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RESUMO

Esse trabalho se prop@sdesenvolver um modelo preditivo para identificag@ perda de
estabilidade e de sedimentacdo em leite UAT poerohéhacdo da atividade enzimatica de
aminopeptidase no leite por espectrofotometria.afornalisadas amostras de leite cru,
pasteurizado e UAT ap0s envase durante 6 mesesgi@@ Sul do Brasil. Acidez, crioscopia,
gordura, extrato seco total, extrato seco desengmid e densidade foram analisados no leite
cru e pasteurizado. Amostras de leite cru forandeaisubmetidas a analise de contagem de
psicrotréficos e atividade de aminopeptidase, e sam® de leite UAT estocadas foram
analisadas quanto ao grau de protedlise atravésnddises sensoriais e atividade de
aminopeptidase. Alteracdes sensoriais foram obdasvam tempos de estocagem menores para
amostras originadade leitecru com contagem de psicrotréficos acima deUmlC ml-1. Ndo
houve correlagéo entre a atividade de aminopegtidgzotedlise e também néo foi observada
correlacao significativa entre os parametros figjigmicos e a ocorréncia de protedlise no leite
estocado. O modelo estudado néo foi apto parazareperda de estabilidade e ocorréncia de
protedlise no leite UAT.

Palavras chave: leite; qualidade; protedlise; UAT

10



ABSTRACT

The aim of this work was to devel@ppredictive model for identifying loss of stalyliand
sedimentation in UHT milk by determining the enzyimactivity of aminopeptidasis in milk by
spectrophotometry. Were analyzed samples of raw, mélsteurized and UHT after filling for 6
months in Southern Brazil. Acidity, freezing poifaf, total solids, nonfat solids and density
were analyzed in raw and pasteurized milk. Of raWk mamples were also subjected to
psychrotrophic count analysis and aminopeptidadisity and UAT samples stored milk were
analyzed for degree of proteolysis through sensorglysis and aminopeptidasis activity.
Sensory changes were observed in smaller stonagefdir samples of raw milk originated with
psychrotrophic count above 1GFU ml -1. There was no correlation between ameptigasis
activity and proteolysis and was also no significant cotimlabetween physicochemical
parameters and the occurrence of proteolysis iredtomilk. The model was unable to predict
loss of stability and occurrence of proteolysi®&JiHT milk.

Keywords: milk, quality, proteolysis, UHT
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, a producéo de leite molonaumentou mais de 50%, chegando a 754
milhdes de toneladas, em 2012. O Brasil, com urndygéo de aproximadamente de 33 bilhdes
de litros por ano € o terceiro maior produtor deeldo mundo, ficando abaixo apenas dos
Estados Unidos, em segundo lugar, e da india qiéende primeiro lugar com uma parcela de

16% do volume total de produgdo (FAO, 2014). Apelacrescente produgéo a cada ano, a
tabela 1 mostra que o consumo de leite no Braseit) 463,5 litros por pessoa por ano

(MINTEL, 2014), esta abaixo do recomendado pelaa@mpcdo Mundial da Saude, que é de

250 litros por pessoa por ano.

Tabela 1: Consumo histérico de leite, em litros,qagita no Brasil, 2007 a 2014

Paradmetros 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Producao (bilhdes L) 27,7 283 291 300 308 315 324 332
Consumo (L) 146,4 147,7 150,3 153,2 156,3 158,1 161,2 163,55
Crescimento (%) 2,0 2,8 3,0 3,0 2,1 2,8 2,3

Fonte: Relatdrio Leite Brasil — Tamanho de Mercadintel (2014)

O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecitner MAPA (Brasil, 2014) estima que a
producédo e o consumo de leite brasileiro dever@scer em uma taxa anual de 2,6% a 3,4% e
2,4% a 3,3% respectivamente, conforme projecGes @arenario do Agronegoécio Brasileiro
2020/2023 (Figura 1).
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Figura 1: Projecdo da producao e consumo de leigrasil entre os anos de 2013 a 2024.
Fonte: Adaptado de Projecdes do Agronegdcio BrasilBrasil (2014)
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Entretanto, de acordo com a Assessoria Estratégic@estdo do MAPA (Brasil, 2014), um

fator relevante que impede o pais de atingir m@xathis exigentes é a qualidade questionavel
do produto lacteo brasileiro. Aspectos que se eefek qualidade do leite estdo, cada vez mais,
ganhando interesse, entre os consumidores, espenial aqueles relacionados com a saude

humana e tem sido um grande entrave na relacé@molutores, industrias e consumidores.

Na tabela 2, observa-se que, em média, 25% do dedmleite € representado pelo segmento
varejista, com cerca de 8 bilhdes de litros deslein 2014. Entre 2011 e 2014, a média de
crescimento foi cerca de 7,8% ao ano. Entende-sevgrejo, omercado que abrange leite
liqguido, em po e leite pasteurizado de vaca. Seiartho se estende as vendas por canais de
varejo, tais como hipermercados, supermercadosreear@as que realizamendas diretas ao
consumidor. Nos ultimos quatro anos, em média, %807 bilhdes de litros) deste segmento
foram representados pelos leites fluidos, com dastgara o leite UAT com 78,3% (4,73
bilhdes de litros) deste volume (Mintel, 2014).

Tabela 2: Segmentacdo do mercado leite por volamehilhdes de litros

Segmento 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Varejo 731 709 717 741 759 791 792 8,08
Outros 20,43 21,20 21,91 2254 23,26 23,59 24,47 25,07
Total 277 283 291 300 308 315 324 332

Fonte: Relatdrio Leite Brasil - Segmentos do mesctintel (2014)

Segundo a Fundagdo Procon do Estado de S&o PaBROCONSP (2013), em 2013, o
segmento de leite estava entre os destaques dedprantos deecall deste mesmo ano. Em
2014, o Estado do Rio de Janeiro vetou a comera@@op de trés empresas beneficiadoras de

leite, alegando que o produto estaria impropria jgansumo (PROCONRJ, 2014).

As limitacdes tecnoldgicas relacionadas a faltaedwbilidade térmica tém dificultado a
melhoria da qualidade de produtos lacteos e o awmnvida de prateleira (Silva, 2004). A
protedlise no leite UAT (Ultra Alta Temperatura)raiote o armazenamento € um exemplo
comum de reducédo da estabilidade, devido a formde&mdimento (precipitacdo de minerais),
configurando assim um problema de qualidade e eicés deste produto por parte do

consumidor (Vesconsit. al, 2012).
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De acordo com Gigante (2004) e Vidal-Martetsal. (2005), este problema pode ser causado
por enzimas termoestaveis produzidas por cepas ide-organismos psicrotréficos que
permanecem ativas mesmo ap0s 0 processamento déemicalta temperatura. Em acgéo
sinergética com a plasmina (enzima naturalmentgepte no leite), estas enzimas ocasionam a
hidrélise das caseinas, durante o periodo de gg&wcdo leite, também chamado stelf-life
(Corassiret al, 2010).

A geleificacdotambém considerado um problema constante na imaldstiacteos, determina o
desenvolvimento de sabor e odor desagradaveisn assno alteracdes na viscosidade, com
espessamento do produto, podendo culminar na féonde gel, sem separacdo de soro, ha

maioria dos casos (Harwalkar, 1997 e Silva, 2004).

Nicolaou et al (2010) concluiram que as determinacbes analileagualidade do leite, por
métodos tradicionais, além de serem lentas e dérassido consideradas por muitos estudiosos

como pouco préticas e laboriosas para uso naniageleite de rotina pela industria leiteira.

Neste contexto, faz-se necesséario diagnosticareghmentos de ensaio os quais a industria
lactea possa utilizar para prever a probabilidaglecbrréncia das limitacfes citadas acima,
antes do processamento da matéria-prima leite,quezra industria leiteira atenda as exigéncias,

e satisfaca o mercado consumidor.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento da renda da populacéo brasileira e muedmafavorecido o consumo de produtos
lacteos (MAPA, 2014). Segundo a analise dos dddosiercado (Mintel, 2014), o brasileiro
teve em média, nos ultimos quatro anos, um gastd$de, 07 por litro de leite consumido e no
mesmo periodo, um desembolso médio de U$ 41,9hglmtante ao ano (Tabela 3). Além do
aumento no consumo, a populacdo esta cada vezrigente no que se refere a qualidade do
leite e de seus subprodutos, exigindo um alimeegur®, ou seja, com adequado valor

nutricional e sem riscos a saude.
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Tabela 3: Estimativa de gastos (U$) pela populacasileira no mercado de leite

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
GastoBrasil ;57 968 842 848 866 916 1002 10,77 1163
(bU%/populagéo

Gasto (U$/hab) 38,73 43,97 42,28 42,19 42,70 44,77 48,62 51,85 55,57
Preco (U$/L) 1,02 1,14 106 1,07 107 1,11 1,19 126 1,33
Fonte: Relatério Leite Brasil - Segmentos do mewcatintel (2014)

Apesar deste aumento de consumo, a qualidade tdanleiatura continua sendo um grande
entrave na relacdo entre produtores, industriamnsuenidores. O produtor almeja maior
produtividade e melhor preco de pagamento; a induskige alto rendimento industrial, vida
de prateleira extensa e garantia das caractesissemsoriais do produto final. J& os
consumidores, exigem produtos saborosos e primegeake com qualidade assegurada, como

comentado anteriormente.

2.1 Leitein natura

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, adupp oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condi¢cbes de higiene, de vacasasadem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2002).

O leite é um alimento de valor nutritivo inestiméeejue, para manter seu padréo de qualidade,

requer um processo de conservacao e envase basianglexo (Torres, 2010).

O leite é uma combinacdo de diversos soélidos ema.adgds solidos representam
aproximadamente 12 a 13% do leite e a 4gua, apaolemente 87% (EMBRAPA, 2014). O
leite de vaca possui, em média, 87,4% de aguag 8@ gordura, 3,2 g de proteina, 4,6g de
lactose e 0,9 g de minerais e outros sélidos pomglde leite (Tabela 4) (Harding, 1995).

Tabela 4: Composic¢do do leite de vaca

Componentes Teor (%)
Agua 87.,4%
Solidos Totais (ST) 12,6%

Gordura 3,90%
Proteina 3,20%

Lactose 4,60%
Minerais 0,90%

Fonte: Adaptado de EMBRAPA (2014)
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Os principais solidos do leite sé@o glicidios (acésp lipidios (gorduras), protideos (proteinas),
sais minerais e diversos minerais (potassio, casdio, magnésio, zinco e ferro), além de
compostos organicos (enzimas e vitaminas A, EB21C e D). A nomenclatura “sélidos totais
(ST)” ou “extrato seco total (EST)” engloba todas emmponentes do leite com excegao da
agua. Por solidos nédo gordurosos (SNG) ou exteto desengordurado (ESD), compreendem-
se todos os elementos do leite, menos a dgua rlargoOs componentes do leite permanecem

em equilibrio, de modo que a relacéo entre elestabte estavel.

As proteinas representam entre 3 a 4% dos ST. @oafa tabela 5, 20% das proteinas do leite
sdo compostas por proteinas do soro, tais ¢brtactoglobulina ex- lactoalbumina, e cerca de
80% desta fracdo, é representada pela caseinajppfiproteina do leite por seu alto valor

nutricional e sua importancia tecnolégica na fag@o de queijos.

Tabela 5: Tipo e concentragdo das proteinas pesseatleite de vaca

Caseina Total 79,5%
Osi-caseina 30,6%
Os>-caseina 8,0%
B-caseina 30,8%
K-caseina 10,1%

Proteinas do Soro Total 20,2%
a-lactoalbumina 3, 7%
[-lactoglobulina 9,8%
Sero-albumina 1,2%
Imunoglobulinas 2,1%
Demais proteinas 3,4%

Fonte: Adaptado de Fernandasal, (2012)

A caseina bovina pode ser classificada em quapos tide proteinas com diferentes
propriedadesus:-, Osz, 3- caseina &-caseina, respectivamente 30,6%, 8,0%, 30,8% &dldql
total da caseina (Fernandssal, 2012). Cerca de 95% da caseina encontram-seipagas na
forma de micela, um agrupamento formado por moséscde caseina, junto com calcio, fosforo

e outros sais, conforme ilustrado na figura 2.
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Submicela de caseina

_ Fosfato de calcio
= K -caseina

Grupo fosfato

Figura 2: Representagéo ilustrativa de uma miceleagdeina.

Fonte: Adaptado de Tetra Pak, Dairy Processing Haod (1996)

As micelas de caseinas sdo compostas por particoiigisiais imersas no leite, com formato
arredondado e tamanho médio de 200 nm. Segunddr&#/él990), &-caseina localiza-se na
regido externa das micelas de caseina, sendo egsbrpela estabilizacdo do leite frente aos

tratamentos térmicos.

Considerando as propriedades fisico-quimicas de, les principais critérios utilizados para
caracteriza-las, de acordo com Fonseca e Sant08)(8&o: densidade, crioscopia pH e acidez

titulavel.

O leite € um excelente meio para o crescimento ideororganismos, especialmente bactérias
gue podem causar a deterioracao do produto e dé@vda,a casos de infec¢do (pela presenca do
micro-organismo) ou intoxicacdo alimentar (por t@€ microbianas) (FAO, 2014). Micro-
organismos patogénicos comBtaphylococcus aureus, Salmonella Typhi, S. Panatyp
Escherichia coli, Mycobacterium bovis, Listeria rnoptogenes, Yersinia enterocolitiggodem
gerar quadros clinicos com nauseas, cefaleia, émiliarréia, desidratagdo e prostracdo, até
quadros mais graves como septicemia e morte (Fers3002).

A carga microbiana presente no leite cru pode wvaliaacordo com as estacdes do ano, as

praticas de producdo e manejo na propriedade mutatalizacdo geografica, a temperatura de
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armazenamento do leite cru e a distancia paransfeate entre a propriedade rural e o local de
beneficiamento (Silveirat al, 2000 e Vidal-Martingt al, 2005).

De acordo com o tipo de tratamento térmico utilizad leite pode ser classificado como
pasteurizado ou UAT. O emprego do calor é um dda®dné mais antigos utilizados para a
conservacgao de alimentos. Atualmente, no caso iéispedo leite, um dos processos que tem se
destacado na industria de laticinios € o empregaracesso “Ultra-High-Temperature” (UHT)
ou Ultra-Alta Temperatura (UAT) (Cunha, 2001).

2.2 Leite UAT

Historicamente, somente no inicio da década deo5ejte UAT foi produzido em escala

industrial. Em 1951, Bloomberg & Hessey, citados@onha (2001), foram um dos primeiros a
descrever o processo de producdo de leite UHT.eNesicesso, o0 leite era submetido a
temperatura de 140,5 °C, durante oito segundosubostpreaquecidos, sob fluxo continuo e

acondicionado assepticamente em latas.

Apresentada ao pais em 1972, a tecnologia quengala vida do leite dispensa qualquer
utilizacdo de conservante e preserva as qualidagiesais do produto. O leite UAT desde
entdo, consagrou-se como uma alternativa altansegi@ra e confiavel para o consumo de leite

no Brasil.

Entende-se por leite UAT ou UHT ou também chamasltodga-vida, o leite homogeneizado
gue foi submetido, durante 2 a 4 segundos, a temyparentre 130°C e 150°C, mediante
processo térmico de fluxo continuo, imediatameagdrindo a temperatura inferior a 32°C e
envasado sob condigfes assépticas em embalagéreisesthermeticamente fechadas (Brasil,
1996).

Conforme Lewis, 1986 e Sa & Barbosa, 1990, citamwsCunha (2001), o processo UAT pode
ser realizado por dois sistemas: o0 sistema dieetogue a esterilizacdo do produto é obtida pela
acao do calor proveniente de injecdo direta dervapm sistema indireto, no qual se utiliza o
mesmo principio de permutacdo de calor por plaaso na pasteurizacdo, ou seja, o leite é
aquecido pelo calor proveniente de dispositivoséativets (placas ou tubos) condutores de

energia calorifica.
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Como denominacdo de venda, o MAPA considera leifel Uhtegral, semidesnatado ou
parcialmente desnatado ou desnatado de acordo ctassificacdo dos pardmetros minimos de

qualidade, conforme tabela 6 (Brasil, 1996).

Tabela 6: Parametros minimos de qualidade doU&E exigidos pelo MAPA

Leite Semi ou

- Leite . Leite Métodos de

Requisitos Parcialmente 1
Integral Desnatado Analise
desnatado

Matéria Gorda Min. 3,0 0,6a29 Max. de 0,5 Fines7
Acidez g ac. AOAC 152 ed,
Latico/100ml Uea a0 1e Uea a0 1e 947.05
Estabilidade ao etanol 4, Estavel Estavel FIL 48 1969
68% (V/V)
SUEID SE60 Min. 8,2 Min. 8,3 Min. 8,4 FIL 21B 1987

desengordurado % (m/n

Fonte: Brasil (1996)

De acordo com IBGE - Instituto Brasileiro de Gefigr& Estatistica (2013), em 2011, a
categoria de leite longa vida foi responsavel meescimento de 4,2% do mercado total de
consumo do alimento. Segundo dados da Associagisildra de Leite Longa Vida (ABLV,
2014), a participacdo de mercado do produto quaeré,4% em 1990, alcangou 78,2% em
2011.

A participacéo elevada de leite UAT na comerciglizade leites fluidos no Brasil segundo
Torres (2010) deve-se, principalmente, a sua |ulade e maior vida de prateleira
proporcionada pela tecnologia UAT, ao processormase asséptico e ao uso de embalagens

cartonadas hermeticamente fechadas, que impedeadade luz e oxigénio (Figura 3).
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1 Polietileno

protecdo contra a umidade
exterior

2 Papel

estabilidade e reststéncia

3 Polietileno

camada de aderéncia

4 Folha de aluminio

barreira contra oxigénio,
aroma e luz

5 Polietileno

camada de aderéncia

B Polietileno

prote¢do para o
produto

Figura 3: Camadas da embalagem cartonada UAT.

Fonte: Tetra Pak, Dairy Processing Hand book (1996)

Entretanto, o leite UAT esta sujeito a outros peoids que ndo sdo observados no leite
pasteurizado tais como a sedimentacéo e a ge@@EbdSILVA, 2004; SANTOSt al, 2006).

A preocupacdo com a producdo de leite de qualicexigpais ndo é recente. As Ultimas
tentativas desse movimento sdo retratadas pelasddes Normativas n° 51/2002 e n°® 62/2011,
gue estabeleceram prazos e padrdes de qualidadeophaite a ser comercializado, com
recolhimento mensal de amostras de leite cru egfdp de cada propriedade rural fornecedora
dos estabelecimentos sob SIF — Sistema de Inspegiral (Brasil, 2014).

Neste contexto, faz-se obrigatério o cumprimengallelas normas e exigéncias de andlises dos
produtos de origem animal (Brasil, 2002; BrasiD2@ Brasil, 2011).

2.3 Micro-organismos psicrotroficos
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Bactérias psicrotroficas pertencem a diversos @8negjue podem se multiplicar em
temperaturas baixas, mas a sua temperatura otimaedeimento pode variar. Muitas sdo
mesdfilas e crescem mais lentamente a temperahaissbaixas. Segundo Griffiths (2010), do
ponto de vista da qualidade do leite, as bact@sasotroficas sdo o grupo que mais contribui

para deterioracao do leite e produtos lacteos.

Conceitualmente, os micro-organismos séo clasdificale acordo com sua temperatura 6tima
de crescimento (tabela 7). As bactérias psicraméfsdo aquelas capazes de se desenvolver em
temperaturas abaixo de 7°C, independente de sysetamra 6tima de crescimento (Frastk

al., 1992; Arcuriet.al, 2008). Esses micro-organismos dominam a micrabdut leite cru

refrigerado (Manzanet al, 2005).

Tabela 7: Classificacdo dos micro-organismos dedacoom sua temperatura 6tima de
crescimento

Micro-organismos Temperatura 6tima de crescimerto) (
Termofilos 55a75
Mesdfilos 30a45
Psicrotréficos 25a30
Psicrofilos 12 a 15

Fonte: Franlet al, (1992); Arcuriet al, (2008)

De acordo com a EMBRAPA (2014), os principais géseile bactérias psicrotréficas que
contaminam o leite sdo ndo-patogénicos, como, pemplo, Aeromonas, Chromobacterium,
Flavobacterium, Lactobacillus, ArthrobacteEntretanto,Pseudomonas aeruginoshisteria
monocytogenes, Yersinia enterocoliteBacillus cereusao bactérias psicrotréficas associadas

com intoxica¢Bes alimentares apds consumo dedeifgodutos lacteos.

O numero de bactérias psicrotréficas presenteseite tru esta relacionado as condicbes
higiénicas na producéo e ao binbmio tempo - tenpperam que o leite € armazenado. Desta
forma, segundo Fonseca & Santos (2000), bactéredominam em situacbes em que ha
deficiéncia de higiene na ordenha, problemas dedia e sanitizacdo do equipamento de
ordenha, quando ocorre resfriamento marginal de @il quando o tempo de estocagem é
muito longo. Quando as condi¢des de higiene daugéml de leite s&o boas, a contagem de
bactérias psicrotroficas é baixa, mas, se as coesliforem ruins, estas podem corresponder a
75% ou mais do total da populagéo bacteriana (EMBRA014).
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Segundo Manzanet al. (2005), o grupo psicrotrofico inclui uma diversidade géneros
bacterianos, com predominancia do género Gram-negRseudomonasA maioria destas
bactérias ndo sobrevive aos tratamentos térmiclisadps ao leite durante o processamento
normal. No entanto, durante seu crescimento ne i, estes micro-organismos produzem
enzimas termo-resistentes (proteases e as lipatexeaulares), que se mantém integras e

ativas apos o tratamento térmico (lzidoro, 2013).

Considerados como os principais agentes de dete@iorde leite cru refrigerado e de seus
derivados, Arcuret al (2008) afirmam que como principais problemas eigitbs atribuidos a
este género, podem ser citados: aparecimento dm,raabor amargo, sabor de fruta,

geleificacdo em leite UHT, além de instabilidadeniéa do leite.

Assim, uma contagem baixa de psicrotréficos ne léitde fundamental importancia para sua
qualidade, pois a atividade metabdlica desses rorganismos resulta em alteracdes
bioquimicas nos constituintes do leite que limitarwida de prateleira dos produtos lacteos

(Arcuri et.al, 2008) e causam rejeicdo por parte da industtmensumidor.

2.4 Protedlise

Conceitualmente, a protedlise esta associada arajudd caseina por acdo de proteases
bacterianas, comumente, produzidas por bactérigsopéficas contaminantes do leite cru
(Dattaet al, 2003).

A atividade psicrotrofica - proteolitica se expegsgrincipalmente, sobre as caseinas (Gebre-
Egziabheret al, 1980), mais especificamente sobre as por¢feslighdas e hidrofilicas da k-

caseina. A caseina ndo é facilmente alteradacpido, permanecendo bastante estavel quando
o leite é pasteurizado. Entretanto, quando ocomemtiangas na acidez do leite, ha rompimento

da estrutura das micelas, o que faz a caseingpeaea formar codgulos (Figura 4).
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Casein micelles Denaturated
(B-lactoglobulin

e W
Whey proteins [ Asn /7 . b:idggs

: ‘C } | /' (B-lactoglobulin)

Figura 4: Desnhaturacéo da k-caseina e formacaoafuto.

Fonte: Adaptado de Tetra Pak, Dairy Processing blaoki(1996)

As enzimas responsaveis pela protedlise séo, emsiwérgica, a plasmina (proteinase alcalina
nativa do leite, analoga a enzima sérica do sargusaeo bovino) e proteinases extracelulares
bacterianas, produzidas por bactérias psicrot®fidaprotedlise originaria da plasmina perfaz

aproximadamente 90% da protedlise total (Barry &ially, 1981; Corassiet al, 2010).

Proteinases extracelulares e a plasmina reagemenléenente com as proteinas do leite e
produzem diferentes peptideos no leite UAT (Haralk997; Gigante, 2004; Silva, 2004;
Vidal-Martins et al, 2005). As enzimas proteoliticas de naturezaebacia agem, em sua
maioria, sobre &-caseina, o que resulta na desestabilizacdo dasasiide caseina e na
coagulacdo do leite, de forma andloga a quimosémeima empregada na coagulacdo
enzimética para obtencdo do queijo. J& a plasrhideglisa principalmente f-caseina @s;-
caseina e, em menor extensdg,-caseina, enquantokacaseina é resistente (Corassiral,
2013). De acordo com o Chest al (2003), o efeito direto desta reagdo proteolitica
aparecimento de sabor amargo no leite devido amw@oude peptideos e de aminoécidos,
especialmente tirosina. Segundo Daw& al (2003), diversos fatores influenciam o
aparecimento da geleificagdo, tais como o moddemsidade do tratamento térmico; fatores de
producdo de leite; qualidade microbiolégica doeleiru; temperatura de armazenamento;
aditivos e/ou teor de gordura, o que torna um &duot da vida de prateleira do produto UAT
devido as mudancas em seu sabor e textura citadesoamente (aumento na viscosidade e

formacéao de gel).
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J& a sedimentacgdo pode ser entendida como a eesdatbilidade proteica do leite submetido a

tratamentos térmicos. A formacdo de sedimentosromde da alta temperatura empregada no

processamento se deve a maior quantidade de @®téésnaturadas e a precipitacdo dos sais
minerais (Silva, 2004 e Vescorgial, 2012).

2.5 Estimativa de custos por perdas na indlstria dgriais

A determinacdo e quantificacdo dos principais dtuistes do leite sdo importantes para os
laticinios, no que diz respeito a elaboracdo damamto por qualidade do leite, as informacdes

aos consumidores e para o controle e a garantjaalelade de derivados e subprodutos.

De acordo com Santos (2011), a lucratividade ddsistnias laticinistas é dependente da
eficiéncia e rendimento da transformacado do laitepeodutos lacteos como o queijo, leite em
poé e leite fluido. Desta forma, o rendimento e aligade dos produtos lacteos sdo dependentes

da composigéo e das propriedades tecnoldgicas lgite apresenta

Na regido Sul do Brasil, um laticinio produtor @i#d UAT apresentou somente no més de
marco, 1126 reclamacdes de consumidores referentdteracées sensoriais no leite UAT.

Cerca de 560.000 litros foram descartados. Em uingede seis meses, 0s custos com trocas
e descarte de leites UAT chegaram a quase R$ QOMO0. Apds investigacdo das possiveis
causas, constatou-se que o problema ocorreu palnmepte devido a protedlise, sedimentacéo e

coagulacéo durante a estocagem.

Como os métodos de andlises microbiolégicas ti@ukis de contagem de micro-organismos
mesofilos em leite UAT levam de 7 a 10 dias, cel@impregado no processo de fabricacdo
desse leite em uma planta industrial pode geraproduto final de qualidade questionavel,

tornando-se improéprio para consumo no decorreudevalidade de prateleira, como foi o caso

do cenério de reclamac®es vivido pelo laticiniaddtacima.

Por esta razdo, a industria de laticinios, a firmdater elevados niveis de qualidade durante a
fabricac&o e producéo de alimentos para o consegqw®, tem aumentado a procura por testes
rapidos para estimativa da qualidade microbiolégics alimentos, visando obtencdo de

resultados rapidos e precisos.

24



Varios testes tém sido propostos, tais como métodosbase em anticorpo e reconhecimento
de acido nucleico, ensaios bioquimicos, enzimétcfisracdo por membrana (Vasavada, 1993;
Fung, 1997, Patel, 1999, Engs¢ al, 2001 e Manzanet al 2005). Atualmente, a técnica de
espectroscopia de absorcdo na regido do infraveor(#R) vem sendo amplamente utilizada
em laboratérios industriais de controle de quakdambsquisa e desenvolvimento, assim como,
em industrias alimenticias, para a andlise quiatita quantitativa dos ingredientes e alimentos
acabados (Wehling, 2010).

Para isso, sera mensurada de forma quantitativevidadle enzimética no leite por meio de
método indireto adaptado descrito por Manzanal. (2005) e andlise sensorial qualitativa do
leite UAT em diferentes tempos de estocagem, ems#gico-quimicos e a contagem

microbiol6gica no leite cru, considerando apenagorbrganismos psicrotroficos.
2.6 Atividade de Aminopeptidase

Segundo Manzanet al., (2005), aminopeptidases sdo enzimas localizada&nhwelope celular
bacteriano, quase que exclusivamente em micro-migas Gram-negativos. A atividade de
aminopeptidase pode ser quantificada em de p-nitroanilina utilizando L-alanina-p-
nitroanilida (incolor) como substrato, o que é praicamente clivada para p-nitroanilina (rosa)
(figura 5). Este composto pode ser detectado tamstrumentalmente por medicdo de
absorvancia (540nm) como visualmente pelo desemwehto de cor nas amostras, 0 que sera

utilizado como método para as anélises realizadsite cru.

AAP
L-Alanine p-Nitroanilide + H,O ————= L-Alanine + p-Nitroaniline
CO++

Figura 5: Reacdo quimica catalisada pela Alaninindpeptidase - AAP.

3. OBJETIVOS

3.1 Obijetivo geral

Avaliar uma metodologia de andlise de leite cru possa ser considerada como um modelo

preditivo de ocorréncia do grau de protedlise.
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3.2 Objetivos especificos

= Correlacionar os parametros de qualidade do leite (teor de gordura, acidez,
crioscopia, pH, densidade, extrato seco desengatduextrato seco total e contagem
de psicrotréficos) com a perda de estabilidadgyeo de protedlise no leite UAT;

= Avaliar a relagéo entre a contagem de psicrotréfioo leite cru com a estabilidade e
grau de protedlise do leite UAT (ndo conformidads)h diferentes tempos de

estocagem;

= Avaliar uma metodologia de andlise por atividadeireatica para uso como modelo
preditivo de perda de estabilidade e grau de pis¢éedo leite UAT estocados em

diferentes tempos.

4. MATERIAL E METODOS

A fase experimental de amostragem e a execucaerdasos (Figura 6) foi realizada em uma
unidade industrial de producao de leite UAT integg@ami-desnatado e desnatado, localizada na
regido Sul do Brasil. A referida unidade capta @eate 400.000 litros de leite por dia, oriundos

de seus fornecedores que somam, atualmente, aea@D produtores.

Preparo de solugbes

&

Ensaios Fisico-quimicos

it e Sonnctrs -4 Contagem de Psicrotroficos

Jeite oris Atividade Aminopeptidase

P

Coleta de amostras
de leite pasteurizado
s

-4 Ensaios Fisico-quimicos

«

Coleta de amostras
de leite UAT

e

Analise Sensorial durante

Eshapasany LT 180 dias de estocagem

-

Compilado de dados

Andlise de Dados Analise estatistica

- A —

Figura 6: Fluxograma geral da fase experimentakewdo dos ensaios analiticos.
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4.1 Amostragem

As amostras foram coletadas durante 22 semanasattivels € agrupadas em Al, A2 e A3,

conforme descrito abaixo:

Al: amostras de leite cru, com volume de 100 macémtam coletadas em duplicata no silo de
estocagem de leite cru da industria apés o degeamnento dos caminhdes, totalizando 44
amostras de leite cru (Figura 7). Os silos de aemagem de leite cru estavam sob constante
agitacao e refrigeracdo controlada (2,5°C). As aragdoram coletadas em frascos plasticos
para andlises fisico-quimicas e em frascos pl&stisiéreis para analise microbiolégica de

contagem de psicrotroficos;

A2: amostras de leite pasteurizado, com volumeGferiL cada, foram coletadas no silo de
estocagem de leite pasteurizado, em frascos mlastgendo correspondentes ao leite cru

anterior, totalizando 22 amostras, uma vez quehoéwe coleta em duplicata (Figura 7);

A3: amostras de leite UAT, com volume de 1000 ndagga envasadas em embalagem estéril
cartonada, oriundas de trés linhas de envase tdstifbl, L2 e L3), as quais produzem
aleatoriamente, leites do tipo integral, semi-degi@me desnatado. Para cada amostra de leite
pasteurizado (A2), foram coletadas 12 amostra®itkee UAT correspondentes a cada amostra

de leite pasteurizado, totalizando assim 264 am®sike leite UAT (Figura 7).
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Filtracdo

Clarificag

Padronizagdo

A1: Coleta de amostras de leite cru (N=44)

A2: Coleta de amostras de
leite Pasteurizado

(N = 22)

A3:Coletade
amostras de UAT
(N=264)

Figura 7: Esquema representativo do fluxo de calataamostras.

As amostras do grupo Al foram fracionadas paraizeg@lo dos ensaios fisico-quimicos,
microbiolégicos (contagem de psicrotroficos) e pandlise de grau de protedlise conforme

descrito adiante.

4.2 Preparo de solucdes para andlise de atividade atizintle aminopeptidase no leite

4.2.1 Solucdo clarificante

A solucao clarificante foi utilizada para melhoeaseparacdo de bactérias a partir de amostras
de leite (Manzanet al, 2005). Esta solucéo foi composta por 0,15 M ADIA(2-acetamido)
imino-diacetic acid a 2,85 ¢/100 mL), 0,5% de Tit¢0,5 g/100 mL) e 0,01% de
Microparticulas de poliestireno (0,01 g¢/100 mL). Diton 100-X foi dissolvido em
aproximadamente 75 mL de agua sob agitacdo. Emdsedaram adicionados 0,15 M ADA
(N-(2-acetamido) imino-diacetic acid) neutralizanl@H para 7,0 com solu¢do de NaOH 40%
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gota-a-gota. Apos, com o auxilio de uma micropipeis microparticulas de poliestireno

previamente diluidas em agua, foram adicionadatugao.

4.2.2 Solugéo 1000 ppm de cloreto de cobalto (GpCl

Composta por Cogha concentragéo de 1 g/L. Para constituicdo dedtgdo, foi dissolvido o

cloreto de cobalto em agua e transferido para Uaoluke 1 L.

4.2.3 Tampao Tris HCI

Composto po 0,1 M de Trizma base (1,21 g/100 mbjaf utilizados 6 mL de solugdo 1000
ppm de CoGl(equivalente a 6 mg de Cdivre). Apés completa dissolugéo do Trizma base em
80 mL de agua, foi adicionado 6 mL de solucéo destd de cobalto 1000 ppm. Em seguida, o
pH foi ajustado para 8,0 com &cido cloridrico 15%.

4.2.4 Solugéo de Substrato

Composta por 0,1 g L-alanimanitroanilida (0,1 g/100 mL). O reagente foi disédd em agua,
transferido para um baldo volumeétrico e a solug@ foi armazenada em geladeira do proprio
laboratorio.

4.2.5 Solucéo acido acético

Composta por acido acético em agua a 20%. Em uéo balumétrico, adicionaram-se 20 mL
de agua destilada, seguido de 20 ml de acido acégtacial. Completou-se o volume para
atingir-se 100 mL.

4.2.6 Solucédo nitrito de sadio

Composta por 0,2 g de nitrito de s6dio em aguad@,20 mL). O reagente foi dissolvido em

agua e em seguida avolumado em baldo volumeétrico.

4.2.7 Solucao de sulfamato de amonio

Composta por 2 g de sulfamato de amdnio em aggal@® mL). O reagente foi dissolvido em

agua e, em seguida, a solucgéo foi avolumada emneléo kolumétrico.
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4.2.8 Solucaon-(1-naftill)-etilenodiamino

Composta por 0,1 g de-(1-naftil)-etilenodiamino em agua (0,1 g/100 mD.reagente foi

dissolvido em 4gua e em seguida a solucéo foi enanda em um baldo volumétrico.

4.2.9 Solucéo de calibracdo da curva padréao

Composta por p-nitroanilida (0,0125 g/L). Ap6s agmem do reagente, este foi transferido para
um baldo volumétrico de 1 litro. Em seguida foicamtiada agua até quase encher o baldo

volumétrico, mantendo sob agitacdo em agitador gtagmaté completa dissolucéo.

4.3 Determinacdes Analiticas

As amostras de leite cru e pasteurizado foram saddds em relagdo a acidez, crioscopia,
gordura, extrato seco total - EST, extrato secerpsdurado — ESD e densidade, segundo a
Instrucdo Normativa n° 68 (Brasil, 2006). Ainda gdeite cru, foi realizada contagem de
psicrotroficos (APHA, 2001) bem como a atividadeiertica de aminopeptidase (expressa em
ug de p-nitroanilina), segundo a metodologia indirstigerida por Manzanet al, (2005).
Amostras de leite UAT foram estocadas por 180 diagalisadas quanto ao grau de protedlise

através de analises sensoriais, conforme desdidota.

4.3.1 Grau de Protedlise no Leite Cru

A andlise do grau de protedlise no leite cru falicada pela medicdo da atividade de
aminopeptidase (expressa cop de p-nitroanilina), utilizando o método indiretdaptado
proposto no estudo de Manzagb al (2005), com leitura instrumental de absorvancia e
540nm, utilizando espectrofotémetro de feixe dupR2700 (Hatch®).

Para esta metodologia de ensaio da atividade etieanéoram consideradas as etapas A — E

descritas abaixo e ilustradas na figura 8.
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Etapa A - Clarificacdo do leite: nesta fase, em cada tidensaio de 50 mL foram adicionados

24 mL de leite cru e 9,6 mL de solugéo clarificafs tubos foram invertidos por 10 vezes.

Etapa B - Separacdo e ressuspensdo dos micro-organispas:aaclarificacdo do leite, as
amostras foram centrifugadas utilizando uma cemgaifrefrigerada de bancada com abertura

para 6 tubos, rotor de fibra de carbono de 20008 g#frigeracao a 4°C, durante 10 minutos.

Etapa C — Pellet bacteriano: a camada de gordura e o rsafl@ete, formados apds a
centrifugacao, foram cuidadosamente retirados. bligaota de 3 mL de solug¢do tampao TRIS
HCI pH 8,0 (Cd? foi adicionada, seguido de agitacdo afim de sgs=uder completamente o

pellet bacteriano localizado no fundo do tubo d@qgra@mente iniciar o ensaio enzimatico.

Etapa D - Ensaio enzimético: Para cada amostra foranzatiis dois tubos de ensaio (tubo
amostra - TA e tubo branco - TB) os quais foranciadados 1,2 mL de suspenséo bacteriana.
Em TA, foram adicionados mais 0,6 mL de solu¢ésudestrato. TB permaneceu sem a adi¢do
do substrato para ser utilizado como branco dasandlA foi incubado em banho-maria a 37°C
por 2 h enquanto TB foi mantido na geladeira deranimesmo periodo. Apos o periodo de
incubacdo, uma aliquota de 0,6 mL de substratadimionada a TB. As amostras contidas em
TA e TB foram centrifugadas a 20000 gf durante li@utos, sob temperatura de 4°C,

imediatamente ap6s o banho.

Etapa E - Preparacéo e Leitura: Apos a centrifugacdopifoétada uma aliqguota de 1 mL do
filtrado e transferida para os tubos que forameados no espectrofotdmetro onde foi realizada
a leitura. Em cada tubo, foram adicionados 8D@e solucédo acido acético 20%, 4@0de
solucdo nitrito de sédio 0,2%, 400 de sulfamato de amonio 2% e 1@0de solucdo n - (1 -
naftil) - etilenodiamino 0,1%. O espectrofotomefm ajustado para leitura a 540 nm. As
variagdes visuais observadas podem variar de taga gara rosa intensa, entretanto o padréo
visual ndo foi considerado neste estudo. A ativaddel aminopeptidase deve ser expressa como

ug de p-nitroanilina.
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Etapa B: Centrifugacéo

Etapa A: :
26 mL Leite cru refrigerado (20.000 gf a4C /10 min)
+
9,6mL Solucéo clarificant [ 1 Etapa C:
] Pellet bacteriano
+
Etapa D: 3mL Tris HCL pH 8,0
N Amostra (TA) ' ‘
1,2 mL suspenséo bacteriana <
[ + 0,6 mL substrato + [ rgfrr?; :&gg)Zh
J banho-mariaa 3C /2 h +
b L 0,6mL substrato
| J

Etapa E - Centrifugagao (20.000 gf &@ /10 min)

Amostra (TA) < [J - < {J -

Branco (TB)

Leitura TA e TB:-
1mL do sobrenadante

> + >
[ (800pl de solucéo acido acético 20%, 40@le solucdo nitrito de sodio 0,29 {
400ypl de sulfamato de amonio 2% e 1W@e solugdo n - (1 - naftil) -
etilenodiamino 0,1%)

Y .\

Figura 8: Representagdo esquematica do ensaio mpaptidase para avaliar a qualidade
microbiol6gica do leite cru.

Fonte: Adaptado de Manzaebal, (2005)

4.3.2 Grau de protedlise de leite UAT

As amostras de leite UAT foram previamente codiféca com dados do lote de producéo,
contendo data e hora de envase, numero do lote tie envase, turno de producao, tipo de
leite (integral, semi-desnatado ou desnatado)a&platvista para realizacdo da andlise sensorial.
Todas as amostras foram mantidas estocadas naapingdstria, em ambiente fechado a

temperatura ambiente de 25 °C.
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Para leite UAT, 264 amostras foram coletadas ecadtés na unidade sob temperatura
ambiente. Deste total de amostras, o grau de pisgede 251 amostras foi mensurado
gualitativamente por avaliagcdo sensorial do leitssiderando aparéncia, odor, sabor e textura
conforme especificaco técnica padrdo definida gglape sensorial do laticinio (Quadro 1). A
amostragem de coleta (264) difere-se da amostrageaitisada devido ao periodo de estocagem
de 180 dias, ou seja, ainda existem amostras esi®cgie irdo ser avaliadas dentro do previsto
para cada tempo de analise sensorial. A avaliagAsosal foi realizada por 2 pessoas que
compdem a equipe técnica previamente treinada dfises sensoriais de leite fluido, do

laboratdrio da unidade industrial beneficiadoraeite, no qual o estudo foi realizado.

Quadro 1: Descricao do padréao sensorial para tes ligitegral, semi-desnatado e desnatado

Tipo Aparéncia*t Odor*2 Sabor*? Textura*3

Pouco a moderado gosto doce,
Textura aparente Moderado a moderado sabor de cozido com

i : N Pouco a
levemente consistente muito odor de moderada permanéncia na bocamoderado
Integral (moderadaformacéo cozido, muito leve gosto salgado,

. . P COrpo na
de pelicula no tubo de auséncia de ausente de gosto acido, sabor de boca
ensaio ao inclina-lo).  odor acido. ranco, metélico. Ausente de '

adstringéncia.
Pouco gosto doce, pouco a
Textura aparente Pouco a moderado sabor de cozido cc
. levemente consistente moderadoodor pouca a moderada permanén
Semi- ~ ; P ada p Poucocorpo
(com poucaformacao de cozido, na boca, muito leve gosto
desnatado - o . . haboca.
de pelicula no tubo de auséncia de salgado, ausente de gosto &ci
ensaio ao inclina-lo).  odor &cido. sabor de ranco, metalico,
adstringente.
Textura aparente Muito pouco gosto doce, pouco
levemente consistente Poucoodor de  sabor de cozido com pouca
Desnatado (com muito pouca cozido, permanéncia na boca, muito Muito pouco
formacéo de pelicula no auséncia de leve gosto salgado, pouca corpo ha boca
tubo de ensaio ao odor acido.  adstringéncia, ausente de gosto
inclina-lo). acido, sabor de ranco, metalico.

*1 Para todos os tipos: cor branca com fundo migt@mente amarelado, ausente de separacédo de
gordura e precipitacdo de proteina.
*2 Para todos os tipos: durante o ano pode api@siene variacado devido a variagées na alimentdgéo

animal.
*3 Corpo na boca significa que ao provar pequenastijdades do produto, tem-se a sensacao de queaa b
esta cheia

Para iniciar a analise sensorial, primeiramentés abrir totalmente a embalagem cortando sua

parte superior, foi observado o critério “Aparénhdigigura 9). Para avaliacdo dos critérios
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“Cor” e “Textura aparente”, uma aliquota de leitei fcolocada em tubo de ensaio

(aproximadamente meio tubo, conforme figura 10).

Figura 9: Padréo de abertura de embalagem deJAitepara analise sensorial.
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Figura 10: Padrdao de Cor e Textura aparente erma AT integral, semi-desnatado e
desnatado.

Para avaliacdo dos critérios “Odor” e “Sabor et 50 mL de leite foram colocados em um
copo plastico descartavel para prova, sem necelssidia engolir a amostra. A cada prova, o
analista sensorial realizou o branco, enxaguandmca com agua potavel a temperatura
ambiente e cheirando um guardanapo de papel. Postente os resultados das andlises

sensoriais foram agrupados conforme escore do gadr

Quadro 2: Escore para classificacdo sensorial dle UAT

Escore Caracteristicas sensoriais*!
1 Sem alteracdo e Sem coagulacad
2 Amargor e Sem coagulagéo
3 Sem altera¢do e coagulado
4 Amargor e coagulado

*1 Considerou-se “Sem altera¢do” quando ndo holieeagdes de odor ou sabor

Para cada tipo de leite (integral, semi-desnatatfesaatado), o indice de ndo-conformidade foi
calculado dividindo-se o numero de amostras natecmes, pelo total de amostras analisadas
no grupo. Este indice indica a incidéncia de ocwmiegde ndo-conformidade para cada tipo de

leite.

A primeira analise sensorial ocorreu ap6s 15 déiaesfocagem das amostras de leite UAT. As
demais repeticbes foram realizadas a cada 15 diagados a partir da primeira analise
sensorial (analises sensoriais com 15, 30, 4575090, 105, 120, 135, 150, 165 e 180 de
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estocagem), totalizando seis meses de estocagentada semana de coleta de leite cru (34
semanas de coleta). A programacao das andlisesriseng(figura 11) foi realizada até
completar os 180 dias de estocagem.

\
eRetirada 1 amostra da estocagem de UAT para 12 analise sensorial (leite
UAT com 15 dias de vida de prateleira)

ePermancem 11 unidades de UAT estocadas, a temperatura ambiente

eRetirada de 1 amostra da estocagem de UAT para 22 andlise sensorial (leite
UAT com 30 dias de vida de prateleira)

ePermancem 10 unidades estocadas, a temperatura ambiente

w

eSucessivamente, a cada 15 dias, as analises sensoriais foram realizadas até
completar o 1802 dia de estocagem, no qual foi realizada ultima analise
sensorial

Figura 11: Programacao das andlises sensoriagstdd@JAT estocado em diferentes tempos.

4.4 Contagem de psicrotroéficos

Paralelamente a analise de grau de protedlisegédizada a contagem de micro-organismos

psicrotréficos no leite cru obtido dos silos deveagem da recepcéo.

O procedimento conforme detalhado abaixo, seguestadwologia sugerida pela Associacédo
Americana de Saude Publica — APHA (2001). Os rada#f foram expressos em UFC/ml ou

UFC/g, unidades formadoras de col6nias por miilita grama de produto.

4.4.1 Técnica para contagem de psicrotroficos

Primeiramente foram preparadas as diluicdes dasteas@ipetando-se, assepticamente, 25 mL
da amostra, e transferindo para um frasco tipanBEréger contendo 225 mL de agua peptonada
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0,1% esterilizada (diluicdo ) A partir desta diluicdo, foram preparadas ddekg decimais

até 1, empregando-se o mesmo diluente.

ApGs a realizacdo das diluicdes decimais, forami@tdos de 15 a 20 mL de agar padrao
fundido e resfriado a temperatura em torno de 45PCplacas de Petri esterilizadas. Apés a
solidificacdo do agar em temperatura ambienteglizada a semeadura utilizando 0,1 mL do
in6culo depositado sobre a superficie do agar corili@ de uma alga de Drigalski. Em

seguida, as placas foram incubadas a temperat®Cddurante 10 dias.

4.4.2 Leitura das placas de psicrotréficos

As contagens foram realizadas utilizando-se umadamtde colbnias, segundo técnica padrao,
em placas com 25 a 250 colbnias, e na sequéncim fefetuados os célculos. Para contagem
dos micro-organismos psicrotroficos, além do nineeraoldnias a ser multiplicado pelo fator
de diluicdo das placas correspondentes, tambépofwiderado multiplicar-se por 10, pois foi
utilizado apenas 0,1 mL de cada diluicdo (consitdzaque o volume inoculado no

plagueamento em superficie € dez vezes menor).

4.5 Anéalises Estatisticas

Os dados referentes ao estudo foram analisadosacantp-se a média e o desvio padréo entre
os tipos de leite integral, semi-desnatado e dadoaipor meio da analise de variancia com
teste de comparagfes multiplas e a correlacdo aesdea 5% de probabilidade. Além disso,

foi realizada uma analise descritiva de tempo emteitura da atividade de aminopeptidase e os
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos avil&am no estudo. Empregou-se, para as

analises estatisticas, o software de Andlises deda Estatistica - Stata (2012).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&ao foi observada diferenca (P > 0,05) entre o@maitros fisico-quimicos avaliados (acidez,
alizarol, pH, extrato seco total, extrato seco dgsedurado e densidade) para leite cru e
pasteurizado, quando comparado com seus respedidites UAT classificados como
conformes e ndo-conformes (Tabela 8). Amostrascoéafermes sdo aquelas que apresentaram
caracteristicas sensoriais alteradas durante aagsim, tais como alteracdo de sabor, odor,

aparéncia e/ou formacéao de coagulo.
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Tabela 8: Médias e desvio padrdo dos parametrazo-fijsiimicos avaliados em leite cru e
pasteurizado para cada grupo de UAT conforme eoéferme

Leite Cru Leite Pasteurizado
Parametros UAT UAT UAT UAT
Conforme Nao-conforme Conforme Nao-conforme
Acidez (D) 15,2 + 0,38 15,3 + 0,45 15,1 +0,37 15,0 + 0,42
Alizarol (GL) 76 +0,74 75,8 +1,23 80+0,0 80+0,0
Crioscopia®) 0,539 + 0,003 0,538 +0,002  0.544£0,004 0,545+ 0,003
Gordura (%) 3,9+0,17 3,9+0,13 2,8 £0,9 22+13
pH 6,75 + 0,05 6,75 + 0,05 6,8 + 0,05 6,8 + 0,03
EST (%) 12,6 +0,25 12,57 + 0,28 11,4+ 0,95 10,8 £1,29
ESD (%) 8,68 +0,11 8,67 +0,17 8,6 +0,13 8,6 +0,14

Densidade (g/mL) 1030,5 + 0,38 1030,5 + 0,61 1031,2 +0,73 1031,7+1,24

A diferenca observada no teor de gordura do leisteurizado deve-se ao fato das amostras
pertencerem a trés tipos de leite (integral, sexairdtado e desnatado) e neste momento ja estédo
padronizadas para o teor de gordura correspondecdgla tipo a ser produzido. As pequenas
variagdes de crioscopia em relacao a leite cristepazado estdo associadas a adi¢do de citrato
e fosfato, estabilizantes proteicos permitidos petgslacédo (Brasil, 2002) para suportarem o
processo térmico envolvido na producdo de leite§ . UBemais valores obtidos nas analises
estiveram de acordo com a legislacdo disposta staug@o Normativa 62 (Brasil, 2011) e
apresentaram variacbes semelhantes as observaddslpeMartinset al, (2005) para o leite

cru, utilizado para fabricacéo de leite longa vida.

N&o houve diferenca estatistica significativa eatmrrelacdo (P<0,05) dos parametros fisico-
guimicos, contagem de psicrotroficos e leituratdedade de aminopeptidase tanto no leite cru
guanto no leite pasteurizado (Tabela 9). Entrethatwo nimero de repeti¢cdes (n) pode gerar

incerteza no resultado apresentado, o que faz st#a resultados sejam desconsiderados.

Lopez Fandificet al, (1993), citado por Cunha, (2001) afirmam que)é&tem estudos que
indiqguem que extensado da protedlise é influengedia teor de gordura presente no leite UAT,
em que a velocidade da protedlise das amostrasitdelUHT desnatadas € superior a de leite

integral. Entretanto neste estudo, nédo foi possimestatar esta condicao.
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Tabela 9: Correlacao entre parametros fisico-quisnicontagem de psicrotroficos e leitura de
atividade de aminopeptidase no leite cru e pagizdwi

Leite Cru Leite Pasteurizado
Parametros (n=22) (n=20)

Aminopeptidase Psicrotroficos Aminopeptidase Psicrotroficos
Psicrotroficos -0,286 1 -0,198 1
Acidez 0,073 0,300 0,032 0,287
Alizarol -0,137 -0,077 - -
Crioscopia 0,154 -0,015 0,097 -0,048
Gordura -0,381 -0,113 -0,27 0,207
pH -0,04 0,158 -0,206 0,274
EST -0,237 -0,157 -0,242 0,226
ESD -0,014 -0,170 0,206 0,192
Densidade 0,083 -0,163 0,348 -0,084

Na figura 12 observa-se que do total de 251 anwstealeite UAT avaliadas na andlise
sensorial, 79% foram classificadas como "Conforrem alteragdo sensoriais) e 21% (53
amostras) como “Nao-conforme” (fora do padrdo sem3o Considerando a contagem de
psicrotréficos, foi observada média de 9,5xWEC mll para amostras de leite cru que deram
origem a leites UAT classificados como conformesnédia de 15,2xTOUFC mll para

amostras de leite cru que deram origem a leites tlAgsificados como ndo-conformes.

M 198 amostras dentro
do padrao (Conformes)

¥ 53 amostras fora do
padrao (Ndo -conforme)

Figura 12: Percentual de conformidade do leite &&fbcado em diferentes tempos.
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Na tabela 10, pode-se observar a distribuicdo destas dentro e fora do padréo, por tipo de
leite, representadas pelo indice de conformidadesi@erando as amostras conformes (79%),
observa-se que o indice de conformidade para asteraale leite integral, semi-desnatado e
desnatado, foram respectivamente, 85%, 17% e 63%.para as amostras ndo-conformes,
verifica-se que o maior indice (83%) ocorreu pafaite tipo semi-desnatado, o que pode ser
explicado pelo fato das 12 amostras de leite sesmatado UAT estocadas pertecencerem a um
mesmo lote no qual a contagem de psicrotréficoseite cru correspondente foi de 2,010
UFC mf1, enquanto a média dos outros tipos de leiteddi,dx18 UFC mil. Segundo Cunha
(2001), maior rapidez no aparecimento da alterdedgabor (amargor) e a caracteriza¢do destas
amostras como ndo-conformes, mais precocements(dos 45 dias de estocagem) do que as
dos outros grupos (apds 45 dias de estocagem)asst@iado aos niveis de contaminacdo de

micro-organismos psicrotroficos.

O maior nimero de amostras analisadas de leite lo#€gral ocorreu em funcdo da maior
producdo deste leite pelo laticinio utilizado negente estudo. Apesar do menor namero de
amostras analisadas de leite semi-desnatado,ceeri§ie maior ocorréncia de ndo conformidade

neste tipo de leite UAT.

Tabela 10: indice de conformidade segundo an&tissasial por tipo de leite UAT

o .
. . Total de IS Ne de amostras Indice de ndo-conformidade
Tipo de leite amostras ~ .
amostras UAT nao-conformes por tipo UAT
conformes
Integral 203 172 31 15%
Desnatado 36 24 12 33%
Semi-desnatado 12 2 10 83%

De acordo com o agrupamento de escores (1 a 4Aidogeo estudo, observa-se que contagens
de psicrotréficos no leite cru acima de 9,5XIFC mil (Tabela 11), ja sdo suficientes para
alterar o padrdo sensorial do leite UAT ao quahrorestinados e que ndo necessariamente,
caracteristicas relacionadas a alteracdo de sabww emargor, deverdo vir acompanhadas da
presenca de coagulagdo. Segundo Detttal (2003), a k-caseina localizada na superficie da
micela de caseina é preferencialmente hidrolisadeta hidrélise causa o desenvolvimento de
gosto amargo e induz o aumento da viscosidade esemtual formacéo de coagulacdo do leite
UAT/ UHT (Cunha, 2001), quando submetido a prolalegperiodo de armazenamento. Isto
pode explicar a ndo ocorréncia de coagulacdo nastean classificadas no escore 2, apesar da

contagem de psicrotréficos de 1,75%XLFFC mi1.
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Durante os ensaios de andlise sensorial, notaradifsentes intensidades para o atributo
amargor, com percepgado mais intensa nas amostiagelsemi-desnatado e desnatado, o que
provavelmente esta atribuido ao menor teor de gardue facilita a percepcdo do amargor
guando em baixa intensidade (média de gordura ¥ Para leite integral, 1,1% para semi
desnatado e 0,2% para desnatado). Entretanto,ag#teto ser4 considerado neste estudo
apenas como um fator qualitativo, indicando a prggeou auséncia de amargor. Observa-se
ainda, que todas as 31 amostras que compde otatdlflmargor e Coagulado) apresentaram
estas caracteristicas no intervalo entre 90 e 186, @lteracdes esperadas decorrentes do
periodo final de vida util do produto, estimadogpa20 dias, em que ocorre a desestabilizacao
das micelas de caseina induzida por modificac@afguimicas (Cunha, 2001). Fernandes
al., (2012) encontraram correlacdes siginificativasrees psicrotroficos e a fracdo k-caseina,
indicando que quanto maior o niumero de bactériagagbsdficas no leite cru, maior foi a
quantidade de fracdes k-caseina encontradas moldeiga vida ao final da vida de prateleira
(aos 120 dias).

Tabela 11: Contagem média de psicrotroficos palasensorial de classificagdo do leite UAT

Amostras Contagem de psicrotroéficos

Escore Caracteristicas N (%) (UFCx mi1)
1 Sem alteragcdo e Sem coagulacao 198 (79%) 9/5x 10
2 Amargor e Sem Coagulacao 11 (4%) 1,75 x 16
3 Sem alteragéo e Coagulado 11 (4%) 1,18% 10
4 Amargor e Coagulado 31 (12%) 1,57 x 16

As médias de leitura da atividade de aminopepti(ssorvancia em 540nm) e as contagem de
psicrotréficos do leite cru para cada tempo deceg®m em que foi realizado a analise
sensorial (15 a 180 dias), estdo representadasagasmostras conformes e ndo-conformes
(Figura 13). Pode-se observar que a contagem idefpsficos, em média, variou de 1,26 -
2,1x16 UFC mil1 e 4,3 x10a 1,08x16 UFC ml1 para leites crus correspondentes aos leites
UAT néo-conformes e conformes, respectivamente. bSovancia de aminopeptidase
correspondente ag de p-nitroanilina variou para amostras nao-conésrde 0,463 — 0,531
(2,82 — 3,24ug de p-nitroanilina) e para amostras conformes 48%0;- 0,675 (3,04 — 4,1y

de p-nitroanilina). Valores semelhantes e/ou mpitiximos de leitura, foram observados para
leites conformes e ndo-conformes, diferenciandpaapenas na contagem de psicrotréficos,
0 que indica que leituras de aminopeptidase naerdeser utilizadas como classificatérias para

se prever o tempo e o padrdo (conformidade ou oéfmonidade) de leites UAT.
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Figura 13: Médias de leitura de aminopeptidaseofaacia) e contagem de psicrotréficos de
leites cru e tempo de andlise de leite UAT corredpote.

A figura 14 apresenta o tempo de estocagem emajjaetectada a primeira alteragao sensorial
do leite UAT. A leitura da atividade de aminopea$id (absorvancia em 540 nm) nas amostras
de leite cru que corresponderam apenas aos le&sndo-conformes (figura 14) foi detectada
entre 0,188 - 0,814 (1,14 - 4,99 de p-nitroanilina) e a contagem de psicrotréficbservada
para o0 mesmo grupo foi de 6,081 2,2x10 UFC ml1l. Amostras de leite desnatado e semi-
desnatado apresentaram amargor com 45 dias deagstoce contagem de psicrotroficos de
2,0x10 UFC mil e 2,2x10 UFC mi1, respectivamente. Vidal-Martis al. (2005) também
observaram contagens médias acima d&JEC mil e aumento da protedlise no decorrer do
armazenamento apoés 60 dias de estocagem, provanelmdacionados a presenca de proteases

de bactérias psicrotréficas do leite cru.

Na indastria em que foi realizado o presente estadpartir de 120 dias jA eram esperadas
caracteristicas que tornavam o leite UAT integéad-oonforme. Entretanto, algumas amostras
de leite integral apresentaram alteracdo senswial apenas 60, 75 e 90 dias de estocagem.
Cunha (2001) e Manzaret al, (2005) consideram contagens de psicrotréficomadaie 16
UFC mL?, suficientes para garantir niveis significativeseshzimas extracelulares e problemas
decorrentes de sua presenca. Considerando apemasoagas ndo-conformes (figura 14), a
média de psicrotréficos no leite cru correspondémit@,2x1¢ UFC mil e 2,0x18 UFC mi1,
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respectivamente para leite desnatado e semi-désnatantagens que podem justificar o indice

de ndo-conformidade nas amostras de leite UATicalas.

De acordo com Vidal-Martinst al, (2005) e Fernandes al, (2012), altas contagens sugerem
que as alteracbes sensoriais observadas sdo deesrrele atividades enzimaticas,
principalmente enzimas extracelulares, particulatmépases e proteases, produzidas por estas
bactérias contaminantes do leite, que ainda, quéda Util do produto esta diretamente

relacionada com a qualidade higiénica da matémagpr
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Leitura da atividade de aminopeptidase (absorvancia em 540nm)

Figura 14: Médias de leitura de aminopeptidaseofaBacia) e contagem de psicrotréficos de
leites cru e tempo de andlise de leite UAT corredpaote, em que foi observada a primeira
alteracdo sensorial para os diferentes tipos tie lei

Os resultados obtidos podem ter sido influenciguel® baixo numero de repeticbes e por
possiveis variagfes sazonais ndo contempladasrene estudo. Assim, sugere-se que nNovos
trabalhos sejam realizados com amostragem maissemativa a fim de validar este método
como uma alternativa de baixo custo para detecegwatedlise e perda de estabilidade de leite

UAT por testes de rotina de facil realizacéo.
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6. CONCLUSOES

Os parametros de qualidade do leite cru (teor adduga, acidez, crioscopia, pH, densidade,
extrato seco desengordurado, extrato seco total)nfil@enciaram a ndo conformidade de leite

UAT (perda de estabilidade e o grau de protedlise);

AlteragOes sensoriais de leites UAT relacionarara-s®ior contagem de psicrotroficos no leite

Cru;

Alteracdes sensoriais de leites UAT foram detectantam periodos curtos de estocagem e

relacionadas a altas contagens de psicrotroficagigarcru;

A atividade da aminopeptidase néo foi capaz deizgedcorréncia de protedlise em leite UAT

e nédo teve correlacdo com a contagem de psiciatgdéim leite cru.
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ANEXO 1 - CUSTOS DOS REAGENTES UTILIZADOS NA METOROGIA DE
ATIVIDADE ENZIMATICA DE AMINOPEPTIDASE

Custo da metodologia de mensuracdo da atividadeatiza de aminopeptidase considerando
apenas os custos dos reagentes utilizados paraanatise (Custo dos reagentes por ensaio foi
de R$ 1,70 por andlise).

Reagentes Custo (R$/analise)

0,15 M ADAN-(2-acetamido)imimo-diacetic acid) 1,27
0,5% Triton X-100 0,01
0,01 Microparticulas de Poliestireno 0,06
0,1 M Trizma Base 0,05
L-alanina-p-nitroanilida 0,30
Acido Acético 0,001
Nitrio de Sédio 0,001
Sulfamato de Aménio 0,001
n-(1-naftill)-etilenoiamino 0,01
Custo total de reagentes por analise realizada R$ 1,70

Fonte: Dados pessoais
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