pseudomonas

constitui o género encontrado com maior frequéncia no leite e em derivados
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mantidos em baixa temperatura, e representa em torno de 10% da microbiota
total do leite recém obtido (MUIR, 1996).

Segundo Pinto et al. (2013), micro-organismos psicrotréficos tém um
mecanismo de adaptacdo a baixas temperaturas, caracterizado por
modificacbes de sua estrutura lipidica e proteica, por meio da sintese e
modificagBes no conteudo dos acidos graxos na membrana, relacionados aos
mecanismos fisiolégicos da célula. Ocorre entdo, a insaturagdo dos acidos
graxos, 0 que abaixa o ponto de fusdo dos lipideos e mantem a estrutura
lipidica em seu estado liquido, mesmo quando a bactéria estd em ambiente
refrigerado, situacéo que nao prejudica as fun¢cdes da membrana.

Como descreve Jay (1996) em algumas espécies do género
Pseudomonas, néo € observado este fenbmeno, ja que na constituicdo de sua
membrana contém entre 59% e 72% de lipideos insaturados, o que confere
uma maior versatilidade em temperaturas de refrigeracdo em relacdo a maioria
dos micro-organismos Essas alteracbes na estrutura celular, para a
manutencdo do fluxo fisiologico da membrana e da atividade enzimatica,
acompanham outros mecanismos importantes para o crescimento de bactérias
a temperaturas baixas, como a sintese de solutos compativeis e a manutencao
da integridade estrutural de macromoléculas e de grupos de macromoléculas,
incluindo os ribossomos e outros componentes que afetam a expressao génica,
participando conjuntamente na adaptacdo dessas células a temperaturas
baixas.

Algumas estirpes de Pseudomonas spp. produzem simultaneamente,
diferentes tipos de enzimas hidroliticas, sendo as mais estudadas as proteases,
lipases e fosfolipases. As diferencas individuais na atividade enzimatica
extracelular das estirpes sdo provavelmente relacionadas a um grupo genético
em particular (ERCOLINI et al., 2009).

As proteases de origem microbiana, em especifico, aquelas provenientes
do género Pseudomonas spp. sdo estaveis a altas temperaturas, assim
resistem a tratamentos térmicos, como a pasteurizacdo e até mesmo o
tratamento UAT. A inativacdo de cerca 90% da atividade dessas proteases
extracelulares, de Pseudomonas spp., pode ser alcancada pelo tratamento

térmico a 72°C, por quatro a cinco horas ou, a 120°C, por sete minutos. Porém
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estes processos sdo de enorme prejuizo para as propriedades sensoriais e
fisico-quimicas do leite (SIRHAUG e STEPANIAK, 1997).

As enzimas produzidas pelas Pseudomonas, durante o armazenamento
do leite cru sob refrigeracdo, mantém sua atividade hidrolitica méaxima. No
entanto, varias destas enzimas possuem a capacidade de manter atividade
hidrolitica entre 60 a 70% ap06s a pasteurizacdo, e 30 a 40% apOls 0 processo
de esterilizagéo comercial do leite (SAMARZIJA et al., 2012).

Segundo Mitchell et al. (1986), a termorresisténcia dessas proteases nao
pode ser associada apenas as sequéncias de aminoacidos da proteina, mas
também a forca de estabilizacdo das interacdes entre os fons Ca* e a
proteina, o que confere uma protecao parcial contra a desnaturacdo da enzima,
e consequentemente estabilizacdo da conformacao nativa da molécula.

No trabalho de Jensen et al. (1980) e, Gobbetii e Corsetti (1995), foram
avaliados os fons Ca?* e Zn®" sobre a atividade da protease de Pseudomonas
MC60 a 45°C, porém apenas o fon Ca®" proporcionou uma restauracdo do
efeito de inativacdo a altas temperaturas. Os fatores que estabilizam as
enzimas termorresistentes de bactérias psicrotréficas, descritos por Sgrhaug e
Stepaniak (1997), também incluem pontes salinas, pontes de hidrogénio, sitios
de ligacdes Ca*" e a presenca de um centro hidrofébico expandido.

Foi constatado no trabalho de Gillis et al. (1985) que um indice de
protedlise detectavel no leite ndo requer uma populacdo consideravel de
psicrotroficos, sendo constatado um decréscimo de 10% a 20% na
concentragdo de Kk-caseina, apds dois dias de estocagem a 5°C do leite
contendo populacdo de 10° UFC.mL™ de Pseudomonas spp. Cousin et al.
(1977) apud Pinto (2004), constatou uma importante hidrolise das fracdes
caseinicas a partir de leite que apresentava contagens superiores a 10°
UFC.mL™" de micro-organismos psicrotréficos, com o comprometimento da
producédo de queijos, pela reducdo aproximada de 5% em sua produtividade.

Mesmo com diversos trabalhos que enfatizam a importancia do estudo e
guantificacdo dos psicrotroficos no processamento de leite, as legislacdes
vigentes ainda ndo contemplam qualquer parametro para a contagem do
namero de unidades formadoras de colbnias destes micro-organismos.

Portanto, no Brasil ndo existe uma regulamentacdo sobre a qualidade
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microbiologica, relacionada a microbiota psicrotrofica do leite in natura

destinado a fabricacdo de produtos lacteos.

3.6. Proteases no leite

As proteases relacionadas ao leite propiciam de forma mais intensa a
hidrélise das caseinas, principalmente por serem as maiores proteinas do leite,
por outro lado, as proteinas consideradas como menores e pertencentes ao
soro, como as o-lactoalbuminas e B-globulinas, sédo pouco hidrolisadas por
acao das enzimas. Dentre elas, as proteases sao classificadas como naturais
(enddgenas) ou bacterianas (exdgenas), atuando nas subunidades da caseina,
0 que afeta a qualidade do leite e seus respectivos derivados.

As enzimas enddgenas mais importantes do leite pertencem
especialmente aos grupos oOxido-redutases e hidrolases. Destacam-se as
sulfidiloxidases, xantina oxidase, catalase, peroxidase, fosfatases (acida ou
alcalina), amilases, plasmina e lisosima. Além disso, algumas destas enzimas
séo utilizadas no controle de qualidade do leite, como exemplo, a fosfatase e a
peroxidase que sdo indicadoras eficientes na avaliagcdo do tratamento térmico
aplicado ao leite (VALSECHI, 2001).

As proteases bacterianas atuam, principalmente, sobre a K e B-caseina,
sendo a k-caseina a mais hidrolisada por estar mais exposta a acdo das
proteases, pelo seu posicionamento na periferia da micela. A B-caseina é
também hidrolisada com o processo de resfriamento e armazenagem do leite,
pois essa fracdo caseinica, dissocia-se e separa-se do interior da micela de
caseina em temperaturas de refrigeracdo. Assim, 0 processo de
armazenamento do leite refrigerado, pode tornar as fracdes de B-caseina mais
susceptiveis a protedlise (SANTOS et al., 1999; CHEN et al., 2003).

Esses problemas sdo mais graves no Brasil, considerando que
atualmente, muitas propriedades onde a matéria-prima ainda ndo € obtida de
forma higiénica, o que contribui para a sua baixa qualidade. Nesta indicacao,
0S micro-organismos psicrotroficos e suas enzimas prevalecem associados ao
resfriamento do leite em tanques de expansdo, o que pode gerar problemas

relacionados a perda da estabilidade proteica (NETTO, 2012).
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A reducdo da estabilidade do leite UAT a partir de certo periodo de
estocagem deve-se a desestabilizacdo, principalmente, da caseina do leite,
gue pode ocorrer naturalmente por desarranjos moleculares, ou por aceleracao
desses por proteases produzidas por micro-organismos psicrotroficos e/ou pela
plasmina gerada por ativadores de plasminogénio produzidos pelas células
sométicas (CORASSIN et al., 2013)

Um dos principais fatores que causam a proteolise do leite, além das
proteases microbianas é a acdo da plasmina, enzima que normalmente
encontra-se associada a fracdo da caseina do leite. O plasminogénio, que
também esta presente no leite, pode ser prontamente ativado por ativadores de
plasminogénio (RICHARDSON, 1983).

Segundo Vert e Bardano (1991), qualquer fator que converta o
plasminogénio em plasmina, resulta na proteolise da caseina, e proporciona
um impacto negativo na funcionalidade da proteina do leite. Os constituintes
das células somaticas sao capazes de realizar esta conversdo. A ativacao de
plasminogénio no leite é promovida, principalmente, pela presenca das células
somaticas. Isto se confirma pelo fato de os leucocitos do sangue bovino e as
enzimas bacterianas extracelulares ndo serem capazes de converter o
plasminogénio em plasmina.

As concentracdes de plasmina, plasminogénio e ativadores de
plasminogénio no leite sdo relativamente baixos no inicio da lactacdo. Para o
leite considerado normal, pode-se observar uma pequena taxa de ativacdo de
plasminogénio para plasmina, no entanto esta taxa € mais observada em
amostras de leites com altas contagens de células somaticas (DE RHAN e
ANDREWS, 1982).

Fajardo-Lira e Nielsen (1998) verificaram que o0 sistema plasmina-
plasminogénio do leite pode ser afetado pela hidrélise da micela de caseina por
atividade de proteases de Pseudomonas, resultando na liberacdo de plasmina
ligada a fracdo de caseina para o soro, comprometendo o processo de
fabricacdo de queijos, considerando a importancia da plasmina no
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais no produto. Portanto, as
proteases bacterianas atuam tanto diretamente como indiretamente com o

sistema plasmina-plasminogénio sobre a qualidade do leite e derivados.
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A gelificagdo do leite UAT pode ocorrer em baixa concentracdo de
plasmina (0,15 mg.L™), a qual age, preferencialmente, sobre a a e B-caseina,
durante o periodo de estocagem em temperatura ambiente (PINTO et al.,
2013).

O leite pasteurizado possui uma maior atividade do ativador de
plasminogénio em relacéo ao leite cru, diferenga esta atribuida a desnaturacéo
de um inibidor do ativador de plasminogénio pela pasteurizacdo. Os ativadores
de plasminogénio se mantém estaveis independentemente do pH e
temperatura e estdo predominantemente associados a fracdo de caseina no
leite (POLITIS et al., 2004).

Segundo Sgarbieri (2005), a plasmina tem sido extraida da caseina
precipitada por acidos e parece estar preferencialmente associada com a k-
caseina. Apresenta um amplo espectro de pH 6timo (pH 6,5 — 9,0), sendo a B-
caseina a mais suscetivel a agao hidrolitica desta enzima, seguida da as; e de
K-caseina. Provavelmente, esse € 0 mecanismo responsavel pela formacéo de
y-caseinas, a partir de B-caseina. No seu estado livre, essa enzima é inativada
pelo tratamento térmico de 80°C, por 10 minutos, porém no leite sua resisténcia
térmica pode tornar-se maior. A sua prevaléncia durante o processamento do
leite e na cura dos queijos pode ser de grande importancia para a estabilidade
e a qualidade do produto.

Segundo Law et al. (1977), a estocagem de leite cru por prolongados
periodos antes do processamento aumenta a probabilidade do crescimento de
bactérias psicrotréficas, com consequente producdo de enzimas
termorresistentes capazes de causar deterioracdo de produtos lacteos. P.
fluorescens AR11 produz proteases resistentes ao tratamento UAT, que
provocam a gelificagdo em um periodo de tempo dependente da extensao do
crescimento do micro-organismo antes do tratamento térmico. Na pesquisa
conduzida pelos autores, a acdo das proteases causou uma extensiva clivagem
da k-caseina em para-k-caseina de uma forma similar aquela da quimosina, e a
B-caseina foi também quebrada rapidamente, enquanto a a-caseina foi
degradada lentamente.

Sgrhaug e Stepaniak (1997) demonstraram que a estocagem do leite a

frio suprime o desenvolvimento de bactérias produtoras de acido, mas
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proporciona a selecdo de micro-organismos psicrotréficos produtores de
proteases, que afetam predominantemente a k-caseina, enquanto que a B-
caseina e a a-s-caseina sd0 menos susceptiveis. A pasteurizacdo e/ou outros
tratamentos subsequentes inativam a maioria destes micro-organismos, mas
proteases e lipases extracelulares termorresistentes produzidas por eles
representa um papel importante na deterioracdo do leite e alguns derivados
durante o periodo de estocagem.

Nornberg et al. (2010) isolaram bactérias psicrotroficas do leite cru
refrigerado coletado em tanques de expansdo e caminhdes granelizados com
contagens entre 4,9 a 7,8 log UFC.mL* e 53 a 7,2 log UFC.mL™,
respectivamente. Apesar de 90% das bactérias isoladas apresentarem baixa
atividade proteolitica, algumas espécies como Burkholderia cepacia, Klebsiella
oxytoca e Aeromonas sp. mostraram-se altamente proteoliticas. As suas
proteases se mantiveram ativas mesmo apds o tratamento térmico para leite
UAT, e causou a sua coagulacdo em apenas cinco dias de armazenamento em
temperatura ambiente.

Durante o periodo de armazenamento do leite UAT foi observado uma
evolucdo do indice proteolitico e aumento da viscosidade aparente apos 60
dias de estocagem, provavelmente relacionados a presenca das proteases
provenientes de bactérias psicrotréficas do leite cru (VIDAL-MARTINS et al.,
2005).

3.7. Problemas tecnoldgicos relacionados as proteases do leite

A atividade residual de algumas proteases bacterianas e da plasmina
tem sido associada a ocorréncia de sabores indesejaveis, a gelificacdo do leite
UAT durante a estocagem e as perdas no rendimento de producdo de queijo
(DATTA e DEETH, 2003; BARBOSA et al., 2009). Além disso, destacam-se
aumento do conteuddo de agua no coagulo; alteracbes negativas nas
propriedades sensoriais; aumento do tempo para formacdo do coagulo; baixa
taxa de enrijecimento do coagulo e defeitos de textura e elevada perda de
sélidos no soro do queijo (VIEIRA, 2010).
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A plasmina proporciona desestabilizagdo da micela caseinica, o que
ocasiona a associacao entre essas, com aumento da viscosidade do leite e, de
acordo com a sua intensidade, causa um problema consideravel ao leite UAT,
denominado de gelificagao.

A alta contagem de micro-organismo psicrotréficos também traz
consequéncias imediatas ao leite e relaciona-se com perdas econdomicas
significativas e a problemas tecnoldgicos que comprometem a qualidade
sensorial e a vida de prateleira dos derivados lacteos (Tabela 3). O controle do
processo de resfriamento do leite na fazenda e a reducdo desses periodos
prolongados de estocagem proporcionam um controle dos psicrotroficos na
matéria-prima, sendo até mesmo mais importantes do que os procedimentos
realizados apos o processamento (PINTO et al., 2013).

Ferreira et al. (2012) inocularam uma estirpe de P. fluorescens 041 no
leite que foi armazenamento a 4°C e posteriormente, processado para
obtencdo de Labneh. Foram constatadas alteracbes na consisténcia da
coalhada e alta sinérese na massa do produto fermentado, que foi confirmada
pela reducdo do teor de sdlidos ao longo do tempo de incubacdo do leite
inoculado, proporcionando, consequente, perda de rendimento do produto.

E inquestionavel o impacto negativo que a microbiota psicrotréfica pode
ocasionar na qualidade do leite e de produtos lacteos. Portanto a sua presenca
constante no ambiente de producdo e a boa capacidade de crescimento em
baixa temperatura fazem deste grupo de micro-organismos uma das principais
causas direta e/ou indireta da deterioracao do leite e produtos lacteos.

Segundo Martins et al. (2005) e Pinto et al. (2006), o processo de
gelificacdo de leite UHT constitui-se em um dos principais problemas que
afetam a qualidade do leite fluido. Acredita-se que esta seria induzida,
inicialmente, pela acdo de proteases presentes naturalmente no leite e/ou
provenientes de bactérias, principalmente do grupo dos psicrotroficos. Estas
enzimas apresentam a capacidade de degradar as caseinas e promover a
agregacao das micelas do leite. Portanto, seria inapropriado o processamento
do leite que apresente contagem de psicrotréficos tenha excedido a 6,0
log1o0UFC.mL™?, pois, nesse caso, é grande a possibilidade da presenca de

enzimas hidroliticas extracelulares e termoresistentes (Tabela 4).

25



Tabela 3. Problemas relacionados a presenca de psicrotroficos no leite cru

Produto Defeito Causa
Precipitacdo do leite Atividade de fosfolipases e proteases de
adicionado a uma Bacillus spp., com a desestabilizacdo dos
bebida quente glébulos de gordura
Proteases termorresistentes produzidas por
Gelificagcéo bactérias psicrotréficas Gram-positivas e
Leite Gram-negativas (~10°-10° UFC.mL™)
pasteurizado Flavor de fruta Sintese de ésteres por P. fragi
Reducdo da vida de Devido a presenca de etanol de origem
prateleira fermentativa no leite
Coagulacéo doce Hidrolise proteica
Incrustacéo nos Acdo das proteases proporciona a
trocadores de calor desestabilizagdo térmica de proteinas
Sabores indesejaveis, Alta concentracdo de acidos graxos livres,
sabor amargo, sabor devido a atividade de lipases termoestaveis;
saponificado e hidrélise de proteinas devido a atividade de
rancidez proteases estaveis ao tratamento térmico
Leite e . Proteases termoestaveis de psicrotroficos
esterilizado Gelificacdo apos uma Gram-positivos e Gram-negativos (~10°
semana de estocagem 1
UFC.mL™)
~ . Proteases termoestaveis de psicrotroficos
Coagulacéo doce apos . : 4
1-2 meses Gram-positivos e Gram-negativos (~10
UFC.mL™)
Alta concentracdo de lipases e proteases
Sabores indesejaveis, no leite/creme cru; contaminacdo pos-
Creme e como o sabor amargo, pasteurizagdo (Pseudomonas spp. e
Manteiga  frutado, saponificado e Bacillus spp.)
rancidez Concentracbes elevadas de acidos graxos
livres (C4-Cs; C1o-C12)
Atividade de lipases e proteases que
Sabores indesejaveis e permaneceram na coalhada causando
rancidez alteracdes enziméticas durante o periodo
de maturacao
Protedlise causada, principalmente, por
Baixo rendimento enzimas provenientes de Pseudomonas
Queijos spp.

Maior concentragdo de aminoacidos livres
(proteases bacterianas) que estimulam o
crescimento da cultura starter

Menor  tempo de
coagulagéo
Longo tempo de
coagulagéo

Maior concentrac@o de &cidos graxos livres
gue proporcionam a inibicdo das culturas
starter

Fonte: Adaptado de CHAMPAGNE et al. (1994).
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Tabela 4: Efeito do crescimento de psicrotréficos no leite cru antes do

tratamento térmico sobre a qualidade dos produtos lacteos

Psicrotréficos em leite

Produto cru (log UFC.mL™) Efeito sobre a qualidade
5,9 Gelificacdo apos 20 semanas
Leite UAT Gelificagdo ap6s 2-10 semanas com
6,9-7,2 desenvolvimento gradual de sabores de

sujo, amargo e envelhecido

Reducdo da estabilidade térmica e
Leite em po 6,3-7,0 aumento da capacidade de formar espuma
em leite reconstituido

Sabor de qualidade inferior quando

Leite . .
. 5,5 comparado com leite  pasteurizado
pasteurizado . .
produzido com leite fresco
6,5-7,5 Rancidez

Queijos Alteracdo no sabor, principalmente

duros 7,5-8,3 rancidez e sabor de sabdo. Reducdo do
rendimento de fabricacéo

Correlacdo significativa entre a contagem

Cottage 5,0-7,8 de psicrotréficos no leite cru e sabor

amargo

Fonte: Adaptado de SORHAUG e STEPANIAK (1997)

3.8. Métodos quantitativos e qualitativos para determinacao das proteinas

do leite

Segundo Veloso (2001), com base na importancia nutricional, funcional e
a diversidade de proteinas presentes no leite, existe um alto interesse no
estudo da composicdo desta fracdo. Nesse contexto, ha um consideravel
desenvolvimento de metodologias analiticas que incluem técnicas que
permitem ndo sé a quantificacdo, como a separacdo e a identificacdo das
proteinas e dos outros compostos nitrogenados do leite.

Véarias sdo as metodologias utilizadas para o fracionamento das
proteinas do leite, sendo empregadas metodologias para quantificacdo das

proteinas totais, das caseinas e das proteinas do soro. No entanto, s&o
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compostos com certa complexidade e de quantidade variavel, o fracionamento
é dificil e, muitas vezes, consegue-se apenas valores aproximados.

As principais metodologias sao divididas em métodos que necessitam de
degradacdo quimica das proteinas; métodos por fixacdo de corantes ou
métodos colorimétricos; por espectrometria de absorcdo no infravermelho e

ultravioleta; cromatogréficos; eletroforéticos e imunoldgicos.

3.8.1. Métodos fundamentados na degradacdo das proteinas por via quimica,

por fixacdo de corantes e espectromeétricos por absorcéo

Existem muitas metodologias fundamentadas na degradacdo das
proteinas por elementos quimicos, no entanto nem todos sao bem aplicados de
forma eficaz aos alimentos. Embora apresentem bom grau de confiabilidade e
sensibilidade, estes métodos sdo pouco empregados, em funcdo do tempo
longo de analise e alto custo.

Com base neste principio, 0 método de Kjeldahl foi publicado pela
primeira vez em 1883, e continua a ser considerado um método de referéncia,
para a determinacao de nitrogénio e consequentemente, por meio de fatores de
conversdo, também de proteinas nos alimentos. E utilizado para analises de
rotina, como na calibracdo de varios instrumentos. O principio do método
consiste, basicamente, em estimar o nitrogénio total presente no alimento,
convertendo-o em protideos, com base no fato de que todo o nitrogénio do
alimento esta sob a forma protéica (ESTEVES, 2006).

Os meétodos de quantificacdo de proteinas com base na fixacdo de
corantes fundamentam-se no principio da formacdo de um complexo insoltvel
entre um corante em quantidade conhecida e em excesso, com relacdo as
proteinas contidas na amostra. O excesso de corante ndo adsorvido pela
proteina, presente no sobrenadante, é quantificado espectrometricamente no
comprimento de onda de absorcdo do corante utilizado, depois da eliminacao
do precipitado por centrifugacdo ou filtracdo. Portanto, quanto maior a
guantidade de proteinas na amostra, menor é a densidade O6ptica do

sobrenadante.
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Na metodologia por absor¢do no ultravioleta (UV), o fracionamento
baseia-se na propriedade dos amino&cidos aromaticos como a tirosina, o
triptofano e menos significativamente a fenilalanina absorverem a luz na regiao
do UV (280 nm), sendo muito utilizado no doseamento das proteinas do leite
(VELOSO et al.,, 2001). Esta propriedade deve-se, principalmente, ao
grupamento fenol da tirosina e ao grupamento indol do triptofano e ao
grupamento fenil da fenilalanina (ESTEVES, 2006).

Os métodos de deteccdo por fluorescéncia no ultravioleta também sao
metodologias ja empregadas na quantificacdo de proteinas do leite,
fundamentam-se na propriedade de certas substancias possuirem
grupamentos quimicos capazes de apresentarem a propriedade da
fluorescéncia. Existem dois tipos de meétodos fluorimétricos no ultravioleta,
sendo aqueles que se baseiam nas propriedades dos aminoacidos aromaticos
das proteinas, como a tirosina e o triptofano, em absorverem a energia
ultravioleta a um comprimento de onda de 278 nm e emiti-las por fluorescéncia
a 340 nm. E os que consistem na utilizacdo de fluoroforos, que sédo moléculas
organicas que emitem fluorescéncia a um comprimento de onda definido,
fixando-se as proteinas. Nos dois métodos, a intensidade de fluorescéncia sera
sempre proporcional a concentracdo de proteinas da amostra estudada.

Os métodos espectrométricos de absorcdo no infravermelho sé&o
empregados, atualmente, como a técnica mais escolhida por laboratorios
analiticos de leite cru. Sendo métodos de referéncia em normas analiticas
internacionais, pois requerem apenas duas leituras, uma antes que um feixe de
radiacdo passe através do meio que contém a amostra a ser analisada, e outra
apos, sendo relacionados com a razao entre a transmitancia e a absorvancia
(ESTEVES, 2006).

Porém, guando  tomamos como referéncia  metodologias
internacionalmente reconhecidas, devemos nos basear na mensuracdo do
valor real, ou verdadeiro, da quantidade desta substancia presente em uma
matriz. A metodologia descrita por Kjeldahl, quando esta é corretamente
executada, € considerada como o verdadeiro teor em nitrogénio do leite. Por
outro lado, os métodos indiretos fazem uma leitura através de propriedades

gue sao funcionalmente associadas a substancia a ser quantificada, ndo
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procede com a mensuracao direta do componente, sendo entdo esperado para
essas metodologias, a apresentagdo de uma correlagao significativamente alta
entre a propriedade quantificada e a substancia alvo. Um exemplo é a leitura
dos componentes do leite no infravermelho ndo calculam as concentragdes
direta e simultaneamente por meio das equacdes lineares pré estabelecidas,
mas baseado em calibracdes frequentes e necessérias, frente a métodos de
referéncia (ESTEVES, 2006)

3.8.2. Métodos eletroforéticos e cromatograficos

A eletroforese tem uma aplicacdo importante no estudo das proteinas
lacteas. E utilizada na investigacéo das suas variantes genéticas. A designacéo
das caseinas derivou-se da sua analise por meio de eletroforese, sendo o0s
componentes menores da caseina, y', y%, y° e para-k-caseina descobertos por
este método (STRANGE et al., 1992).

O estudo sobre a eletroforese em gel, parte do contexto de que este
método é uma das principais ferramentas para a separacao e caracterizacao
de macromoléculas, com base no fato de que as moléculas, como as proteinas,
possuem carga e, portanto, sdo capazes de mover-se quando submetidas a um
campo elétrico. A velocidade de deslocamento da molécula torna-se
proporcional ao campo elétrico e a carga liquida da molécula, e torna-se
inversamente proporcional ao seu raio, a distancia entre os dois eletrodos e a
viscosidade do meio (SILVA JUNIOR, 2001).

Muitos estudos relacionam essa metodologia a andlise das caseinas em
amostras de leite ou de caseina precipitada em pH 4,6. E realizada em faixa de
pH alcalino e acido, com uréia e um agente redutor que ganha elétrons,
enquanto que a analise das proteinas do soro ou de soro acido é feita em pH
alcalino sem uréia e agente redutor. E uma metodologia que permite uma boa
separacdo entre as variantes genéticas das caseinas e a deteccdo de
diferentes graus de fosforilacdo das proteinas do leite (VELOSO et al., 2001).

A eletroforese capilar € um método de separacdo fundamentada na
migracdo diferenciada de compostos iGnicos ou ionizaveis, em um campo

elétrico. Esta metodologia é estudada como uma perspectiva de avaliacdo dos
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conceitos fundamentais sobre a migracdo eletroforética e eletroosmética, além
de haver um grande campo de estudo dos aspectos instrumentais referentes a
introducdo de amostras e de deteccao.

A eletroforese capilar tem sido muito difundida como uma técnica
eficiente na observagcdo do comportamento das proteinas do leite em diferentes
situacdes experimentais e na avaliagdo da qualidade dos produtos l4acteos.
Existem diversos trabalhos que descrevem a sua utilizacdo na andlise de
polimorfismos das proteinas, na avaliagdo da extensdo dos tratamentos
térmicos, na deteccao de adulteracdes e de peptideos derivados das proteinas
durante a protedlise no leite e seus derivados (RECIO et al., 1997; VELOSO et
al., 2002; MIRALLES et al., 2003; DOS SANTOS et al., 2010; ).

Em muitas pesquisas e trabalhos tem sido utilizada esta metodologia
para avaliacdo das proteinas em leite, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), tem proporcionado inimeras pesquisas e trabalhos com a observacao
da hidrolise das proteinas do leite. Albillos et al. (2007) utilizaram a metodologia
de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC), para
avaliacdo da acdo de uma protease obtida a partir de uma estirpe de Bacillus
subtilis sobre as caseinas de origem bovina.

No trabalho de Ortega et al. (2003), foi proposto a aplicacdo de
planejamento fatorial, com uma superficie de resposta para a otimizacdo do
método de deteccdo de caseinas do leite de vaca, em que foi destacado o
trabalho com diferentes variantes, como o tampéao de pH, a tensdo de corrida e
diferentes aditivos poliméricos utilizados. Como resultado foi obtido com éxito
as separacdes de variadas fracdes de proteinas do leite, sendo destacada a
identificacdo de pelo menos duas variantes genéticas de B-caseina (A! e A?),
dois estados de fosforilacdo da as;-caseina e quatro estados de fosforilacdo do
mondémero de asp-caseina.

Por outro lado, a cromatografia €, fundamentalmente, um processo de
separacdo por migracdo diferencial entre duas fases, sendo estabelecidas
interacdes entre os solutos (fase mével) e a fase estacionaria. Os estudos de
Datta e Deeth (2003) demonstraram um diagnostico sobre as possiveis causas
gue levavam a protedlise no leite UAT, sendo discutido a utilizacdo da RP-

HPLC e o método de analise pelo uso de fluorescamina, para quantificacdo dos
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peptideos soluveis em TCA e em pH 4,6. Os dados demonstraram que houve
diferenciacdo entre os produtos de acdo da plasmina e das proteases de
origem microbiana sobre as proteinas do leite.

O uso da eletroforese capilar torna possivel avaliar a severidade do
tratamento térmico através do estudo da desnaturacdo das proteinas do soro.
Por outro lado, a presenca de peptideos no leite recentemente produzido indica
gue este foi obtido a partir de leite cru de baixa qualidade, e a formacéo de
peptideos durante o armazenamento do leite UHT, pode ser uma indicacdo da
presenca de enzimas resistentes ao calor (VELOSO, 2001).

Em outro experimento, De Noni et al. (2007) adotaram uma metodologia
fundamentada em eletroforese capilar por zona (CZE). Foi elaborado um
estudo relacionado ao grau de profundidade da protedlise em amostras de leite
pasteurizado, mantidas sob refrigeracdo e analisadas durante seis dias. Os
pesquisadores constataram um indice consideravel da acgéo proteolitica nas
fragcbes de k-, as1 e, principalmente, sobre as B-caseinas apos o tempo de
estocagem, ocasionadas pela acdo de enzimas enddgenas, e por enzimas
exdgenas ativas, mesmo apos o tratamento térmico.

Portanto, a inclusdo da eletroforese capilar no estudo e conhecimento da
constituicdo proteica e a causa da protedlise indesejada no leite é uma
ferramenta importante na pesquisa, por proporcionar conhecimentos dos
diferentes fatores que propiciam este problema na industria laticinista, e que se
torna cada vez mais importante para a qualidade do produto.

O desenvolvimento e constante aperfeicoamento destes métodos com
maior rapidez abriu novas perspectivas para a reducédo dos tempos de analise.
Desta forma, por meio da espectrometria de massa tem-se obtido resultados
promissores e de relevancia para pesquisa e estudo do perfil protéico do leite
de diferentes espécies, e avaliacdo da qualidade do leite cru e da tecnologia a
ser utilizada no seu processamento.

Assim, para os estudos de determinacdo da massa molecular das
proteinas do leite de variadas espécies, tanto para a identificacdo de variantes
genéticas, alteracdes na composicdo dos aminoacidos e alteragdes quimicas,
como fosforilacdo e glicosilagdo; tem-se empregado o0 método de

espectrometria de massa (MS). Este método tem proporcionado informacdes

32



importantes para caracterizagdo das proteinas do leite, principalmente da
caseina, sendo associado a técnica de HPLC com a detecgéo por MS.

Trujillo et al. (2000) aplicaram igualmente a espectrometria de massa em
combinacdo com HPLC para a separacdo em linha, deteccdo e estudo da
composicao das proteinas de leite de cabra e de ovelha. As proteinas do soro
gue ndo foram bem eluidas pelo método de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com a deteccédo por Espectrometria de Massa (HPLC-MS), foram
purificadas por Cromatografia Liquida Rapida de Proteina (FPLC) e analisadas
por espectrometria de massa via analise por injecdo em fluxo (FIA), obtendo-se
uma melhor sensibilidade na caracterizacdo da espécie originaria a que
pertence este leite, assim como o estudo de processos proteoliticos no leite na
fazenda ou até mesmo durante sua vida de prateleira.

No trabalho desenvolvido por Kruger (2006), foram caracterizados 0s
peptideos obtidos por espectrometria de massa por desorcao a laser (MALDI-
TOF-MS), que se baseia no registro do tempo de deslocamento dos varios
peptideos que foram ionizados por um composto ionizador. Assim, 0s ions
menores deslocam-se mais rapidamente do que o0s maiores, e esta razéo
permite determinar as massas de cada peptideo. Os resultados obtidos pelo
método foram bem resolvidos em relacdo ao levantamento do perfil
aminoacidico das amostras analisadas, havendo a correlacdo entre os dados
de composicdo quimica, analise de aminoacidos e técnicas de
sequenciamento. Porém, em suas conclusdes, foi observado que ha
necessidade do aperfeicoamento da metodologia de MALDI-TOF-MS para a

presenca de peptideos fosforilados.

3.8.3. Métodos imunolégicos

Os ensaios imunologicos vém sendo frequentemente aplicados na
indastria alimenticia para deteccdes qualitativas e quantitativas de diversos
componentes. A suas primeiras aplicacbes preconizavam a deteccdo de
proteinas especificas em concentracées muito baixas, com base em ensaios

radioimunolégicos desenvolvidos no campo da medicina, ndo sendo
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extensivamente utilizados pela necessidade de utilizacdo de marcadores
radioativos (VELOSO et al., 2001).

O desenvolvimento, no inicio dos anos 70, de ensaios
imunoenzimaticos, em que os marcadores radioativos foram substituidos por
enzimas, eliminou os perigos associados a técnica anterior. Assim houve uma
maior aceitacdo para estes ensaios aplicados a andlises de alimentos.

Além disso, a simplicidade relativa dos ensaios enzimaticos e a alta
sensibilidade, especificidade das reagdes “antigeno-anticorpo”, baixos custos e
a utilizacdo de equipamento com sofisticacdo mais acessivel, dao a estes
métodos um grande potencial. Porém estas técnicas particularmente requerem
muito tempo ou necessitam de uma grande quantidade de anticorpos
purificados e sdo qualitativas ou semi-quantitativas.

O desenvolvimento das técnicas imunoenzimaticas (ELISA) constituiu
uma alternativa interessante, pois estas possuem boa reprodutibilidade e uma
sensibilidade mais alta do que aos métodos imunolégicos em gel. Os métodos
ELISA séo cada vez mais utilizados na andlise de produtos alimenticios devido
a sua sensibilidade, baixo custo e reduzido tempo de analise podendo vir a
desempenhar um importante papel no controle da autenticidade dos produtos
lacteos (VELOSO et al., 2001)

3.9. Metodologias de avaliacédo da protedlise do leite

As técnicas de separacdo e de quantificacdo das proteinas do leite
podem fornecer informacBes importantes sobre as caracteristicas fisico-
guimicas de diferentes sistemas lacteos, o que auxilia ao aperfeicoamento
tecnoldgico da producéo de derivados de melhor qualidade e de maior vida de
prateleira (COSTA et al., 2011).

Entretanto, é necessario o desenvolvimento de métodos que contribuam
na determinacdo da atividade proteolitica no leite a fim de evitar possiveis
perdas de produtividade, além de possibilitar a sua destinacdo adequada na
linha de producdo, com base em fundamentos técnico-cientificos mais

consistentes.
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Pois alguns dados ndo sao conclusivos sobre este processo de
degradacdo das proteinas, como o diagnéstico da estabilidade do leite,
utilizado nas plataformas industriais. A estimativa da contagem populacional
pode fornecer dados importantes, porém a atividade proteolitica é diferente
para cada estirpe. Além de que muitas vezes, a metodologia é aplicavel, mas
ndo fornece o resultado em tempo habil para fluxo industrial, o que limita
alguns métodos para avaliacdo da matéria-prima na chegada a industria.

A avaliacdo do grau de hidrélise é um importante meio para comparar
hidrolisados entre si e, é definido como a percentagem de ligacdes peptidicas
clivadas em relacdo ao seu total na molécula (BIASUTTI, 2006). A hidrélise
enzimatica pode ser avaliada por meio de diferentes técnicas de separacao,
como a eletroforese em gel de poliacrilamida, eletroforese capilar,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e espectrometria de massa
(CREAMER, 1991; COSTA et al., 2008).

Datta e Deeth (2003) observaram que as fracOes peptidicas liberadas
pela hidrélise das proteinas do leite por acdo de proteases microbianas com
menor hidrofobicidade e eluem de forma mais rapida no sistema de RP-HPLC,
enquanto os peptideos produzidos pela acdo da plasmina sdo mais
hidrofobicos e eluem de forma mais lenta. Estes autores observaram a partir da
aplicacao de precipitacdo acida em pH 4,6 que os peptideos na fragdo do soro,
utilizando-se o método de fluorescamina, representava a protedlise por
atividade da plasmina, e por proteases de bactérias, enquanto que o0s
peptideos soluveis em TCA 12% representavam a atividade proteolitica
microbiana.

Le et al. (2006) procuraram desenvolver um método com melhor
sensibilidade para avaliacdo da protedlise do leite, mais especificamente do
leite UAT, associada a acao das proteases enddgenas e exdgenas. Os autores
ressaltaram néo existir metodologia aplicavel industrialmente para qualificacéo
e quantificacdo da hidrélise das proteinas do leite. Os autores obtiveram dois
grupos de peptideos distintos, separados pelo método de RP-HPLC e pelo
método da fluorescamina e constataram também que os peptideos mais
hidrofébicos e de maior peso molecular eram provenientes da ac¢do das

proteases enddgenas, enquanto as fracdes peptidicas de menor peso e mais
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hidrofilicas eram provenientes da agdo das proteases microbianas. Pois as
proteases enddgenas, em sua maioria, e alguns coagulantes degradam as
proteinas em peptideos de alto peso molecular, enquanto que as proteases
exdgenas, em sua maioria, degradam os peptideos de alto peso molecular em
fracGes ainda menores, 0s peptideos de baixo peso molecular.

Dentre as metodologias empregadas pelos autores, o método RP-HPLC
apresentou resultados com maior reprodutibilidade e mais precisos comparado
ao método da fluorescamina pelo fato de permitir quantificar a massa de
peptidios, enquanto o método da fluorescamina permite quantificar moles de
grupos amino primarios. O método de RP-HPLC estudado pode também ser
utilizado para determinar a atividade das proteases microbianas por meio da
analise dos peptideos produzidos, sendo utilizado conjuntamente uma solucéo
de TCA a 4%, tornando-se mais sensivel & obtencdo da extenséo proteolitica.

Recio et al. (2000) trabalharam com a fragao peptidica produzida a partir
da protedlise do leite, mais especificamente da k-caseina, e analisaram sua
degradacédo associada a acdo da quimosina ou de proteases produzidas pela
P. fluorencens B52. A identificacdo e fracionamento das moléculas foram
determinados através da metodologia aplicada com RP-HPLC, acoplada a
espectrometria de massa. Os autores encontram fracdes peptidicas idénticas
as encontradas no leite UHT estocado por longas datas e deduziram que as
proteases produzidas por micro-organismos psicrotréficos também clivam a
caseina na ligacdo 105-106, sendo menos especificas do que a quimosina, 0
gue sugere que a presenca de caseinomacropeptideo (CMP) ndo € um
indicador exclusivo de fraude em leite com soro de queijo.

A protedlise do leite de natureza microbiana € um problema atual para
as industrias de laticinios no Brasil. Porém, os métodos empregados para
mensuracdo da atividade proteolitica enzimatica em leite e derivados sé&o
considerados de alta complexidade e morosos, 0 que torna o0 processo, muitas
vezes, ineficaz para o contexto produtivo e industrial. Portanto, a énfase na
reducdo do tempo de analise e da complexidade na execucdo das mesmas
torna-se necessarias para o desenvolvimento de metodologias que possam ser
concluidas de forma clara e sem dificuldades, que permitam praticidade e

eficiéncia na tomada de decisdes no contexto produtivo.
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Apesar de existirem metodologias que empreguem equipamentos
sofisticados, reagentes de alto grau de pureza, alta sensibilidade e eficiéncia na
mensuracdo da hidrélise das proteinas do leite, metodologias mais simples e
de menor sensibilidade podem corresponder aos anseios do mercado e
industrias. Assim, pode-se citar o método espectrofotométrico, que torna a
observacédo da atividade proteolitica menos complexa e com maior agilidade
para obtencdo de resultados, sendo facilmente realizado na industria de
laticinios, apesar de nao demonstrar uma 6tima sensibilidade para deteccéo de
concentragdes baixas de proteases no leite (HULL, 1947; CHEN et al., 2003).

Segundo Chen et al. (2003), a atividade proteolitica no leite e em
produtos lacteos é comumente associada a hidrélise das proteinas do leite,
com posterior liberacdo do aminoacido tirosina. Assim, o indice de tirosina
encontrado vem sendo usado como um indicador util da qualidade geral do
leite submetido ao armazenamento sob refrigeracdo por longos periodos.
Existem indicadores de correlacdo entre as concentracdes de tirosina e alguns
problemas tecnologicos como gelificacdo do leite UHT, sabores indesejaveis
caracteristicos de protedlise, problemas na coagulacdo e maturacédo de queijos,
entre outros (CHAMPAGNE et al., 1994; PINTO, 2004)

No trabalho de Guven et al. (2005), as concentracdes altas de tirosina
correlacionaram com a degradacao proteica em iogurte, como a presenca de
sabor amargo devido ao excesso de protedlise. O sabor amargo observado nas
amostras ocasionou uma sobreposicdo ao sabor caracteristico do iogurte, e
mascarou a presenca do acetaldeido, e conferiu problemas sensoriais ao
produto.

A partir da inoculacdo de uma enzima purificada de P. fluorescens P26
em leite desnatado, previamente esterilizado, e mantido a 4°C, por 30 dias, foi
observado o desenvolvimento de sabor desagradavel, seguido por sabor
amargo. A evidéncia de protedlise avancada foi constatada pela presenca
consideravel de tirosina e triptofano livre no leite, estando diretamente
relacionadas com a presenca de sabor amargo (MAYERHOFER et al., 1973).
Os autores reportaram que 0,2 unidades da enzima adicionada a amostra de
leite foi capaz de ocasionar problemas relacionados ao aroma e sabor do

produto.

37



Pinto (2004) avaliou o grau de protedlise do leite, com base na
determinacdo das concentraces de tirosina (mg.5mL™), em leite desnatado
reconstituido 12%, sendo inoculado com duas diferentes estirpes de P.
fluorescens (07A e 041). O autor constatou concentracdes invariaveis até que a
populacdo bacteriana atingisse 102 UFC/mL, o que coincidiu com o inicio da
fase estacionaria de crescimento em diferentes temperaturas de refrigeracédo
empregadas para as amostras. O mesmo autor observou que o menor valor de
tirosina necessario para a perda da estabilidade térmica do leite foi de,
aproximadamente 0,3 mg.5mL™" de leite, sugerindo que este valor pode
constituir em um parametro para o setor industrial, para indicar a qualidade no
qgue se refere a propensédo de perda de estabilidade térmica e alta populacao
de psicrotréficos proteoliticos, superior a 10 UFC.mL™.

Em busca de metodologias que apresentem resultados mais rapidos,
com praticidade e baixo custo, a fim de facilitar a quantificacdo de tirosina em
amostras de leite, propde-se a avaliacdo de metodologias utilizadas na area
clinica, para determinacdo de mucoproteinas em soro sanguineo, com base na
determinacao de tirosina.

De acordo com Picheth et al. (2002), em processos inflamatérios
agudos, decorrentes de infeccfes, danos teciduais ou de outros estimulos,
causa o0 aumento da concentracdo de varias proteinas séricas no soro
sanguineo, designadas como proteinas da fase aguda. As mucoproteinas
enquadram-se no grupo das glicoproteinas. A dosagem da sua concentracao
de tirosina sérica tem grande importancia em patologia clinica, no diagnostico
diferencial de infec¢bes, sobretudo como indicativa de atividade inflamatoria.

As mucoproteinas sdo compostas de proteinas e carboidratos, presentes
nas fracbes globulinicas do soro. S&o incluidas na sua constituicdo uma
variavel de hexosaminas (glicosilamina e galactosamina), em teores superiores
a 4%, sendo de grande interesse clinico a alfa-1-glicoproteina e a alfa-2-
macroglobulina (WINZLER et al., 1948).

Winzler et al. (1955) desenvolveram um método que tornou-se
amplamente utilizado para a quantificacdo de mucoproteinas em soro
sanguineo. A metodologia baseia-se na separacdo da mucoproteina por

precipitacdo seletiva com acido perclorico e posterior quantificacdo
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colorimétrica, com base no quantitativo de tirosina presente na fracdo isolada.
A técnica inclui na primeira fase, as proteinas séricas, exceto as
mucoproteinas, precipitadas por meio do acido perclorico e separadas por
filtracAo. Na segunda fase, as mucoproteinas sdo precipitadas por &cido
fosfotungstico e separadas pelo processo de centrifugacdo. E na terceira fase é
feita a determinacgéo colorimétrica das mucoproteinas pela solubilizacdo com o
carbonato de sodio e o reagente de Folin-Ciocalteau.

O doseamento de mucoproteinas se assemelha com a metodologia
descrita por Hull (1947), basendo-se na determinacao colorimétrica de tirosia
presente nas amostras, sendo observado o uso de alguns reagentes e
procedimentos diferentes entre eles, como as solugcbes de precipitacéo e de

solubilizagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratdrios de Microbiologia de
Alimentos e Analises Fisico-Quimicas de Alimentos do Departamento de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e
Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba; e também no
Laboratério de Qualidade do Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria, Embrapa - Gado de Leite, localizada em Juiz de Fora.

4.1. Coleta das amostras de leite cru granelizado

Durante o periodo de 11 de marco a 29 de agosto de 2013 foram
coletadas amostras de leite cru de 17 tanques, localizados na comunidade do
Bom Jardim, no municipio de Rio Pomba - MG, com 4 repeti¢des.

As amostras foram coletadas em frascos esterelizados, de material
plastico, com tampa rosqueavel, contendo o conservante bronopol (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol) para as destinadas a determinacdo composicional e
contagem de células somaticas. Aos frascos das amostras destinadas a
contagem total de bactérias foram incluidos o conservante azidiol (mistura de
azida sodica e cloranfenicol), sendo os mesmos, fornecidos pelo Laboratorio de
Qualidade do Leite da Embrapa — Gado de Leite. Além disso, foram coletadas
amostras de 250 mL de leite em frascos de vidro, tipo Schott®, para a
contagem de psicrotréficos e psicrotroficos proteoliticos, avaliacdo da
estabilidade ao teste do alcool, indices de protedlise e valores de tirosina no
leite.

Durante as coletas, foi determinada a temperatura do leite com
termdmetro de mercuario, além da medicdo do volume de leite contido no
tanque com auxilio de régua especifica para cada tanque.

Durante o transporte, as amostras foram acondicionadas em caixas
térmicas com gelo reciclavel, para que a temperatura das mesmas n&ao
ultrapasse 7°C (BRITO et al., 2007). As amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal de Educacéo,

Ciéncia e Tecnologia do Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba, e para
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o Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa Gado de Leite para andlise
posterior. Sendo executadas as analises em no maximo 48 horas ap0s a coleta

das amostras.

4.2. Caracterizacdo da qualidade higiénico-sanitaria e composicional do

leite cru granelizado

A contagem de células somaticas e de bactérias totais foram realizadas
de acordo com a metodologia de citometria de fluxo nos equipamentos
SomaCount FCM (Id.: 82015) e BactoCount IBC (Id.: 1109), respectivamente
de acordo com IDF (1995). As analises relativas a composicéo centesimal do
leite (extrato seco total e desengordurado, gordura, lactose e proteina), foram
realizadas por método de espectrometria de absor¢cédo no infravermelho médio,
no equipamento Bentley FTS (Id.: 85015), de acordo com IDF (1996).

A populagdo de micro-organismos psicrotroficos e psicrotroficos
proteoliticos foi determinada de acordo com FRANK et al. (1993), no laboratorio
do IF Sudeste MG — Campus Rio Pomba. ApOs a realizacdo das diluicdes
decimais das amostras do leite cru, essas foram plagueadas em Agar para
Contagem Padrao (PCA), acrescido de Leite em p6 desnatado reconstituido a
10% (PCA+LDR 10%). As placas foram incubadas a 6,5 + 0,5°C, por 10 dias.

4.3. Isolamento e selecdo dos micro-organismos psicrotroficos

proteoliticos

Para a obtencdo da colecdo de cultura dos isolados psicrotroficos
proteoliticos, trés a cinco colénias das maiores diluicdes das placas contendo
bactérias psicrotroficas proteoliticas de cada amostra, foram selecionadas por
meio da observacdo da presenca de halo de clarificacdo e/ou de precipitacédo
da caseina no meio de cultura PCA+LDR 10%. Os isolados obtidos foram
conservados congelados em freezer a -16°C, em Caldo Tripticaseina e Soja —
TSB, adicionado de 20% de glicerol. Quando necessério, foi feita a ativacao

dos isolados em caldo TSB, com incubacéo a 25°C, por 48 horas.
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Ap6s o isolamento das estirpes, procedeu-se a sua inoculacdo em
PCA+LDR 10% e incubacéo a 4; 6,5; 10 e 25°C. Posteriormente, com o auxilio
de um paquimetro, foram determinado o didmetro do halo proporcionado pela
protedlise para cada estirpe isolada, em diferentes tempos de incubacéo, 24;
48; 72; 96 e 120 horas.

4.4. Determinacdo da protedlise, atividade proteolitica e do grau de

protedlise das amostras de leite cru granelizado

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Sudeste

de Minas Gerais, Campus Rio Pomba.

4.4.1. Determinagao da proteolise do leite cru granelizado

A avaliacdo da protedlise do leite foi realizada por meio da determinagéo
do percentual de proteina total por meio da quantificacdo do nitrogénio total
(NT); o percentual de proteinas relacionadas ao soro de leite, através do
nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NSpuse); O percentual de peptideos e
aminoacidos contidos no leite , pela mensuracéao do nitrogénio solivel em acido
tricloroacético 12% (NStca12%); € 0 percentual de caseina nas amostras, foi
obtido pela diferenca entre o percentual de nitrogénio total (NT) com o do
nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NSphae). Sendo esta metodologia empregada,
descrita pelo método primario de Kjeldahl (AOAC, 1995).

Para quantificacdo do NT, foi pesado cerca de 2 gramas do leite in
natura em tubo de micro-Kjeldahl.

A determinacdo de NSyn46 foi realizada a partir do tratamento de 100 mL
da amostra de leite cru com 10 mL de solucdo de acido cloridrico (HCI
1,41mol.L™Y). A mistura foi mantida em repouso por 5 minutos. Posteriormente
procedeu-se a filtracdo através de algodao hidréfilo, e o filtrado foi reservado
para o prosseguimento da analise.

A determinacdo do NSrcai2e fOi realizada a partir do tratamento de 50

mL da amostra de leite cru com 50 mL de solucdo de TCA 24% S.R. A mistura
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foi mantida em repouso por 15 minutos para, posteriormente proceder a
filtracdo através de algoddo hidréfilo. O filtrado foi também reservado para o
prosseguimento da analise.

Os filtrados provenientes das suspensdes foram usados para
determinacdo de nitrogénio pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 1995).
Pesou-se 5 gramas de cada filtrado para cada tubo. Por meio desta método,
foram obtidos os percentuais de proteinas relacionadas ao soro de leite, e de
peptideos e aminoacidos contidos nas amostas. Para o calculo dos indices de
extensdo e profundidade da protedlise do leite cru foi adaptado o método citado
por DePeters e Cant (1992), que descreveram o indice de extensdo da
protedlise (IEP), que representa a relacdo entre a porcentagem de nitrogénio
soluvel em pH 4,6 e a porcentagem de nitrogénio total da amostra (Eq. 1) e o
indice de profundidade da protedlise (IPP) que trata-se da relacdo entre a
porcentagem de nitrogénio néo protéico, soluvel em acido tricloroacético 12% e

a porcentagem de nitrogénio total da amostra (Eq. 2).

IEP (%) = NSphas (%) X 100% Eq. 1
NT (%)

IPP (%) = NStcaizm (%) X 100% | Eq. 2
NT (%)

4.4.2. Determinacédo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi determinada a partir de um substrato como
indicador da reacao de hidrélise proteica do leite, a azocaseina, como descrita
por Nornberg et al. (2010). Um volume de 100 uL do leite cru granelizado foi
adicionado de 100 pL de solucgdo tamp3o 0,1 g.mol™ de fosfato de sédio pH 7,0
e 100 uL de solugdo de azocaseina, com concentragdo de 10 mg/mL. As
solu¢des juntamente com o leite, foram repassadas para um tubo e a mistura
foi incubada a 37 °C por 60 minutos em banho-maria (Solab, modelo
SL155/22), sendo a reacédo interrompida ap6s esse periodo, pela adicdo de 500
ML de &acido tricloroacético 30%. A solugao foi centrifugada a 10.000 r.p.m.
(rotacdes por minuto) por 05 minutos em centrifuga (Hettich Zentrifugen,

modelo Mikro 220). Posteriormente, foram retirados 800 uL do sobrenadante da
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solugdo centrifugada, o qual foi neutralizado com 200 pyL de solugcédo de
hidroxido de sédio 1,8 g.mol™.

A leitura da absorvancia foi feita em espectrofotometro (Bioespectro,
modelo SP-220), em comprimento de onda ajustado para 420 nm. Em paralelo,
foi preparada amostras referentes ao “branco”, a qual continha todos os
reagentes utilizados no procedimento, substituindo-se o volume da amostra a
ser analisada pelo mesmo volume de agua destilada. A leitura obtida na
amostra considerada como “branco” e na amostra a ser analisada foram
anotadas. O aumento na absorbancia de 0,01 por hora, da amostra de leite em
relacdo ao branco correspondeu a uma unidade enzimatica proteolitica por
hora (UEP.h™") (NORNBERG et al., 2010).

4.4.3. Determinacéo do grau de protedlise pelo método descrito por Hull

O grau de protedlise foi determinado conforme Hull (1947). Uma aliquota
de 10 mL de écido tricloroacético 0,72 mol.L™ foi adicionada a 5 mL de amostra
de leite cru. Apés a homogeneizacao, e posterior repouso por 10 minutos, foi
realizada a filtracdo em papel de filtro qualitativo (Papel filtro Qualy, marca
J.Prolab, gramatura de 80g/m?). Cinco mililitros do filtrado foi adicionado em 10
mL de solucdo de carbonato de sodio e hexametafosfato de sddio (solucdo
preparada a partir de 75 gramas de carbonato de soédio e 10 gramas de
hexametafosfato de sodio, completando-se o volume em baldo volumétrico
para 500 mililitros) que foi mantida em banho-maria (Solab, modelo SL155/22),
a 40°C. Apos 10 minutos, foram adicionados 3 mL de reagente fendlico
(reagente de Folin-Ciocalteau), sob constante agitacdo. Apds cinco minutos, a
leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 650 nm. Os valores de absorvancia
foram convertidos em seu equivalente de tirosina, empregando-se uma curva
padrdo, previamente preparada com solucfes de concentracbes conhecidas,
tendo seus resultados expressos em miligramas de tirosina por 5 mL de leite
(PINTO, 2004). A curva padréo (Figura 2) constituida com base na analise de
solucdes previamente preparadas de L-tirosina, de acordo com a metodologia
descrita por Hull (1947).

44



0,600-

0,500+

y=1,0695x +0,0285
0,400- R2=0,9923

0,300~

0,200

—+— CURVA PADRAO L-TIROSINA (mg/5mL)

0,100+

Valor de leitura na absorvancia (padréo - valor do branco)

0,000 ‘ ‘ \ ‘ ‘ ; ; ‘
000 00 010 015 020 025 030 035 040 045 050 055

Concentragido padronizada de L-tirosina (mg.5mL-1)
Figura 2: Curva padrdo utilizada na quantificacdo de tirosina (mg.5mL™) do

leite cru.

4.4.4. Determinacdo do grau de protedlise, pelo método de quantificacdo de

tirosina em funcé&o de mucoproteinas

A metodologia de quantificacdo de mucoproteinas seguiu a reacdo de
determinacao colorimétrica praticada por Winzler et al. (1948), que correponde
a um teste colorimétrico para dosagem de mucoproteinas em soro sanguineo.
Utilizou-se o kit comercial da empresa Laborclin, Teste para Mucoproteinas -
Linha Bioliquid.

Esta técnica foi mantida de acordo com o fabricante, sendo dividida em
trés fases distintas, sendo que na primeira, as proteinas seéricas, exceto as
mucoproteinas, foram precipitadas, pela mistura de 1 mL de leite com 4 mL de
solucdo desproteinizante (Acido perclérico 1,2 mol.L™) e com 2,5 mL de
solucéo fisiologica em um tubo de ensaio. A solucdo foi homogeneizada e,
posteriormente, foi mantida em repouso por 10 minutos, e filtrada em papel
filtro qualitativo (Papel filtro Qualy, marca J.Prolab, gramatura de 80g/m?).

Na segunda fase, 3 mL do filtrado foi transferido para outro tubo de

ensaio, seguido da adicdo de 0,5 mL da solugdo precipitante (acido
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fosfotiingstico 8,7mmol.L* em &cido cloridrico 2,0 mol.L™) e agitado, e
mantidoem repouso por 15 minutos. Em seguida foi realizada a centrifugagao
das amostras a 2.500 r.p.m., por 10 minutos, em microcentrifuga (Centribio,
modelo 80-2B), com descarte do sobrenadante para retirada do excesso do
liquido.

Na terceira fase foi feita a determinacdo colorimétrica das
mucoproteinas, a partir da tirosina contida nas amostras. Primeiramente, foi
adicionado 5 mL do solvente alcalino (solucdo de carbonato de sdédio 0,85
mol.L™) ao tubo com o precipitado. Em seguida foi realizada a homogeneizacéo
entre 0 solvente e o precipitado. Posteriormente, foi adicionado 0,2 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau 2N, e o tubo foi incubado em um banho-maria
(Solab, modelo SL155/22) a 37°C, por 15 minutos. Para a amostra considerada
como “branco”, foram adicionadas apenas a solucdo solvente e reagente de
Folin-Ciocalteau nas mesmas quantidades indicadas para a amostra de leite.
Para andlise da amostra considerada como “padrao” conhecido (solugéo de L-
tirosina a 5 mg.5mL™), foram adicionadas a mesma solucdo solvente e o
reagente de Folin-Ciocalteau, nas mesmas quantidades indicadas para a
amostra de leite e “branco”.

Posteriormente, foram feitas as leituras em espectrofotdmetro
(Bioespectro, modelo SP-220), em comprimento de onda, ajustado para 680
nm. A relacdo entre a leitura da amostra a ser analisada, o “branco” e o
“padrao” fornecido pelo kit-teste forneceu o valor de miligrama de tirosina

mucoproteica em 5 mililitros de amostra analisada (Eq. 3).

5mg.5mL™" em = Absorvéancia da amostra — Absorvéancia “branco” x 0,25 | Eq. 3
tirosina mucoproteica Absorvancia do “padréo”

4 5. Teste de estabilidade do leite cru ao alcool

Dois mililitros da amostra de leite cru foram homogeneizados com 2
mililitros da solucdo de alcool 72% v/v., em placas de Petri. A observacao de
grumos nas placas foi considerada como resultado “positivo” para o teste. As

amostras foram avaliadas quanto a sua estabilidade ao alcool 72 °GL (v/v.), de
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acordo com a metodologia sugerida pela Instrugdo Normativa 68 (BRASIL,
2006).

4.6. Andlise estatistica

As amostras de leite cru refrigerado foram coletadas de forma aleatéria
em 17 tanques de expansao, em quatro momentos distintos. cada coleta foi
considerada como uma Unica repeticao.

Os dados referentes aos indices composicionais do leite, extensdo e
profundidade da protedlise, tirosina, atividade proteolitica, volume e
temperatura do leite no momento da coleta e algumas caracteristicas
microbiolégicas (CBT, psicrotroficos e psicrotroficos proteoliticos) e a CCS,
foram tabulados e analisados em sistemas de computacdo estatistica SPSS®
(versdo 20.0), Epi Info 3.5.3, sendo utilizado para elaboracdo de alguns
graficos e tabelas a Microsoft Excel 2007.

Inicialmente foram obtidas as médias com sua variacdo e seus valores
de maximo e minimo dentro de cada variavel estudada. Em seguida foi feito um
estudo da regressdo univariada, observando as correlacbes entre estas
variaveis. As correlacdes que apresentaram o nivel de significancia igual ou
menor que 20% (p < 0,20), foram selecionadas, para em outro momento, serem
estudas entre si.

O estudo sobre estas variaveis selecionadas, proporcionou um trabalho
sobre a regressao multivariada, obtido pela correlacdo de Pearson. Os estudos
da regressao linear, do modelo e do coeficiente linear foram avaliados pela
significancia estatistica igual ou menor que 5% (p < 0,05). O mesmo nivel de
significancia foi também aceito para o estudo da correlacdo entre as variaveis
explicativas sobre as variaveis estudadas, com o nivel de significancia igual ou
menor que 5% (p < 0,05).

A partir destas andlises, foram obtidos modelos estatisticos
multivariados, a fim de explicar as correlacdes entre as variaveis, sendo
considerados o coeficiente de correlacdo e a regressao linear como resposta
destas correlacdes, o que permitiu concluir sobre os principais fatores que

influenciaram na resposta de cada variavel.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Verificagdo da temperatura do leite cru no momento da coleta das

amostras

As amostras de leite cru apresentaram temperatura média de 8°C
(Tabela 1 — Apéndice 1), o que indica sub-refrigeracéo do leite que pode ser
associada a vérios fatores como baixa eficiéncia de alguns tanques em
proporcionar o resfriamento imediato do leite ap6s a ordenha, falhas no
dimensionamento e fabricacdo dos tanques, falta periddica de energia elétrica
nas propriedades, desligamento dos tanques de expansao a fim de economizar
energia, mistura de leite recém ordenhado com o leite gelado no tanque, dentre
outros.

Um grande numero de amostras, cerca de 81,1%, apresentaram
temperaturas acima de 4 °C, o que ndo atende ao limite preconizado pela
Instrucdo Normativa n°® 62, que estabelece a refrigeracdo do leite cru a
temperatura igual ou inferior a 4 °C, no periodo maximo de trés horas apos o
término da ordenha, na propriedade rural e/ou tanque comunitario (BRASIL,
2011b).

A morosidade no resfriamento do leite pelo tanque pode ocasionar a
multiplicacdo de micro-organismos durante esse periodo, e acarretar prejuizos
relacionados a perda de estabilidade, aceleracdo da acidificacdo do leite e
aumento das contagem de micro-organismos no leite cru. Além disso, a sub-
refrigeracdo do leite ocasiona a multiplicacdo intensa da microbiota
psicrotrofica que ira predominar no leite cru refrigerado, produzir enzimas
deterioradoras termorresistente e ocasionar varios problemas tecnolégicos para
a industria de laticinios.

O processo de resfriamento do leite cru nas propriedades permite
preservar seus aspectos composicionais e microbiolégicos, além de minimizar
as perdas econdmicas relacionadas a atividade acidificante de bactérias
mesofilicas. Entretanto, permite a selecdo de bactérias psicrotréficas (PINTO,
2004).
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Segundo Arcuri et al. (2006), o tempo de permanéncia e a temperatura
de refrigeracao do leite cru refrigerado na propriedade rural ndo estdo sendo
observados pelas industrias no momento da coleta a granel. Os produtores
necessitam canalizar esforcos para a melhoria das condi¢cbes higiénicas
durante a ordenha e armazenamento do leite in natura e na refrigeracao rapida
a temperatura de 4°C, para reduzir a contaminagdo microbiana.

Por outro lado, lIzidoro et al. (2013), relataram que uma constancia na
atividade proteolitica em geral, para um mesmo micro-organismo, pode
proporcionar quantidades diferentes de enzimas proteoliticas, conforme se
altera o binGbmio tempo e temperatura de armazenamento.

Na Figura 3 apresenta-se as temperaturas do leite em cada tanque no
momento da coleta e a indicacao do limite maximo estabelecido pela legislacao
(BRASIL, 2011b). Apenas o tanque 7 apresentou a temperatura de estocagem
do leite igual ou inferior a 4 °C. Por outro lado, os tanques 1, 2, 3,4, 5,11, 12 e
13 apresentaram valores acima do estabelecido pela legislacdo em todas as
coletas. O armazenamento do leite cru em tanques de refrigeracdo deve ser
associado permanentemente as boas praticas de manejo e higiene na ordenha,
visto que por muitas vezes a coleta sera feita a cada 48 horas (FONSECA e
SANTOS, 1999).
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Figura 3: Temperatura do leite cru no momento da coleta nos tanques de
expansao e indicacdo do limite maximo estabelecido pela Instrucdo Normativa

n.° 62 (BRASIL, 2011b).
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5.2. Caracteristicas microbioldgicas e higiénico-sanitérias do leite cru

5.2.1. Contagem de células somaticas e contagem bacteriana total

Dentro dos valores obtidos sobre a contagem de células somaticas,
podemos observar um valor médio de 5,65 * 0,29 logy, células.mL™ (Tabela 5).
O quantitativo de 45,6% das amostras de leite cru avaliadas, ndo atenderam ao
limite méaximo de 5,70 log células.mL™ estabelecidos pela legislacéo, a partir do
dia 01 de Julho de 2014, para as regides do Centro-Oeste, Sudeste e Sul
(BRASIL, 2011b), sendo elas procedentes dos tanques 2, 4, 5, 7, 8, 9, 11, 12,
13, 14, 15 e 17. Por outro lado, a contagem de células somaticas dos tanques
1, 3, 6, e 16 nao ultrapassou o limite estabelecido pela legislacdo em nenhuma
das repeticdes (Figura 4).

Segundo Magalhées et al. (2006), altas contagens de células somaticas
no leite ndo consistem em grande risco para a saude do consumidor, devido a
efetiva acdo da pasteurizacdo sobre a inativacdo dos patdégenos. Por outro
lado, algumas de suas enzimas sdo consideradas termorresistentes e
permanecem ativas em alguns produtos lacteos. Um numero consideravel de
células somaticas do leite € um forte indicio do aumento expressivo dos niveis
de neutrdfilos e macrofagos, apresentando grande variedade de enzimas
proteoliticas, que séo liberadas durante o0 mecanismo de morte intracelular de
micro-organismos na mastite subclinica, e também podem contribuir de forma
significativa para a protedlise no leite (SANTOS et al., 2003).

Portanto, a questdo econémica € a principal razdo para o controle da
mastite em rebanhos, tendo em vista, que para o produtor as altas contagens
de células somaticas proporcionam uma reducdo no seu faturamento, em
decorréncia da reducdo na producdo e do aumento com 0S gastos com
medicamentos e tratamento dos animais. Por outro lado, a industria também
sofre com as altas contagens de células somaticas, que desencadeia
problemas relativos ao processamento do leite e reducdo no rendimento,
muitas vezes, em funcdo da reducdo do percentual de caseina, gordura e
lactose, resultando em derivados com baixa qualidade e com menor
estabilidade (BRITO, 1999).
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Tabela 5: Valores médios (n=4) com desvio padrdo da contagem de células

somaticas, contagem total de bactérias, contagem de micro-organismos

psicrotréficos e psicrotroficos proteoliticos do leite cru

Log Psicrotroéfico

Amostras I,_og CCS_l Log CBTl Log Psicotriﬁco Proteolitico
(células.mL™) (UFC.mL™) (UFC.mL™) (UFC.mLY)

nl 5,35+0,22 6,02 + 0,20 5,34 + 0,49 3,21+ 1,45
n2 561+0,17 5,67+0,52 5,12+ 0,89 3,20+1,38
n3 5,32+0,14 5,21 + 0,50 4,58 + 0,36 3,79+1,22
n4 563+0,20 6,15+0,22 5,42 + 0,60 3,89+1,38
n5 592+0,19 6,05+0,33 5,07 £0,71 2,38+0,76
n6 498+0,13 5,55+0,10 5,04 £ 0,27 3,98 +1,35
n7 5,73 £ 0,27 5,90 + 0,37 5,15+ 0,40 3,79+ 1,40
n8 592+0,28 6,25+0,31 5,57 £ 0,38 3,93+1,48
n9 568+0,24 572+0,13 5,09+0,14 3,90+1,31
nll 5,75+ 0,33 5,71+0,43 4,35 + 0,53 2,00+ 0,00
nil2 5,61 +0,19 5,73 0,46 5,22+0,21 2,75+1,50
nl3 5,86 + 0,24 5,66 + 0,68 4,88 + 0,27 2,62 +1,23
nl4 5,88 + 0,05 6,43 + 0,20 6,06 + 0,26 3,01 +2,02
n1l5 5,75+ 0,09 6,18 + 0,32 5,30+ 1,06 2,94 +1,88
nl6 5,60 + 0,04 6,40 £ 0,10 5,38 + 0,69 3,56 +1,82
nl7 5,77 £ 0,03 6,23+ 0,16 4,52 +0,74 2,82+1,65
nl8 5,67 + 0,06 6,48 + 0,18 5,82 + 0,58 2,00+ 0,00
Média 5,65 + 0,29 5,96 + 0,46 5,17+ 0,65 3,16 + 1,38
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Figura 4: Contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) do leite cru e

indicacdo do limite maximo estabelecido pela Instrucdo Normativa n.°62

(BRASIL, 2011b).
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A contagem de células sométicas, remete a saude da glandula mamaria
do animal (SOUZA et al., 2005). E de uma forma mais circunstancial o aumento
da CCS nos meses mais quentes e iumidos se deve ao aumento da incidéncia
de mastites subclinicas, pois a este periodo é atribuida uma maior dificuldade a
pratica da ordenha higiénica, além do estresse térmico a que os animais sdo
submetidos (SOUZA et al., 2008).

Em relacdo a contagem total de bactérias das amostras de leite cru
(Tabela 5), constatou-se que os resultados médios dos tanques 1, 4, 5, 7, 8,
14, 15, 16, 17 e 18 nao atenderam aos requisitos estabelecidos pela Instrucéo
Normativa n® 62, que estabelece o valor maximo de 5,78 log UFC.mL™
(BRASIL, 2011b).

Foi constatada altas contagens de micro-organismos no leite,
evidenciando as péssimas condi¢cdes de higiene adotadas durante a obtencéo
e armazenamento do leite cru, bem como adocdo de temperaturas de
refrigeragcdo n&o condizentes com as estabelecidas. Ressalta-se que durante a
producédo de leite de boa qualidade, devem ser tomadas todas as medidas
higiénicas e de gestédo possiveis na fonte de producéo, desde o melhoramento
genético, manejo nutricional, sanitario, na ordenha, resfriamento adequado do
leite, e até o transporte rapido na temperatura adequada para as industrias
(NAKAMURA et al., 2012).

Apenas 17,6% das amostras de leite cru analisadas, apresentaram
valores que atendiam aos parametros da IN 62/2011, que estabelece 0 maximo
de 5,48 logio UFC.mL™, a partir do dia 01 de Julho de 2014, para as regides do
Centro-Oeste, Sudeste e Sul (BRASIL, 2011b). E nenhum dos tanques
avaliados, apresentou resultados que atendiam o valor maximo de contagem
de bactérias, em todas as repeti¢cdes (Figura 5). Pinto et al. (2013) relatou, que
do ponto de vista tecnolégico, a obtencdo de matéria-prima de qualidade € um

dos maiores problemas no desenvolvimento da industria laticinista brasileira.
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Figura 5: Contagem Bacteriana Total (Logi0UFC.mL™) do leite cru e indicag&o
2011b).



De uma forma geral, foi observado uma grande dispersao entre 0s
valores de Logio CBT (valor minimo de 4,80 logiscel.mL™ ao valor méaximo de
6,23 logiocel.mL™) e Logio CCS (valor minimo de 4,82 logi0UFC.mL™ ao valor
méaximo de 6,67 logiUFC.mLY) (Tabela 1 - Apéndice 1), devido
principalmente, as diferentes situagbes que encontramos nas fazendas
produtoras de leite, alguns produtores buscam melhorar a qualidade do leite e
sanidade do rebanho, produzindo uma matéria prima de alta qualidade; por
outro lado, ainda prevalece a falta de comprometimento, organizagéo e vontade
de alguns produtores, que ndo percebem a importancia e os bons resultados
gue o trabalho bem executado durante o manejo, a ordenha e estocagem do
leite, proporcionariam no contexto econémico da propriedade.

Portanto, o controle quanto aos possiveis contaminantes deve
compreender todos os profissionais que compdem a cadeia produtiva do leite,
tornando a responsabilidade pelos procedimentos durante a producéo,
transporte, industrializacdo, comercializagdo e mercado consumidor, comum a
todos os profissionais da area. Considerando a producao primaria, os autores
ressaltam que é de fundamental importancia o controle microbiolégico do leite,
das possiveis fontes de contaminacdo, dos principais micro-organismos
contaminantes e dos problemas decorrentes dessa contaminacdo para o leite e

derivados.

5.2.2. Contagem de micro-organismos psicrotréficos e psicrotroficos

proteoliticos

A Tabela 5 apresenta os resultados médios das contagens de micro-
organismos psicrotréficos e psicrotroficos proteoliticos das amostras de leite
cru, sendo que a contagem de micro-organismos psicrotréficos variou de 3,73 a
6,38, enquanto a de psicrotroficos proteoliticos variou de 2,00 a 6,04 (Tabela 1
— Apéndice 1).

Segundo Martins et al. (2004) e Pinto et al. (2006), seria imprudente o
processamento de derivados lacteos a partir de leite cru com contagem de

psicrotréficos superior a 6,70 logio0UFC.mL™" (Figuras 6 e 7). Segundo Cousin
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(1982), existe uma série de problemas para a industria de laticinios associado a
acao de proteases e lipases produzidas por esta microbiota como: perdas de
qualidade em lacteos devido a alteracdo de sabor e odor, perda da
consisténcia na formacédo do codgulo na fabricacdo de queijo e geleificacdo do
leite longa vida. Entretanto, neste trabalho, nenhuma amostra apresentou
resultado médio de contagem de micro-organismos psicrotréficos acima de
6,70 log10UFC.mL™ (Tabela 5).

Sgrhaug e Stepaniak (1997) destacaram que as proteases de micro-
organismos psicrotréficos permanecem ativas mesmo ap0s o0 tratamento
térmico do leite. Portanto, tornando-se importante a detec¢éo e controle dessa
classe de contaminantes, visto que muitas de suas enzimas extracelulares séo
termoresistentes e importantes no controle de qualidade na industria laticinista.

Portanto, a enumeracéo deste tipo de micro-organismos presentes no
leite, pode se tornar uma ferramenta com a proposta de controle e avaliacdo da
ocorréncia de protedlise indesejavel no leite e seus derivados de uma maneira
geral, devido a altas contagens de psicrotroficos estarem relacionadas a acao

de proteases de origem microbiana sobre a qualidade dos lacteos.
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Figura 6: Contagem de micro-organismos psicrotréficos (LogioUFC.mL™?) do
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(2004) e Pinto et al. (2006)

58



Log10 UFC.mL-1
L T & T V- R S ¥ I < A
o o o o o o o o
o o o o o o o o

sanbue]
B

7l

Sl

gl

I

I

;

pul=

1a00z) 1818
old & (#00Z)
18 j8 suep Jod
BpEpUSLLOIE.
oRAnadal O
opdnedal £ o
opdnedal 7 m
ophnadal . m

HELL 0R3ED
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5.3. Caracteristicas composicionais das amostras de leite cru

A Tabela 6 apresenta os valores médios dos percentuais de lactose,
gordura, extrato seco total, extrato seco desengordurado, proteinas, proteinas
soluveis em pH 4,6, proteinas sollveis em acido tricloroacético 12% e caseinas
das amostras de leite cru procedentes de cada tanque de expansao.

O teor de lactose das amostras de leite cru variou entre 4,03% a 4,69%
(Tabela 6). Esta variacao é relacionada, principalmente, ao periodo de lactacédo
do animal. Fox e McSweeney (2003) relataram que a concentracdo de lactose
no leite bovino pode variar ao redor de 4,8 g/100g de leite, com um possivel
aumento durante inicio da lactacéo, e consequente reducao ao fim da lactacao.
Porém a observacdo destes valores abaixo da média sugerida, pode estar
relacionada as diferentes o0s constantes variacbes genéticas do rebanho
bovino, como também a subnutricdo energética podem proporcionar indices
menores de lactose.

A lactose é o principal carboidrato do leite, sendo também, um
importante componente para o sistema regulador da pressdo osmoética na
glandula mamaria, tendo uma influéncia direta na produtividade de cada
animal. Segundo Bueno et al. (2005) e Noro et al. (2006), valores inferiores de
lactose no leite estdo relacionados a uma capacidade reduzida na sintese da
lactose pelo epitélio mamario infeccionado por patdgenos intramamarios e
também pela perda de lactose devido o aumento na permeabilidade de
membrana, com a passagem da lactose presente no lumen alveolar para a
corrente sanguinea do animal, processos comuns na mastite.

Em relacdo aos percentuais de gordura nas amostras de leite cru
(Tabela 6), constatou-se que o resultado médio das amostras do tanque 1, ndo
atendeu o requisito estabelecido pela Instrucdo Normativa n°® 62 (BRASIL,
2011b), que estabelece o valor minimo de 3,0 g/100g de leite. Observou-se
também que, as amostras dos tanques 1 (segunda e quarta repeti¢cdes), 4
(quarta repeticéo) e 6 (primeira repeticdo) ndo apresentaram (Figura 8) valores

gue atendiam o requisito estabelecido (BRASIL, 2011b).
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Os valores médios de extrato seco total e desengordurado (Tabela 6) de
todas as amostras de leite cru atenderam aos limites estabelecidos pela
legislacdo (BRASIL, 2011b). Porém, as amostras (Figura 9) dos tanques 2
(terceira repeticdo), 4 (quarta repeticdo), 6 (primeira repeticdo), 11 (terceira
repeticao), 15 (primeira repeticdo) e 18 (primeira repeticdo) ndo atenderam aos
requisitos estabelecidos pela Instru¢cdo Normativa n°® 62 (BRASIL, 2011b).

Segundo os estudos de Brito et al. (2009), os baixos valores de extrato
seco desengordurado podem estar em concordancia com aumentos do indice
crioscopico e de CBT das amostras, pois a falta de higiene no processo de
obtencao para alguns rebanhos, torna-se um risco para a deterioracdo do leite
do conjunto, além de que a adicdo de agua ao leite, proporciona a diluicdo de

seus constituintes.
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Tabela 6: Valores médios (n=4) com desvio padrdo dos percentuais de lactose, gordura, extrato seco total (EST), extrato seco
desengordurado (ESD), proteinas, proteinas solliveis em pH 4,6, proteinas solUveis em acido tricloroacético 12% e caseinas das

amostras de leite cru

Proteinas Soluveis Proteinas SolUveis

Amostras Lactose (%) Gordura (%) EST (%) ESD (%) Proteina (%) em pH 4.6 (%) em TCA 12% (%) Caseinas (%)
nl 453+0,06 291+0,33 1155+0,39 8,64+0,08 3,21+0,16 1,02 £ 0,08 0,19 £0,03 2,02+0,12
n2 4,49+0,03 358+0,23 12,01+0,28 8,43+0,08 3,04+0,11 1,02+0,10 0,17 £ 0,05 1,88 £0,10
n3 4,67 +0,03 3,38+0,33 12,15+0,30 8,77+0,15 3,17 +0,09 1,09 £ 0,03 0,17 £ 0,04 1,91 £ 0,05
n4 442 +£0,11 3,13%x0,29 11,72+0,47 859+0,19 3,25+0,15 1,05 + 0,07 0,13 +£0,03 2,11+£0,21
n5 442 +£0,10 3,73x0,23 12,48+0,18 8,75+0,14 3,40+0,06 1,15+ 0,06 0,16 £0,02 2,01+£0,11
né 4,63+0,01 3,33+0,37 11,95+0,53 8,62+0,19 3,08%+0,12 1,04 £ 0,05 0,15+0,01 1,91+0,18
n7 452+0,05 3,39+0,25 12,03+0,28 8,64+0,08 3,20+0,09 1,08 £ 0,08 0,14 £ 0,01 2,01+0,17
n8 451+0,07 345+0,21 12,06+0,23 8,61+0,14 3,18+0,11 1,06 £0,13 0,17 £0,02 2,02 +£0,30
n9 450+0,09 365+0,17 12,24+0,11 8,60+0,16 3,19 0,07 1,07 £0,10 0,12 £ 0,01 2,03+0,13

nll 441+0,16 3,43+0,23 11,90+0,28 8,87+0,10 3,16+0,18 1,03 £ 0,09 0,12 £ 0,02 2,01+0,14
nl2 4,45+0,05 351+0,15 12,04+0,16 854+0,09 3,18+0,07 1,12 £ 0,06 0,17 £ 0,02 1,94 £ 0,15
nl3 453+0,07 3,80+0,28 12,46 +0,25 8,66+0,09 3,22+0,04 1,09+0,14 0,16 £ 0,03 1,96 £ 0,15
nl4 454+0,06 3,71+0,18 12,64+0,40 8,93+0,26 3,45%0,23 1,15+ 0,08 0,16 £ 0,01 2,03+0,15
nl5 4,34+0,21 343+0,13 11,89+0,40 8,46+0,30 3,22+0,10 1,06 £0,13 0,16 £ 0,04 1,96 £0,12
nl6é 4,42+0,10 3,76 +0,15 12,43+0,34 8,67 +£0,21 3,34+0,07 1,10+0,12 0,17 £0,02 2,01+£0,11
nl7 4,44 +0,06 3,60+0,16 12,26+0,15 8,66+0,04 3,30%0,12 1,06 £0,12 0,15+0,01 2,06 £0,17
nl8 443+0,24 3,39+0,16 11,87+0,55 8,49+0,39 3,16+0,10 1,06 £ 0,06 0,16 £ 0,02 2,02 £0,02
Médias 4,48+0,12 3,48+0,31 12,10+0,41 8,62+0,20 3,22+0,15 1,07 £ 0,09 0,155 £ 0,029 1,99 +0,14
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Figura 8: Percentuais de gordura no leite cru e indicacdo do limite minimo de
3,0 g/100g de leite estabelecido pela Instrucdo Normativa n.° 62 (BRASIL,
2011b).
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Extrato seco desengordurado (%)
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Figura 9: Percentuais de extrato seco desengordurado no leite cru e indicacéo
do limite minimo de 8,4% estabelecido pela Instrucdo Normativa n° 62
(BRASIL, 2011b).
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As médias percentuais de proteina total (nitrogénio proteico) das
amostras de leite (Tabela 6) atenderam ao parametro estabelecido pela
Instrucdo Normativa n°® 62, que preconiza a auséncia de qualquer tipo de
padronizacdo e o minimo de 2,9 g/100g de leite analisado (BRASIL, 2011b).

Todas as amostras avaliadas também atenderam ao teor minimo de
proteinas estabelecido pela IN 62/2011 (Figura 10).

Os percentuais de nitrogénio total (proteina total) e os indices de
nitrogénio caseinico (caseinas), nitrogénio soltvel em pH 4,6 (soro proteinas) e
nitrogénio solivel em TCA 12% (peptideos e proteinas de menor peso
molecular), foram incluidos no percentual de proteina total para cada amostra,

como esta demonstrado na Figura 11.
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Proteina Total (%)
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Figura 10: Percentuais de proteina no leite cru e indicacdo do limite minimo de
2,9 g/100g estabelecido pela Instru¢do Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011b).
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Figura 11: Percentuais de nitrogénio total (proteina total), nitrogénio caseinico
(caseinas), nitrogénio soluvel em pH 4,6 (soro proteinas) e nitrogénio nao-
proteico (peptideos e proteinas de menor peso molecular) das amostras de
leite cru e indicacdo do limite minimo de 2,9 g/100g estabelecido pela Instrucéo
Normativa n® 62 (BRASIL, 2011b).
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5.4. Producdo de proteases dos micro-organismos psicrotroficos
proteoliticos isolados do leite cru, em meio de cultura enriquecido com
LDR 10%.

Constatou-se que diferentes isolados apresentaram diferenca na
intensidade de producdo de préteses, de acordo com a temperatura de
incubacao (Tabelas 7, 8, 9 e 10). Algumas estirpes apresentaram consideravel
evolugdo na formagdo de halos de clarificagdo no meio de cultura quando
incubadas a 4°C, sendo este o limite maximo de temperatura de refrigeracao
para conservagdo do leite estabelecido na legislagdo (BRASIL, 2011b).
Portanto, mesmo no leite mantido a 4°C h& desenvolvimento de algumas
estirpes psicrotroficas com caracteristicas proteoliticas consideraveis.

Assim, ha necessidade eminente de intensificar as boas praticas
agropecuarias e de manejo nas propriedades a fim de limitar o acesso desta
microbiota ao leite cru.

O aumento na temperatura de incubacao para 6,5; 10 e 25°C (Tabelas 8,
9 e 10) proporcionou uma evolucdo acentuada na formacdo dos halos de
clarificacéo (protedlise), sendo observado um comportamento variado para as
estirpes em relacdo as temperaturas de incubacdo. Assim, o resfriamento
imediato do leite cru a temperaturas abaixo de 4°C é essencial para minimizar
as possiveis consequéncias da acado proteolitica destes micro-organismos
sobre as proteinas do leite.

Porém, alguns isolados apresentaram comportamento distinto em
diferentes temperaturas de incubacéo, como a cultura 4.0, que apresentou um
halo de clarificacdo maior, com 15 milimetros de diametro, quando foi incubado
a 4°C, por outro lado, quando este mesmo isolado foi incubado a 6,5°C, o halo
de clarificacdo apresentou um diametro de 9 milimetros. Portanto, a partir dos
estudos de Nornberg et al. (2009), pode-se confirmar que existe a ocorréncia
na variacdo da capacidade proteolitica em algumas linhagens de bactérias

psicrotroficas, em diferentes faixas de temperatura.
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Tabela 7: Valores do didmetro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados por isolados psicrotréficos proteoliticos, a 4°C, em PCA+LDR 10%
ao longo do tempo de incubacéo
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Tabela 8: Valores do didmetro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados por isolados psicrotréficos proteoliticos, a 6,5°C, em PCA+LDR
10% ao longo do tempo de incubacao
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Tabela 9: Valores do didmetro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados por isolados psicrotréficos proteoliticos, a 10°C, em PCA+LDR
10% ao longo do tempo de incubagéo
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Tabela 10: Valores didmetro dos halos de clarificacdo, em milimetros,
ocasionados por isolados psicrotréficos proteoliticos, a 25°C, em PCA+LDR
10% ao longo do tempo de incubagéo

25°C
CULTURAS  24h 48h 72h 96h 120h
4.5 8 20 28 36 46
111 11 20 27 34 40
17.1 11 20 28 35 40
14.0 11 20 26 34 39
3.0 6 16 25 33 38
9.5 8 17 25 32 37
16.5 10 18 24 35 37
18.0 10 18 25 31 36
20.0 10 19 25 31 36
7.3 10 17 24 30 36
15 11 18 25 31 36
8.5 8 17 23 31 36
3.6 7 15 22 29 36
7.5 9 18 24 31 35
17.6 7 15 21 29 35
8.0 6 15 22 28 34
3.5 9 17 25 32 34
6.5 7 15 21 28 34
16.6 6 14 22 30 34
8.3 5 13 21 27 33
5.5 10 17 25 31 33
1.4 7 15 20 27 32
6.4 6 17 21 28 32
5.0 4 12 19 25 31
7.4 7 16 20 27 31
7.0 4 11 18 24 29
2.4 5 11 18 23 29
4.0 5 11 16 22 26
6.0 5 10 16 21 25
2.5 0 5 10 15 17
16.1 6 9 11 13 15
9.0 6 8 10 13 14
11.0 5 7 10 11 13
4.4 5 7 9 11 12
131 6 7 9 10 11
141 5 6 8 8 9
151 4 5 7 7 8
4.3 3 5 7 8 8
8.4 3 5 7 8 8
9.3 1 3 4 5 6
12.4 2 3 4 5 6
15.3 1 2 3 4 5
14.4 2 3 4 5 5
9.4 1 3 3 4 4
2.0 0 0 0 0 0
1.6 0 0 0 0 0

72



Portanto, mesmo com a implementacéo do processo de refrigeracdo do
leite cru por meio do uso de tanques de expansédo, por periodos prolongados,
na fonte de produgcdo ou na industria, podem comprometer a qualidade do
produto final, sendo considerada a grande possibilidade de que micro-
organismos psicrotréficos proteoliticos possam se desenvolver e promover a
hidrélise das proteinas do leite.

Segundo Pinto et al.(2006), dados referentes ao desenvolvimento de
micro-organismos sob refrigeracdo, reforca a necessidade de investimentos
continuos em boas préticas para prevencdo da contaminacdo e do crescimento
microbiano na cadeia produtiva do leite, principalmente durante sua obtencéo,
a fim de reduzir problemas tecnoldgicos e econdémicos na industria de laticinios,

devido a proteases de micro-organismos psicrotroficos.

5.5. Indices de extens&o e profundidade da protedlise do leite cru

Este trabalho procurou adaptar as metodologias descritas por
Wolfschoon-Pombo e Lima (1989) a fim de mensurar por meio dos percentuais
de soro proteinas e peptideos no leite, e consequentemente através da razéo
entre estes indices com o percentual de proteina total, sdo obtidos os indices
de extensdo e profundidade da protedlise ocorrida nas amostras de leite cru
refrigerado da cidade de Rio Pomba, MG.

Os valores calculados sobre os percentuais dos indices de extensao
(IEP) e profundidade (IPP) da proteolise, e em razdo dos percentuais de
caseinas, soro-proteinas e fracdes menores de peptideos e aminoacidos, estédo
especificados e demonstrados na Tabela 11 e Figura 12. Sendo encontrado um
valor médio de IEP em 33,3 + 2,81%, com uma variacdo de 27,5 — 39,62%
entre todas as amostras. Por outro lado, os valores de IPP apresentaram uma
média de 4,87 £ 0,92%, com uma variacao de 2,91 — 7,56%.
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Tabela 11: Valores médios (n=4) com desvio padrao dos percentuais dos indices de extensdo (IEP) e profundidade (IPP) da

protedlise, atividade proteolitica empregando-se azocaseina como substrato (UEP/h™) e por meio da determinacéo de tirosina pelo

meétodo de Hull e utilizando kit para doseamento de mucoproteina no leite cru

indice Extenséo de

indice de Profundidade Atividade Proteolitica com Tirosina método

Kit de Mucoproteina

Tanques Proteodlise (%) de Protedlise (%) azocaseina (UEP/h™Y)  de Hull (mg.5mL™) Tirosina (mg.5mL™)
nl 31,54 + 2,46 5,95+0,92 3,73+0,70 0,251 + 0,038 0,749 £ 0,071
n2 33,13 +2,62 557 +1,66 2,93+0,74 0,267 £ 0,051 0,668 + 0,041
n3 34,43 +0,50 5,39 +1,08 3,79 +1,45 0,245 + 0,044 0,668 + 0,040
n4 31,98 £+2.10 3,88+0,94 2,45 +0,84 0,223 £ 0,017 0,708 = 0,070
n5 34,56 +2,28 4,87 + 0,66 2,33+0,47 0,219 + 0,024 0,731 £0,100
n6 33,57 £ 2,69 4,82 +0,44 2,34 +£1,02 0,245 + 0,035 0,733 £0,112
n7 33,49 + 3,32 4,26 +0,40 2,81 +£0,58 0,235 + 0,056 0,671 + 0,039
n8 32,69 £5,13 5,38 £ 0,82 1,59 + 0,86 0,278 + 0,042 0,734 £ 0,017
n9 33,25 + 3,29 3,82 +0,46 1,85 +0,91 0,229 + 0,045 0,670 £ 0,073

nll 32,58 +2,84 3,94 + 0,69 1,58 + 0,90 0,235 + 0,004 0,732 £ 0,052
nl2 34,76 £ 2,70 5,29+ 0,69 1,43 +1,12 0,254 + 0,037 0,705 + 0,026
nl3 34,01 £4,35 4,98 + 0,85 2,00 £ 0,96 0,222 + 0,056 0,674 + 0,035
nl4 34,45+ 1,90 4,83 + 0,57 2,20+ 1,07 0,276 + 0,046 0,713 £ 0,058
nl5 33,20 +£ 3,84 5,13+1,03 2,15+0,48 0,265 + 0,021 0,731 + 0,068
nle6 33,52 £+ 3,41 5,08 + 0,60 1,98 £+ 0,70 0,253 + 0,024 0,754 + 0,055
nl7 32,37 £ 3,64 4,65 + 0,39 2,05+0,51 0,270 + 0,055 0,699 + 0,040
nl8 32,63 +1,46 4,88 + 0,60 1,71 £ 0,69 0,258 + 0,062 0,720 £ 0,027
Médias 33,30 +2,81 4,87 +0,92 2,29+ 1,01 0,248 + 0,041 0,709 + 0,060
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Figura 12: Percentuais dos indices de extensédo (IEP) e profundidade (IPP) da

protedlise no leite cru.

75



O indice de extensdo estd fundamentalmente relacionado com as
proteases naturais do leite e de algum possivel agente coagulante, no caso na
fabricacdo de queijos, as quais degradam a proteina em peptideos de alto peso
molecular. Por outro lado, o indice de profundidade da protedlise esta
relacionado, principalmente, com a atividade das enzimas enddgenas e
exodgenas provenientes do uso de culturas laticas, no caso em derivados
lacteos fermentados, e de possiveis contaminantes, como 0s micro-organismos
com caréter proteolitico, que degradam os peptideos de alto peso molecular a
peptideos de baixo peso molecular, porém ndo ha um limite exato de onde
comeca um indice e termina o outro (NARIMATSU et al., 2003).

A observacdo de um indice maior de variancia nos valores de IPP em
relacdo ao IEP, mediante seus valores médios percentuais, confirma a agao
mais acentuada de proteases exogenas sobre as proteinas do leite, em relacao
a presenca de proteases naturais no leite. Pois esta maior variagdo se deve a

atividade proteolitica diferenciada presente no leite.

5.6. Atividade proteolitica do leite cru

A atividade proteolitica (Tabela 11 e Figura 13) apresentou desvio
padrao alto (média geral de 2,29 + 1,01%, com uma variacao entre os valores
de 0,25 a 5,85 UEP). Segundo Noérnberg et al. (2009), ha uma grande
variabilidade na atividade proteolitica entre diversos micro-organismos, em
especial aos psicrotroficos e em seu estudo, algumas estirpes apresentaram
alta atividade e outras apresentaram atividade muito baixa, tornando claro que
diferentes estirpes de uma mesma espécie podem apresentar comportamentos
variados, sendo que algumas apresentam maior atividade proteolitica em uma
determinada temperatura, enquanto que outras parecem nao sofrer influéncia
dessa variacdo de temperatura na producao de enzimas proteoliticas.

Oliveira et al. (2009), apresentaram resultados referentes a atividade
proteolitica de trés isolados de P. aeruginosa, P. fluorescens P88 e P.
fluorescens P250, por meio do uso da azocaseina como substrato na avaliacao
da protedlise, no decorrer de 2 e 5 dias de incubacdo a 7 °C, apds tratamento

térmico do leite a100 °C, por 5 minutos. Os dados relacionados a P. aeruginosa
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ndo apresentou diferenca significativa entre a atividade proteolitica nos
diferentes tempos de incubacgdo, por outro lado, ndo possivel obter uma
margem significativa ao estudo sobre o tempo de incubagéo da P. fluorescens
P88 e P. fluorescens P250. Confirmando que existe a ocorréncia de alta
variabilidade na atividade proteolitica entre os micro-organismo, e até mesmo
em isolados da mesma espécie.

No experimento de Nornberg et al. (2010), foram isolados alguns micro-
organismos psicrotroficos que apresentaram uma protedlise consideravel,
medida a partir da evolucdo do halo de protedlise, observados em meio de
cultura enriquecido com leite. Estas culturas foram inoculadas e incubadas em
um meio apropriado. Posteriormente, foi avaliada sua atividade proteolitica
usando-se a azocaseina como substrato. Como resultado, a maioria das
amostras inoculadas com diferentes estirpes, apresentou atividade proteolitica
inferior a 10 UEP.h™*, porém algumas apresentaram valores superiores a 20
UEP.h™, sendo estas pertencentes as espécies de Burkholderia cepacia 1A4,
Klebsiella oxytoca 8B3, Burkholderia cepacia 2A7, Aeromonas sp.10B7 e
Klebsiella oxytoca 1A5.

Izidoro et al. (2013) analisaram o indice de atividade proteolitica em
relacdo a quantidade de micro-organismos por meio de sua capacidade
hidrolitica pela quantificacdo de glicomacropeptideo (GMP) livre no leite. Os
autores constataram que a acdo proteolitica de cada estirpe de micro-

organismo se apresenta de forma singular.
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5.7. Grau de protedlise do leite cru

A pesquisa dos valores de tirosina em leite com o intuito de esclarecer
guantitativamente o grau de protedlise ocorrido esta fundamentada na hipétese
de que a atividade proteolitica, proveniente da acdo de diversas enzimas
endogenas e exdgenas, esta relacionada com a liberacdo de tirosina no meio,
tornando a leitura dos indices de tirosina, um importante indicador da qualidade
do leite (CHEN et al., 2003). Os valores de tirosina obtidos neste trabalho estao
apresentados nas Figura 13 e 14.

Dentre os valores obtidos sobre a metodologia descrita por Hull (1947),
foi observado um valor médio de 0,248 + 0,041 mg.5mL™", com uma variacéo
de 0,154 — 0,333 mg.5mL™ entre todos os resultados. A partir dos estudos de
Pinto (2004), seria importante considerar como valor minimo de tirosina, de
aproximadamente 0,3 mg.5mL™, pois & este nivel as amostras estariam
Sujeitas a perda da estabilidade térmica, pois estariam com uma populacéo de
psicrotréficos proteoliticos superior a 7,0 logio UFC.mL™.

Em relacdo aos valores de tirosina, obtida pelo kit de doseamento de
mucoproteinas para soro sanguineo, mas neste trabalho foi aplicado para o
leite cru, foi obtido um valor médio de 0,709 + 0,060 mg.5mL*, com uma
variacdo de 0,590 — 0,878 mg.5mL™ entre todos os resultados.

A grande diferenca entre os valores médios encontrados entre as duas
metodologias se deve principalmente a metodologia aplicada para
guantificacéo de tirosina por meio do kit, pois as mucoproteinas sdo compostos
de proteinas e carboidratos, e além de entrarem em sua constituicdo, instaveis
guantidades de hexosaminas (glicosilamina e galactosamina), em teores
superiores a 4%. A partir desta confirmacdo os valores de tirosina séo

superestimados, em relacdo ao método descrito por Hull (1947).
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5.8. Estabilidade do leite ao teste do alcool

Quanto a estabilidade ao teste ao alcool, constatou-se que 19,1% das
amostras (13 amostras) de leite cru apresentaram coagulacdo quando
misturadas ao alcool 72% v/v.

Este método de avaliacdo da estabilidade ao alcool é muito empregado
em propriedades rurais e na plataforma de recebimento das industrias, pelo
seu baixo custo e confiabilidade. Esta metodologia € utilizada como uma
estimativa da estabilidade térmica do leite, sendo considerada a amostra que
apresentar precipitacdo instavel (FISCHER et al., 2012).

Segundo SILVA et al. (2004), a estabilidade térmica do leite pode
diminuir associado a uma alta da atividade do calcio, uma baixa atividade de
fosfatos e citratos e também devido a tratamentos térmicos, com a
possibilidade de que ocorra um resultado positivo no teste do alcool ou do
alizarol, sem que a amostra de leite tenha carater acido, mas algum

desequilibrio salino.

5.9. Correlacdes entre os atributos de qualidade avaliados nas amostras

de leite cru refrigerado granelizado

Houve correlagcfes positivas e significativas entre a contagem de células
somaticas e 0s percentuais de soro-proteinas e gordura das amostras (Tabela
12, Figuras 16 e 17, respectivamente) e correlacdo negativa da CCS com os

percentuais de lactose das amostras de leite cru (Tabela 12).

Tabela 12: Correlacéo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores de contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) e as variaveis

relacionadas & qualidade do leite.

Variaveis Correlacao r Prob > F Equac;ao~da
regressao
Soro-proteinas (%) Positiva 0,226 0,016 y = 0,585 + 0,086x
Gordura (%) Positiva 0,425 0,000 y =0,228 + 0,576x
Lactose (%) Negativa  -0,355 0,000 y = 5,537 - 0,186x
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A correlacdo de CCS e soro-proteinas (Figura 16) pode estar
relacionada a atividade da plasmina e ao aumento da passagem destas
proteinas do plasma sanguineo para o leite (PINTO et al, 2013). E
consequentemente, & um aumento de diversas substancias e enzimas que

aceleram o processo de hidrolise de proteinas e lipideos que constituem o leite.

1304 o Observagbes
' — Linearidade

1,207

1,10+

1,004

Soro-proteinas (%)

0,904

0,80 T T
450 5,00 550 6,00 6,50
Logmcel.mL-1

Figura 16: Correlacéo entre a contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) e

0S percentuais de soro-proteinas no leite cru.

Por outro lado, a correlacéo positiva entre CCS e teor de gordura (Figura
17) pode estar relacionada a homogeneizacédo do leite no momento da coleta,
pois os globulos de gordura carreiam para a superficie um nimero consideravel
de células soméaticas e micro-organismos, caso o leite ndo seja homogeneizado
corretamente.

Entretanto, em pesquisas relacionadas a possiveis correlacdes entre
estas variaveis relatam-se que o aumento de células somaticas promove a
reducdo dos percentuais de gordura, associado principalmente, a reducao da
sua biossintese e a lipdlise ocorrida por acdo de enzimas provenientes do
plasma sanguineo (PINTO et al., 2013). Por outro lado, existem referencias que

relatam a ocorréncia de uma grande redugdo na producdo de leite
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proporcionando o aumento na porcentagem de gordura em amostras com altas
contagens de células sométicas, associado ao efeito de concentracdo deste
constituinte no leite (VENTURA, et al.,2006; RANGEL, et al., 2009).

4504 o Observagdes
— Linearidade

4,004

3504

Gordura (%)

3,004

2,50 : :
4,50 5,00 5,50 6,00 6,50

Logmcel.mL-1

Figura 17: Correlacéo entre a contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) e

o percentual de gordura no leite cru.

O aumento de células soméaticas no leite cru esta relacionado com a
reducdo dos indices de lactose (Figura 18). Segundo Prada et al. (2000),
Rajcevic et al. (2003) e Ventura et al. (2006), durante o processo inflamatério
das glandulas, ocorre reducdo na concentracdo de lactose no leite secretado,
principalmente, em consequéncia da perda de lactose da glandula mamaria
para a corrente sanguinea, devido ao aumento na permeabilidade e destruicédo
da membrana que separa as células alveolares do fluxo sanguineo, e também
ao uso da lactose como substrato pelos patégenos intramamarios.

Este desequilibrio proporciona perdas substanciais na constituicdo do
leite, principalmente na porcentagem do seu extrato seco e no importante

equilibrio entre os sais minerais e a lactose presentes no meio.
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Figura 18: Correlacéio entre a contagens de células somaticas (Logiocel.mL™)

e o percentual de lactose do leite cru.

A partir das correlacbes entre as variaveis em relacdo aos valores da
contagem total de bactérias, constatou-se que esta correlaciona de forma
positiva (Tabela 13, Figuras 19 e 20) com a contagem de células soméaticas e
de micro-organismos psicrotréficos. De acordo com Lopes Janior et al. (2012),
0 numero de células somaticas presente no leite é um forte indicativo de que
houve uma disseminacdo de micro-organismos presentes na glandula

mamaria.

Tabela 13: Correlacéo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores de contagem bacteriana total (LogioUFC.mL™) e as varidveis

relacionadas & qualidade do leite.

Variaveis Correlacao r Prob >F Equacédo daregresséao
Log10CCS Positiva 0,215 0,035 y =4,594 + 0,177x
LogioPsic Positiva 0,537 0,000 y = 0,402 + 0,800x
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Figura 19: Correlacdo entre as contagens bacteriana totais (Logio0UFC.mL™) e

as contagens de células somaticas (Logiocel.mL™) do leite cru.

A correlacéo entre a contagem total de bactérias e a contagem de micro-
organismos psicrotréficos evidencia a relacao descrita por Sgrhaug e Stepaniak
(1997), de que os micro-organismos psicrotroficos representam cerca de 10%
da microbiota presente no leite cru mantido sob refrigeracdo, sendo que
espécies de Pseudomonas constituem o género encontrado com maior
frequéncia no leite cru refrigerado.

Neste trabalho, ndo foi constatada correlagdo entre as contagens de
micro-organismos psicrotréficos proteoliticos e as demais variaveis avaliadas
nos experimentos. Devido ocorréncia de placas com contagem de micro-
organismos elevada, e que tornou inviavel a observacao do numero de colbnias
gue apresentavam o halo de clarificacdo sobre o meio de cultura. Portanto
algumas contagens foram consideradas como estimadas e com numero
minimo possivel

A contagem de micro-organismos psicrotréficos tem relacdo direta com
as condicdes higiénicas na producédo de leite. Segundo Noérnberg et al. (2009),
cerca de 10% de toda microbiota presente no leite obtido em boas condi¢cbes

sanitarias e higiénicas, € constituida por micro-organismos psicrotroficos, e
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guando as contagens sao altas, se torna um fator preocupante na linha de
processo do leite pelas industrias, pois embora a grande maioria seja eliminada
por tratamentos térmicos convencionalmente utilizados pela inddstria, muitas
enzimas lipoliticas e proteoliticas produzidas por esta microbiota sao
termorresistentes, mantendo atividade hidrolitica mesmos apés a pasteurizacao

Oou mesmo apés o tratamento por UAT.
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Figura 20: Correlac&o entre as contagens bacteriana totais (Log;ogUFC.mL™?) e

as contagens de micro-organismos psicrotréficos (LogioUFC.mL™) do leite cru.

Entretanto, verifica-se a correlacdo positiva do indice de extensédo da
protedlise (Tabela 14, Figura 21) com a contagem de células soméaticas e

negativa para os percentuais de extrato seco desengordurado nas amostras

observadas (Tabela 14, Figura 22).
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Tabela 14: Correlacdo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores relacionados aos indices de extensdo de proteodlise (IEP) e as variaveis

relacionadas & qualidade do leite.

Variaveis Correlacao R Prob >F Equacé&o daregresséao
Log10CCS Positiva 0,321 0,032 y =5,270 + 0,011x
ESD (%) Negativa -0,360 0,040 y = 8,829 - 0,006x

Santos et al. (2006) observaram que amostras com altos valores na
contagem de células somaticas, aproximadamente 1.000.000 células.mL™,
apresentaram uma taxa de protedlise maior durante o periodo de

armazenamento do leite, em relacdo a amostras que possuiam baixas

contagens de células somaticas, aproximadamente 100.000 células.mL™,
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Figura 21: Correlacéo entre os percentuais de extensao da protedlise (IEP) e a

contagem de células somaticas (Logiocel.mL™) do leite cru.

Neste mesmo contexto, 0 aumento indice de extensdo da protedlise
esteve correlacionado com o aumento dos valores de contagem de células
somaticas, e por meio de um processo inflamatério das glandulas mamarias, a
uma reducao de alguns componentes no leite, como a lactose e a gordura, por

meio do aumento na permeabilidade e destruicdo da membrana que separa as
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células alveolares do fluxo sanguineo (PRADA et al., 2000; RAJCEVIC et
al.,200; VENTURA et al., 2006).
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Figura 22: Correlacdo entre os percentuais de extensédo da proteodlise (IEP) e

0s percentuais de extrato seco desengordurado (ESD) do leite cru.

Os percentuais relativos ao indice de profundidade da protedlise para
cada amostra, apresentou correlacdo significativa com a temperatura do leite
no momento da coleta (Tabela 15 e Figura 23), o que demonstrou influéncia do
resfriamento do leite na sua qualidade. Com o aumento da temperatura de
conservacao das amostras houve aumento no percentual do indice de
profundidade da protedlise, que se refere as fracdes de proteinas com menor
peso molecular e aminoacidos presentes na amostra. Destaca-se também que
as temperaturas de refrigeracdo do leite constatadas permitem a multiplicacéo
mais acentuada da microbiota psicrotréfica deterioradora que produz proteases
capazes de hidrolisar as caseinas de forma inespecifica e influenciar nos
indices de extensédo e de profundidade da protedlise.

O numero de micro-organismos no leite cru esta relacionado as
condicBes higiénicas da producéo e, ao tempo e temperatura em que o leite é

armazenado.
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Tabela 15: Correlagdo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores relacionados aos indices de profundidade de protedlise (IPP) e as
variaveis relacionadas a qualidade do leite.

Variavel Correlacao r Prob >F Equacao daregressao
Temperatura do "
perat Positva 0,317 0,009 y =- 1,467 + 1,936x
leite (°C)
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Figura 23: Correlacéo entre os percentuais de profundidade da protedlise (IPP)

e as temperaturas do leite no momento da coleta (°C).

O grau de protedlise (mg de tirosina.5mL™) correlacionou-se de forma
positiva com a contagem total de bactérias e com o indice de extensdao da
protedlise (Tabela 16, Figuras 24 e 25), o que indicou 0 aumento da contagem
total de bactérias h4d um aumento na hidrélise das proteinas, associado ao
aumento na producdo/concentracdo de proteases, que proporcionam uma
crescente degradacdo proteica e liberacdo de peptideos, que sdo indicados

pelo aumento consideravel do aminoacido tirosina livre no leite analisado.
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Tabela 16: Correlacdo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores de tirosina (mg.5mL™) e as variaveis relacionadas & qualidade do leite.

Variaveis Correlacao R Prob >F Equacéo daregresséo
L0g10CBT Positiva 0,276 0,020 y =5,267 + 2,795x%
IEP (%) Positiva 0,283 0,017 y = 28,932 + 17,606x
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Figura 24: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg de tirosina.5mL™) e os

valores da contagem total de bactérias (Logi0UFC.mL™) no leite cru.

Portanto, com o aumento na hidrélise das proteinas ha um aumento nos
percentuais de peptideos de alto peso molecular, que estdo associados a

fracdo do soro, aumentado, consequentemente, o indice de extensdo da

protedlise das amostras de leite.
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Figura 25: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg de tirosina.5mL™) e os

percentuais de extensao da proteolise (IEP).

Segundo Chen et al. (2003), a correlacdo entre as concentracdes de
tirosina no leite ndo foi, significativamente, conclusiva em relacdo a alguns
problemas mais especificos como perda de qualidade fisico-quimica e
ocorréncia de caracteristicas sensoriais indesejaveis, exceto em alguns casos,
como o sabor amargo, que pode ser proveniente da hidrélise das estruturas
proteicas e liberacdo de peptideos de baixo peso molecular que sé&o
provenientes da acdo enzimatica.

A partir dos dados obtidos quando se utilizou kit de dosagem de
mucoproteinas (Tabela 17, Figuras 26 e 27) constatou-se correlacdes positiva
e significativa entre os indices de tirosina (mg.5mL™ em tirosina mucoproteica),
contagem total de bactérias e contagem de micro-organismos psicrotroficos.
Estas correlagfes indicam que com o aumento da microbiota presente no leite
cru ocorre hidrélise das proteinas devido a acdo de enzimas extracelulares

produzidas por estes micro-organismos.
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Tabela 17: Correlacdo linear através da regressdo multivariada entre todos os
valores de tirosina (mg.5mL™ em tirosina mucoproteica), e as variaveis

relacionadas & qualidade do leite.

Variaveis Correlacao r Prob >F Equacé&o daregresséao
Log10CBT Positiva 0,325 0,007 y =4,195 + 2,489x
LogioPsic Positiva 0,319 0,008 y =2,707 + 3,471x
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Figura 26: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg.5mL™* em tirosina

mucoproteica) e contagem total de bactérias (LogioUFC.mL™) do leite cru.

Pinto (2004) constatou que amostras de LDR 12% inoculadas com duas
estirpes de P. fluorescens (07A e 041) e incubadas em diferentes temperaturas
(2, 4, 7, 4 10°C) desenvolveram uma evolucéo no grau de protedlise até que a
contagem atingisse 8,0 log UFC.mL™, sendo que no inicio da fase estacionaria
de crescimento em todas as temperaturas avaliadas, ocorreu uma aceleracao

do aumento dos valores de tirosina presente no meio.
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Figura 27: Correlacdo entre o grau de protedlise (mg.5mL™* em tirosina
mucoproteica) e contagem de micro-organismos psicrotroficos (Logi;o UFC.mL"

Y no leite cru.

No entanto, embora Pinto (2004) tenha observado um aumento da
protedlise com o aumento da populacdo de P. fluorescens no leite, esta
indicacdo ndo pode ser generalizada para a correlacdo entre contagem de
psicrotroficos e indice de protedlise, considerando que altas contagens de
micro-organismos psicrotroficos no leite, ndo demonstram necessariamente a
atividade proteolitica mais acentuada, em relacdo a amostras com atas
contagens, principalmente, a microbiota contaminante e a atividade de enzimas
enddgenas presentes no leite.

Portanto, o desenvolvimento de pesquisas que tragam uma abordagem
sobre métodos que permitam de forma mais simples e de rapida definicdo do
estado de degradacdo das proteinas do leite e, conjuntamente, a populacdo
microbiana contaminante, tornando mais agil o processo de triagem da matéria-
prima na linha de processamento, permitindo inferir diretamente sobre

gualidade dos derivados lacteos.
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Constatou-se também, durante o presente estudo, correlacdes
significativas entre as amostras instaveis ao teste do alcool 72% v/v., indice de

tirosina (mg de tirosina.5mL™) e contagem total de bactérias (Tabela 18).

Tabela 18: Correlacdo categorizada (p<0,05) através da regressao logistica
univariada, entre as amostras avaliadas como instaveis ao alcool 72% v/v. em

relacdo a contagem bacteriana total e grau de protedlise.

Ne° N° amostras Razao de
amostras instaveis (%) Chances Prob>F
Log1oCBT (UFC.mL™)
de 4,81 até 6,03 34 2 (5,9%) 1,00 0,013
de 6,04 até 6,67 34 11 (32,4%) 7,65 (1,55 -37,87)
Grau de proteolise
(mg de tirosina.smL™)
de 0,154 até 0,264 35 3 (8,6%) 1,00 0,049
de 0,265 até 0,333 33 10 (30,3%) 4,63 (1,15 -18,75)

A observacao feita pela categorizacdo das amostras, diferenciando-as
de instaveis e estaveis ao teste com alcool 72% v/v., possibilitou a anélise da
regressao logistica univariada (p < 0,05), para as variaveis que representaram
0 LogioCBT e a quantidade do aminoacido tirosina. O levantamento foi
executado a partir da sua razédo de chance de ser considerado instavel a partir
de sua mediana, sugerindo uma analise sobre indices importantes.

A partir desta avaliacdo, as amostras que apresentaram contagem
bacteriana total acima de 6,04 log,oCBT.mL™, apresentaram um aumento de
665%, para que estas amostras fossem consideradas como instaveis ao teste
do alcool 72% vl/v., em relacdo as outras amostras analisadas com valores
menores ou iguais a 6,03 log;oCBT.mL™.

Segundo Pinto (2004), a uma associacdo entre o numero de micro-
organismos, grau de protedlise e o tempo de estocagem do leite, inferindo
sobre a perda da estabilidade térmica. Em amostras com populagéo
microbiana superior a 7,0 logioUFC.mL™?, foram mais susceptiveis a
instabilidade térmica durante o aquecimento a 72°C, por 15 segundos.

As amostras analisadas que apresentaram valores acima de 0,265 mg
de tirosina.5mL™ de leite apresentaram um aumento de 363%, para que estas

amostras fossem consideradas como susceptiveis a instabilidade ao teste do
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alcool 72% v/v., em relacdo as amostras analisadas com valores menores ou
iguais a 0,265 mg de tirosina.5mL™ de leite.

Segundo Arcuri et al. (2004), as causas mais comuns da instabilidade do
leite ao etanol estéo relacionadas com o desenvolvimento de micro-organismos
fermentadores da lactose com o aumento da acidez, a alta incidéncia de
mastite no rebanho e um possivel desequilibrio salino no leite, sendo muitas
vezes relacionada também a presenca de micro-organismos psicrotréficos e
psicrotrofico proteoliticos, a exemplo da espécie P. fluorescens, principal

bactéria psicrotréfica isolada do leite cru refrigerado no Brasil.
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7. CONCLUSOES

Embora a maioria das amostras analisadas, cerca de 88,2%, estivessem
de acordo com os padrbes de qualidade composicional exigido pela legislacéo,
os valores relacionados aos indicadores microbiolégicos e de sanidade do
rebanho, ndo demonstraram valores satisfatérios, apenas 10,3% apresentaram
resultados que atendem aos parametros da IN 62/2011, a partir do dia 01 de
Julho de 2014. Apresentando as dificuldades que o setor produtivo, que ainda
ndo estd se adequando as exigéncias quanto a sanidade do rebanho e os
métodos de obtencao e manutencéo da qualidade higiénica do leite.

A partir dos estudos sobre a correlagdo entre as variaveis estudadas,
observou-se a relacdo entre a sanidade do rebanho e da temperatura de
armazenamento no aumento do numero de bactérias; além da influéncia de
alguma infecc&o sobre a sintese e liberagéo do leite pela glandula mamaria.

A contagem de micro-organismos psicrotroficos proteoliticos nao
demonstrou qualquer correlacéo significativa com alguma variavel que pudesse
responder sua ocorréncia no leite, devido em grande parte, a dificuldade de
observar a formacédo do halo de clarificacdo, em placas com muito populosas.
Porém, a contagem de micro-organismos psicrotroficos, apresentou correlacéo
significativa com a contagem total de bactérias, o que demonstra a relacédo da
higiene na obtencdo e armazenamento do leite nas fazendas sobre a qualidade
do leite.

A avaliacdo da producdo de proteases dos micro-organismos isolados
das amostras analisadas apresentou uma evolucdo do diametro dos halos de
clarificacdo em todas as temperaturas, desde a observacdo com 24 foras até
120 horas de incubacé&o. Outro aspecto observado foi a formacéo de halos com
maior diametro, a medida que a temperatura de incubacédo foi maior para cada
isolado. Porém, em alguns isolados a producéo de proteases foi menor quando
foi o isolado foi incubado em temperatura, por meio da variacdo da capacidade
proteolitica em algumas linhagens de bactérias psicrotroficas, em diferentes
faixas de temperatura.

A avaliacdo dos indices de profundidade e extensdo da protedlise

apresentaram valores relacionados a atividade proteolitica endégena no leite,
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por meio do indice de extensdo da protedlise; e a partir dos valores
relacionados aos indices de profundidade da protedlise, obtivemos dados
sobre a atividade proteolitica exdgena sob o leite analisado. E dentro deste
estudo podemos observar uma variacdo maior entre os valores médios
percentuais para os indices de profundidade da protedlise, por meio de uma
maior variacdo se deve a atividade proteolitica diferenciada presente no leite.

A avaliagdo da atividade proteolitica do leite, por meio do uso da
azocaseina como substrato, ndo apresentou correlacao significativa com as
varidveis que pudessem responder seus valores, por meio da grande
variabilidade da atividade proteolitica entre 0s micro-organismos.

A avaliacdo da protedlise no leite, por meio da quantificacdo de tirosina
apresentou correlagdes significativas com a contagem total de bactérias e o
indice de extensdo da protedlise associado ao aumento na producédo de
enzimas extracelulares, com consequente aumento do percentual de soro-
proteinas e dos indices dos aminoacidos livres no meio. Pro outro lado, a
guantificacédo de tirosina mucoproteica no leite, através da aplicacdo de um kit
de quantificacdo de mucoproteinas, demonstrou uma correlacdo significativa
com a contagem total de bactérias e a contagem de psicrotréficos presente no
leite. Em ambos foi observada uma alta variacdo nos dados, por conta da
diversidade da microbiota protelitica nas amostras analisadas.

Quanto ao teste de estabilidade ao alcool 72% v/v., 19,% das amostras
anlisadas foram classificadas como instaveis, mas esta estabilidade poderia
estar ligada a diversos fatores como a acidez elevada, ao leite instavel néo
acido (LINA) ou algum desequilibrio salino mediante a problemas na
alimentacdo, periodo de lactacdo ou raca do animal. E com estes mesmos
dados, foi observado a correlacdo da contagem total de bactérias e os valores
de tirosina no leite pelo método descrito por Hull (1947), ocasionando a
instabilidade do leite ao teste do alcool a 72% v/v., em amostras que
apresentaram valores de LogioCBT acima de 6,04 logiy UFC.mL™?, e para
concentracdo de tirosina no leite acima de 0,265 mg.5mL™, associado esta
instabilidade a acao de proteases de origem microbiana sobre as caseinas do

leite.
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Os resultados forneceram observacgdes importantes sobre o uso do kit
de dosagem de mucoproteinas, como um bom indicador quanto a protedlise
ocorrida no leite, porém faz-se necessario um estudo mais aprofundado sobre
0 sua proposta de mensuracao. Sendo através da conciliacdo entre os métodos
de quantificacdo de tirosina (método de Hull com o kit de mucoproteinas); o
desenvolvimento de um kit com os reagentes utilizados pelo método descrito
por Hull (1947); como também o aperfeicoamento de sua sensibilidade e
especificidade, com o proposito de minimizar a influéncia de outros fatores aos

seus resultados.
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APENDICE 1

Tabela 1: Valores médios (n=4), com o desvio padrdo e seus valores minimos

e maximos, relativos as variaveis estudadas do leite cru

Minimo —
Variaveis Médias Maximo

Temperatura (°C) 8,0+5,7 2-32
Volume (Litros) 428,7 + 408,6 50 — 2000
Log CCS (célula.mL™) 5,65 + 0,29 4,80 — 6,23
Log CBT (UFC.mL™) 5,96 + 0,46 4,82 - 6,67
Log Psicotréfico (UFC.mL™) 5,17 £ 0,65 3,73-6,38
Log Psic. Proteolitico (UFC.mL™) 3,16 £1,38 2,00 - 6,04
Gordura (%) 3,48 £0,31 2,62-4,12
NT - Proteina Total (%) 3,22 +0,15 2,92 -3,61
NSphas = Soro-Proteinas (%) 1,07 £ 0,09 0,86 — 1,25
NStca 1200 =2 Peptideos e aminoacidos (%) 0,155+ 0,029 0,097 —0,234
NT - NS,ns6 > Caseinas (%) 1,99 +0,14 1,69 - 2,43
Lactose (%) 4,48 +0,12 4,03 - 4,69
EST (%) 12,10+0,41 11,05-12,99
ESD (%) 8,62 + 0,20 7,91-9,12
indice Extens&o de Protedlise (%) 33,30+281 27,50-39,62
indice de Profundidade de Protedlise (%) 4,87 +0,92 2,91 -7,56
Atividade Proteolitica (Azocaseina) (UEP.0,1mL™".hora) 2,29 + 1,01 0,25-5,85
Tirosina método de Hull (mg.5mL™) 0,248 +0,041 0,154 -0,333
Kit de Mucoproteina Tirosina (mg.5mL™) 0,709 +0,060 0,590-0,878
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