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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da temperatura e do tempo de
armazenamento de amostras de leites cru, pasteurizado e UAT, em relagdo ao indice de CMP, por
meio da CLAE. Os pardmetros avaliados foram a altura do pico de CMP por CLAE, a acidez
titulavel, o pH, a enumeragdo de micro-organismos aerdbios mesofilos e psicrotroficos. Foram
coletadas seis amostras de leite cru, que foram subdivididas em frascos plasticos estéreis e
armazenadas nas temperaturas de 6°C e -12°C durante o periodo maximo de quatro dias. As
analises de composicdo quimica e contagem de células somaticas foram efetuadas em equipamento
eletronico Bentley CombSystem 2300. O leite pasteurizado foi obtido a partir das amostras de leite
cru que foram submetidas a temperatura de 65°C por 30 minutos. Foram posteriormente
subdivididas em frascos plasticos estéreis e armazenadas nas temperaturas de 6°C e -12°C durante o
periodo méximo de oito dias. Avaliou-se também, a auséncia de Salmonella spp., 0 nimero mais
provavel (NMP) de coliformes a 30/35°C e 45°C e a atividade das enzimas fosfatase alcalina e
peroxidase. As amostras de leite UAT pertencentes a seis lotes de produgdo foram armazenadas, nas
proprias embalagens, nas temperaturas de 21, 6 e -12°C durante o periodo méaximo de 120 dias. O
delineamento adotado foi blocos casualizados com arranjo fatorial. Observando o sistema
hierarquico no arranjo fatorial 2x5 para as amostras de leite cru e pasteurizado. Adotou-se para o
leite UAT o arranjo fatorial 3x5. Foram realizadas seis repeti¢es do experimento. Os tratamentos
utilizados foram submetidos a analise de variancia e posterior comparagdo de suas médias, por meio
do teste Student-Newman-Keuls (SNK) ao nivel de 5% de significancia. Concluiu-se que as mostras
de leite cru armazenadas a 6°C até quatro dias e as de leite pasteurizado conservadas a -12°C até
oito dias podem ser avaliadas em relacdo ao indice de CMP sem que ocorra prejuizo dos resultados.
A deteccdo de fraude por adicdo de soro lacteo em leite UAT pode ser detectada tdo somente logo
apos o envase devido a prote6lise progressiva que ocorre durante o periodo de validade do produto.
Caso ndo seja possivel a analise imediata, recomenda-se que as amostras sejam congeladas. A
pesquisa do indice de CMP por CLAE é muito precisa (CV=1,9%) e indiferente as condi¢des de
armazenamento e teor de CMP das amostras.

Palavras-chave: leite cru, leite pasteurizado, leite UAT, altura do pico de CMP, cromatografia
liquida de alta eficiéncia, temperatura de armazenamento, tempo de armazenamento.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the influence of temperature and storage time of
samples of raw milk, pasteurized and UHT milk, compared to the ratio of CMP by HPLC. The
parameters evaluated were the peak height of CMP by HPLC, acidity, pH, the enumeration of
micro-organisms aerobic mesophilic and psychrotrophic. Six samples of raw milk were collected,
subdivided into sterile plastic bottles and stored at temperatures of 6°C and -12°C for a maximum
period of four days. Analyses of chemical composition and somatic cell counts were made on
electronic equipment Bentley CombSystem 2300. Pasteurized milk was obtained from the raw milk
samples that were subjected to a temperature of 65°C for 30 minutes. Posteriorly were subdivided
into sterile plastic bottles and stored at temperatures of 6°C and -12°C for a maximum period of
eight days. It was analyzed also the absence of Salmonella spp., the most probable number (MPN)
of coliforms at 30/35°C and 45°C and the enzymes activity of alkaline phosphatase and peroxidase.
UHT milk samples from six production batches were stored in the packaging itself, at temperatures
of 21, 6 and -12°C for a maximum period of 120 days. The study design was randomized blocks
with factorial arrangement. Noting the hierarchical system in a 2x5 factorial arrangement for the
samples of raw milk and pasteurized. Adopted for whole milk UHT the 3x5 factorial design. Were
performed six repetitions of the experiment. The treatments were subjected to analysis of variance
and subsequent comparison of their means, through the Student-Newman-Keuls (SNK) at the 5%
significance level. It was concluded that the samples of raw milk stored at 6°C up to four days and
pasteurized milk stored at -12°C up to eight days may be assessed in relation to an index of CMP
without prejudging the results. The detection of fraud by the addition of whey in UHT milk so can
be detected only after the filling phase due to proteolysis that occurs during the period of validity of
the milk. If it is not possible for immediate consideration, it is recommended that samples be frozen.
The search index CMP by HPLC is very precise (CV=1.9%) and indifferent to the conditions of
storage and content of the CMP samples.

Keywords: raw milk, pasteurized milk, UHT milk, peak height of CMP, high efficiency liquid
chromatography, storage temperature, storage time
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1. INTRODUCAO

O leite é considerado um alimento completo
por conter proteinas de elevado valor
nutricional, gorduras de facil digestdo, ser
fonte de agucares, vitaminas e sais minerais.
Constitui-se  matéria-prima de  extrema
versatilidade tecnoldgica, devido a sua
composicdo, cujos constituintes, de modo
isolado ou em conjunto, proporcionam um
grande nimero de derivados.

As caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais
do leite e de seus derivados sdo influenciadas
pela protedlise que, além de conferir
caracteristicas diferenciadas que favorecem a
qualidade do produto final, podem ser
tecnologicamente indesejaveis, por produzir
uma variedade de aromas e sabores
desagradaveis, reducdo do rendimento de
gueijos e geleificacdo em leite esterilizado
comercialmente por ultra alta temperatura
(UAT), limitando assim, a qualidade dos
produtos lacteos.

A atividade proteolitica do leite pode ter
origem de enzimas enddbgenas, como a
plasmina ou proteases de leucdécitos presentes
no leite, de enzimas (renina) adicionadas
durante o processo de fabricacdo de queijos ou
de micro-organismos psicrotroficos, que
produzem proteases extracelulares liberadas
no leite e contribuem de maneira significativa
para a degradacg&o de proteinas (Santos, 2003).

O mecanismo de agdo das proteases é similar a
coagulacdo do leite pela renina. Como
consequéncia dessa similaridade entre a agdo
proteolitica das  proteases  bacterianas
psicrotroficas e a coagulacdo pela renina tem-
se a dificuldade de se pesquisar o indice de
Caseinomacropeptideo (CMP), uma vez que
ndo se consegue diferenciar o leite (cru,
pasteurizado ou UAT) com protedlise
avancada do leite adicionado de soro de lacteo

(Fukuda, 2003). Deve-se considerar, também,
gue essas enzimas Sdo termoresistentes e
possuem acdo continuada em leite
pasteurizado e UAT.

A pesquisa do indice de CMP é um método
analitico fisico-quimico oficial, para controle
de fraude por adicdo de soro ao leite e
produtos l4cteos. Baseia-se na deteccdo e
quantificacdo de CMP proveniente da acéo
proteolitica de enzimas por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) com separacdo em coluna de filtracéo
em gel e deteccdo em ultravioleta (UV)
(Brasil, 2006 (a)).

A CLAE, metodologia oficial e consagrada
pela literatura, deve ser aplicada como analise
de rotina para a determinacdo do indice de
CMP, tendo em vista a fraude por adicdo de
soro lacteo, a atividade de proteolitica, o
controle da qualidade da matéria-prima e do
produto acabado.

Os servicos de fiscalizacdo de produtos de
origem animal no Brasil, seja federal ou
estadual, tém como procedimento usual a
remessa de amostras de leite congelado, logo
apo6s a coleta, para a pesquisa de soro por
CLAE. Porém, o congelamento das amostras
pode afetar os resultados do teor de CMP,
sendo necessaria a continuagdo desta linha de
pesquisa com a ampliacdo do universo
amostral e segmentacdo de varidveis de
estudo.

O presente trabalho teve, portanto, o objetivo
de avaliar a influéncia da temperatura e do
tempo de armazenamento de amostras de
leites cru, pasteurizado e UAT, em relacdo ao
indice de CMP, por meio da CLAE.
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2. REVISAO DE
LITERATURA
2.1. Leite

Leite, sem outra especificagdo, € o produto
oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em
condicdes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. O leite de outras
espécies deve denominar-se segundo a espécie
da qual proceda (Brasil, 1997).

O leite é um sistema coloidal constituido por
uma solucdo aquosa de carboidratos (5%),
lipidios (3,9%), proteinas e substancias
nitrogenadas ndo protéicas (3,2%), sais
minerais (0,7%), vitaminas, enzimas e
pigmentos (Riel, 1991). Os elementos solidos
(gordura, carboidratos, proteinas, sais minerais
e vitaminas) representam aproximadamente
13% do leite e a dgua, aproximadamente 87%.
Esses elementos, suas distribuicbes e
interacOes sdo determinantes para a estrutura,
propriedades funcionais e aptiddo do leite para
processamento. As micelas de caseina e 0s
glébulos de gordura sdo responsaveis pela
maior parte das caracteristicas fisicas,
estrutura e cor encontradas nos produtos
lacteos (Brito et al., 2005 (a)).

No ano de 2007, de acordo com Food and
Agriculture Organization (FAQ), o Brasil foi
classificado como o sexto maior produtor
mundial de leite, com producdo anual de
aproximadamente 25.500 milhdes de litros de
leite. Sendo, deste total, 17.889 milhdes de
litros submetidos aos Servicos de Inspegdo
Federal (SIF). Os principais produtos obtidos
a partir da industrializacdo do leite em
estabelecimentos sdo o queijo (34%), seguido
do leite UAT (26%), leite em pé (18%) e leite
pasteurizado (7%) (Embrapa, 2008).

A qualidade insatisfatéria do leite produzido
no Brasil é um problema de ordens social,
cultural e econdbmica. Ao se promover uma
melhoria na qualidade, deve-se levar em conta
que o controle inicia-se no processo de
producdo na fazenda, por meio da aquisigéo e
manutencdo de animais saudaveis e um
manejo higiénico e sanitario adequado. Nas
etapas de industrializacdo, distribuicdo e
comercializacdo, sdo varios os cuidados que
devem ser tomados, devendo-se fazer um
esforco integrado para garantir a qualidade do
produto  final.  Consequentemente, 0
investimento em  qualidade  beneficia
diretamente o produtor que recebe melhor
devido ao pagamento por qualidade, a
industria que tem maior rendimento e controle
dos processos de beneficiamento de leite e
producgéo de derivados e o consumidor por ter
a oportunidade de adquirir um produto
saboroso, nutritivo e seguro (Andreatta, 2008).

Considerando a necessidade de
aperfeicoamento e modernizacdo da legislagdo
sanitaria federal sobre a producdo de leite, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), publicou em 2002, a
Instrucdo Normativa n°® 51, que aprova 0s
Regulamentos ~ Técnicos de  Producéo,
Identidade e Qualidade de diferentes tipos de
leite e 0 Regulamento Técnico da Coleta de
Leite Cru Refrigerado e seu Transporte a
Granel (Brasil, 2002). Estes regulamentos tém
como objetivo promover a melhoria da
qualidade do leite; oferecer ao consumidor um
produto de melhor qualidade; aumentar a
renda do produtor rural (pagamento por
qualidade); agregar valor aos produtos l4cteos;
melhorar o rendimento industrial (matéria-
prima de melhor qualidade); permitir o acesso
e aumentar a competitividade em novos
mercados (Costa, 2007).
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2.1.1 Leite cru refrigerado

Leite cru refrigerado é o leite refrigerado,
mantido na temperatura maxima de 7°C na
propriedade rural, em tanques de refrigeracéo
individuais ou comunitarios e de 10°C no
estabelecimento processador, e transportado
em carro-tanque isotérmico da propriedade
rural para um posto de refrigeracéo de leite ou
estabelecimento industrial adequado, para ser
processado. Deve apresentar requisitos
fisicos, quimicos, microbioldgicos, de
contagem de células somaticas e de residuos
guimicos de acordo com os Anexos | e Il, nos
quais estdo também indicados os métodos de
analises e freqliéncias correspondentes (Brasil,
2002).

Visando a conservacdo da qualidade do leite
cru refrigerado até a recepgdo em
estabelecimento  submetido & inspecdo
sanitaria oficial, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e  Abastecimento  (MAPA)
estabeleceu que o tempo transcorrido entre a
ordenha inicial e seu recebimento no
estabelecimento  que vai  beneficia-lo
(pasteurizagdo, esterilizagdo, etc.) deve ser no
méaximo de 48 horas, independentemente do
seu tipo, recomendando-se como ideal um
periodo de tempo ndo superior a 24 horas
(Brasil, 2002).

A racionalizacdo da coleta e do transporte do
leite até a indUstria € uma tendéncia mundial,
beneficiando toda a cadeia do leite. A
refrigeracdo do leite, imediatamente apds a
ordenha, visa diminuir a multiplicacdo de
bactérias  mesofilicas que causam a
acidificagdo. Entretanto, isso levou ao
favorecimento da multiplicacdo da microbiota
psicrotrofica presente na matéria-prima. Nesse
processo de conservacdo do leite pelo frio,
recomenda-se que, na segunda hora apés a
ordenha, a temperatura deva estar a 4°C,
condicdo esta que favorece a proliferacdo de

micro-organismo psicrotréficos (Fagundes et
al., 2004).

Fonseca (2005), avaliando a qualidade de leite
cru refrigerado, verificou que a estacdo
climética influéncia a composicdo do leite,
havendo elevacdo dos teores percentuais de
gordura, proteina e solidos totais durante os
periodos de seca (outono e inverno). A
contagem de células somaticas (CCS) esta
relacionada com o aumento nos teores de
gordura e a reducdo nos teores de lactose. A
contagem bacteriana apresentou maiores
valores nos periodos de chuva (dezembro a
marco), devido & maior contaminagéo durante
0 verdo em decorréncia das maiores umidades
e elevadas temperaturas, sendo essas,
caracteristicas que favorecem o crescimento
bacteriano.

Dentre 0s micro-organismos contaminantes do
leite, 0 grupo dos psicrotréficos, os quais
podem ser classificados pela sua capacidade
de multiplicacdo em temperatura abaixo de
7°C, independentemente da temperatura 6tima
de crescimento, tem importancia crescente em
funcgdo da refrigeracdo do leite cru na fazenda,
durante o transporte e até o momento do
processamento. Quando o leite € mantido em
refrigeracdo, depois de 48 horas, ocorre
intensa producdo de proteases e lipases, as
quais degradam a proteina e a gordura do leite,
respectivamente.  Essas  enzimas  séo
sintetizadas por leucécitos e pelos micro-
organismos  contaminantes  do leite,
destacando-se a termo estabilidade como a
caracteristica mais importante, o que significa
que a sua atividade hidrolitica permanece
mesmo ap6s o leite ser submetido a
tratamentos térmicos, como pasteurizacdo e a
ultra-alta  temperatura. Em relacdo a
degradacdo de proteinas do leite, 0 grupo mais
sensivel a acdo de proteases é a caseina e as
alteracbes podem ser identificadas por
consumidores na forma de coagulacéo parcial
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ou mesmo pelo aumento da viscosidade do
leite (Santos, 2007).

Lorenzetti (2006) observou que, durante a
estocagem do leite cru, as contagens de micro-
organismos psicrotréficos aumentaram mesmo
com o leite sob temperatura de refrigeracéo,
sugerindo que um tempo minimo de
estocagem para a matéria-prima deve ser meta
dos laticinios. Além dos micro-organismos
psicrotréficos, também se pode observar um
aumento das contagens totais de micro-
organismos, de Pseudomonas spp., de
termoduricos meséfilos e psicrotréficos e de
esporos mesofilos e psicrotroficos que
diminuem a qualidade do leite (Savindo,
2007).

2.1.2 Leite pasteurizado

Leite pasteurizado é o leite fluido elaborado a
partir de leite cru refrigerado, que apresente as
especificagdes de producdo, de coleta e de
qualidade dessa matéria-prima e que tenha
sido transportado a granel at¢é o
estabelecimento processador (Brasil, 2002).

Leite pasteurizado, quando destinado ao
consumo humano direto na forma fluida, deve
ser submetido a tratamento térmico na faixa de
temperatura de 72°C a 75°C durante 15 a 20
segundos, sendo considerada  como
pasteurizacdo rapida classica. O tratamento
térmico  ocorre em  equipamento  de
pasteurizacdo a placas, dotado de painel de
controle com termo-registrador e termo-
regulador automaticos, valvula automética de
desvio de fluxo, termémetros e torneiras de
prova, seguindo-se resfriamento imediato em
aparelhagem a placas até temperatura igual ou
inferior a 4°C e envase em circuito fechado no
menor prazo possivel, sob condicGes que
minimizem contaminag¢Ges. Outros bindmios
podem ser utilizados para o tratamento

térmico acima descrito, equivalentes ao da
pasteurizacdo rapida cléssica e de acordo com
as indicacdes tecnoldgicas pertinentes, visando
a destinacdo do leite para a elaboracdo de
derivados lacteos (Brasil, 2002).

Apls a pasteurizacdo, o0 produto assim
processado deve apresentar teste negativo para
fosfatase alcalina, teste positivo para
peroxidase e Numero Mais Provavel de
coliformes 30/35°C menor que 0,3 mililitro de
amostra (NMP/mL) (Brasil, 2002).

Savindo (2007) observou que tanto o tempo de
estocagem do leite cru refrigerado como a
temperatura de armazenamento do leite
pasteurizado afetou a qualidade e a vida de
prateleira dos produtos. Assim, quanto
menores 0 tempo de armazenamento do leite
cru e a temperatura de estocagem do leite
pasteurizado, melhor a qualidade do produto.

Paiva (2007) avaliou 151 amostras de leite
pasteurizado que apresentaram média de
enumeragdo de coliformes a 30°C de
60,90NMP/mL. Considerando o pardmetro
para amostra indicativa da IN 51/2002 (M=4),
113 amostras (74,83%) ndo atenderam ao
padrdo. Destas, 29 (25,66%) apresentaram
resultado positivo para a pesquisa de fosfatase
alcalina. A enumeragdo de coliformes
termotolerantes (45°C) apresentou média de
24, 7NMP/mL. Considerando o plano de
amostragem para coliformes 45°C (M=2), 80
amostras (52,98%) estavam ndo conformes. A
contagem de micro-organismos mesofilos
aerébios, em média, foi de 1,38x10°UFC/mL.
Sessenta amostras (39,74%) apresentaram
resultado maior do que 2,5x10°UFC/mL
(M=8x10°UFC/mL). A mensuragio do
nimero de micro-organismos mesofilos
aerobios do leite pasteurizado serve como
auxilio na avaliacdo da qualidade e
conservagéao.
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2.1.3 Leite
(UAT)

Ultra Alta Temperatura

Leite UAT ¢é o leite homogeneizado que foi
submetido, durante dois a quatro segundos, a
uma temperatura entre 130 e 150°C, mediante
um processo térmico de fluxo continuo,
imediatamente resfriado a uma temperatura
inferior a 32°C e envasado sob condi¢do
asséptica em embalagens  estéreis e
hermeticamente fechadas (Brasil, 1996).

Os maiores problemas encontrados na
producdo de leite UAT sdo a coagulacdo
durante o processo de tratamento térmico e
gelatinizagdo e/ou sedimentacdo durante o
armazenamento (Singh e Creamer, 1992)

O aquecimento do leite pode ser responsavel
também pela desagregacdo das micelas de
caseina, resultando em um aumento da
protedlise e alteracbes das propriedades
reoldgicas do leite. Nesta fase, o ponto de
maior controle é o binémio tempo-
temperatura, que garante a esterilizacdo
comercial. A aplicacdo de temperaturas
inferiores as estabelecidas é indesejavel por
ndo se garantir a esterilizagdo comercial e
acima pode causar problemas tecnoldgicos
como protedlise, interferindo no sabor,
geleificagdo, formagdo de sedimentos, perda
do valor nutricional e escurecimento (Bastos,
1999)

O tratamento UAT tem sido amplamente
adotado em laticinios, sendo bastante aceito
pelos consumidores, devido & facilidade de
estocagem do leite UAT em temperatura
ambiente e maior vida de prateleira. Isso
possibilita a inclusdo do leite na compra
mensal do consumidor, ndo necessitando
adquiri-lo  diariamente, como o leite
pasteurizado (Viegas et al., 2006).

Rossi Janior et al. (2006) verificaram que a
populacdo de micro-organismos mesofilos
apresentaram ndmeros na ordem de 10" e
10°UFC/mL no leite cru, entre 10° e
10°UFC/mL no leite pasteurizado e entre <10°
e 10'UFC/mL no leite UAT. Sendo, portanto,
0 tratamento térmico aplicado ao leite UAT
capaz de reduzir, mas ndo de eliminar a carga
microbiana encontrada no leite cru. Na
contagem de micro-organismos psicrotréficos,
0s numeros variaram de 10* a 108UFC/mL no
leite cru e de <10' a 10°UFC/mL no leite
pasteurizado e UAT. A  qualidade
microbiolégica da matéria prima para a
fabricacdo do leite UAT ¢, atualmente, um
limitante para sua vida de prateleira, pois pode
influenciar no aparecimento de alteragdes
(Santos, 2007).

2.1.4 Soro lacteo

Soro lacteo € o liquido residual obtido a partir
da coagulagdo do leite, destinado a fabricacao
de queijos e caseina (Kosikowski, 1979;
Brasil, 1997), que se separa do coagulo
durante a fabricacdo convencional
(Kosikowski, 1979; Furtado e Lourenco Neto,
1994). A composicdo e o tipo de soro
produzido na inddstria leiteira variam em
fungéo dos processos tecnolégicos
empregados, do leite utilizado e do tipo de
queijo fabricado (Furtado e Wolfschoon-
Pombo, 1979).

Os dois tipos de soro existentes s@o 0 soro
doce (pH 5,9-6,6), obtido por coagulacéo
enzimatica na fabricacdo da maior parte dos
tipos de queijos; e o soro acido (pH 4,3-4,6)
que € originado da fabricacdo de queijos por
coagulacdo 4&cida, na qual além da cultura
lactea, também pode ser adicionado é&cido
latico (Kosikowski, 1979). O soro lacteo
representa aproximadamente 90% do volume
de leite que entra na producgdo de queijos e 0s
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solidos representam 50 a 55% dos sélidos
totais do leite, apresenta em média, 93,6% de
agua; 6,4% de sélidos totais; 4,8% de lactose;
0,05% de gordura; 0,55% de proteina e 0,5%
de minerais em sua composicédo (Dairy, 2003).

O valor nutricional do soro lacteo € de grande
interesse para as industrias de alimentos. Ele
tem sido processado visando a obtencdo de
produtos como o soro em pé e a bebida lactea
e diversas tecnologias estdo sendo empregadas
para a recuperacdo de seus componentes,
como posterior transformacdo em produtos
comercializaveis. Além disso, 0
aproveitamento do soro pode contribuir para a
reducdo dos problemas ambientais causados
pela sua eliminagdo em efluentes (Siqueira,
2000).

Na fabricacdo de queijos, a fracdo de
glicomacropeptideo (GMP) é resultante da
hidrolise da k-caseina pela acdo do coalho
(renina) e é liberada com o soro. O processo é
idéntico ao que ocorre na protedlise do leite
cru, pasteurizado ou UAT (Fukuda, 2003).

A legislacdo brasileira estabelece que o leite
pasteurizado, UAT e o leite em pé ndo podem
conter solidos de soro lacteo. Porém, em
decorréncia do baixo custo do soro e por ser
uma forma de aproveitamento desse residuo
da indastria queijeira, torna-se
economicamente atrativa a adicdo do soro ao
leite, tornando assim a concorréncia
mercadologica  desleal, prejudicando a
empresas idbneas e o consumidor. A prética
desse tipo de fraude é ainda dificil de ser
controlada pelas autoridades competentes,
sendo a determinacdo do indice de CMP por
CLAE, um dos métodos oficiais propostos
para a deteccdo dessa adulteracéo (Carvalho et
al., 2007).

2.2 Fraudes em leite

Segundo o artigo 543, do Regulamento da
Inspecéo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA), € considerado
fraudado, adulterado ou falsificado o leite que
for adicionado de agua, tiver sofrido subtragdo
de qualquer dos seus componentes, estiver cru
e for vendido como pasteurizado, for exposto
ao consumo sem as devidas garantias de
inviolabilidade e for adicionado de substancias
conservadoras ou de quaisquer elementos
estranhos a sua composi¢éo (Brasil, 1997).

A autenticidade dos alimentos é um problema
global. Sendo, portanto, cada vez mais
importante detectar e impedir a introducéo no
mercado de produtos fraudulentamente
rotulados e de produtos de qualidade inferior,
tanto por razdes econbmicas, quanto por
razbes de salde publica. A falsificagdo é um
delito resultante da adulteracdo de um produto,
visando lucro ilicito. Isto significa lesar e
enganar, seja por adicdo de uma matéria
qualquer ou pela subtracdo de um dos seus
elementos, em condig¢Ges tais que 0 mesmo
ndo corresponda ao produto normal (Behmer,
1999).

A Instrugdo Normativa n° 69, de 13 de
dezembro de 2006, do MAPA, institui critério
de avaliacdo da qualidade do leite com base no
“indice CMP”, de que trata a Instrugio
Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006,
sendo que o leite destinado ao abastecimento
direto deve apresentar indice de CMP até 30
mg/L (trinta miligramas por litro). Quando o
indice de CMP do leite estiver entre 30mg/L e
75mg/L, este podera ser destinado & producao
de derivados lacteos, apds avaliacdo técnica,
pelo Departamento de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal - DIPOA. O leite que
apresentar indice de CMP acima de 75mg/L
podera ser destinado a alimentacdo animal, a
indUstria quimica em geral ou a outro destino

18



a ser avaliado tecnicamente, caso a caso, pelo
DIPOA (Brasil, 2006 (b)).

A avaliacdo da conformidade é um método de
examinar, sistematicamente, o grau de
atendimento de um produto, processo ou
servico aos requisitos de normas ou de regu-
lamentos técnicos pré-estabelecidos. Quando
compulsoria, é feita pelo governo, destinada
prioritariamente a protecdo e defesa do
consumidor. Quando voluntaria, torna-se uma
ferramenta de desenvolvimento industrial,
passando a ser um diferencial competitivo
(INMETRO, 2007).

Os alimentos ou ingredientes mais suscetiveis
as praticas fraudulentas sdo aqueles com alto
valor ou que se submetem a vérias etapas de
processamento. O leite é um dos produtos que
pode ser adulterado de varias maneiras
afetando a sua qualidade e a dos derivados
lacteos. A adulteracdo do leite por adigdo de
ingredientes de baixo valor, tais como agua e
soro lacteo, é conhecida como "adulteracdo
econbmica" e esta pratica tem sido registrada
muitas vezes (Oancea, 2009).

A Portaria Conjunta n° 46, de 17 de junho de
2008, dispde sobre a cria¢cdo do Comité Gestor
de Monitoramento da Qualidade do Leite -
CQUALI/Leite com a finalidade de definir
estratégias, diretrizes e gerir a¢fes integradas
de monitoramento permanente do leite
produzido e comercializado no Pais,
fortalecendo as medidas de prevencdo e
combate a fraude e de protecdo a saude e
seguranca da populacdo, bem como realizar
intercambio de informacgdes para melhorar o
desempenho da atividade de fiscalizacdo
(Brasil, 2008).

O Cdbdigo de Protecdo e Defesa do
Consumidor, estabelecido na Lei n° 8.078 de
11 de setembro de 1990, protege os direitos
dos consumidores. Dessa forma, qualquer
pessoa que adquire o leite para uso préprio ou

de sua familia é considerada consumidor e esta
protegida por ele. Ele determina como direito
basico do consumidor a protecdo da sua salde
e seguranca. Assim, todo o leite
comercializado deve atender aos parametros
de qualidade e seguranca definido pelos
Orgdos fiscalizadores competentes, nao
podendo acarretar riscos a saude do
consumidor. Outro direito bésico do
consumidor é o direito a informacao adequada
e clara, com especificagdo correta de
quantidade,  caracteristicas, = composic&o,
qualidade e preco do leite. Isso significa que
as informag0es constantes do rétulo e da oferta
do alimento devem corresponder ao Seu
contetdo, sob pena de violagcdo ao Codigo de
Protecdo e Defesa do Consumidor (Cquali,
2008).

2.2.1 Fraudes por adicdo de soro em leite
e métodos de deteccao

O leite fraudado com soro lacteo, apesar de
ndo apresentar as mesmas caracteristicas do
leite integro, ndo é detectado por técnicas de
rotina de controle de qualidade do leite,
motivo pelo qual algumas técnicas foram
desenvolvidas com a finalidade especifica de
detectar este tipo de adulteragdo. Esses
métodos se baseiam, principalmente, na
alteracdo da distribuicdo protéica original do
leite provocada por adicdo de soro lacteo,
examinando-se esta distribuicdo nos niveis de
nitrogénio, aminoéacidos e proteinas (Furtado,
1989).

A quantificacdo do CMP é o indicador
atualmente mais recomenddvel para se
detectar a adicdo de soro lacteo ao leite. Um
dos métodos utilizados para a quantificacdo do
CMP detecta a presenga do acido N-acetil-
neuraminico (NANA, também denominado
acido sialico). Apds reacdao com resorcinol, o
acido siélico pode ser dosado
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guantitativamente  por  espectrofotometria,
utilizando comprimento de onda de 549nm
(Warren, 1959 citado por Carvalho et al.,
2007). Esse método foi modificado por
Wolchoon-Pombo e Pinto (1985) por meio da
substituicio  do  agente  complexante
resorcionol pelo reagente de Erlich, e é o
método de triagem utilizado pelos laticinios no
Brasil para pesquisa de soro lacteo em leite. O
método  modificado  permite  detectar
adulteracdo de leite fresco pasteurizado com,
no minimo, 2% de soro lacteo, porem,
demanda um tempo excessivo de analise.
Outra desvantagem deste método é que pode
ainda sofrer interferéncia causada por
proteases oriundas de bactérias psicrotroficas e
de leite proveniente de animais com mastite.

Fukuda et al. (1996) propuseram a utilizacdo
do método da ninidrina acida como um teste
de triagem para a classificagdo do leite
recebido pelas industrias de laticinios quanto a
possivel fraude por adicdo de soro,
classificando-o como negativo (absorbancia a
470nm < 0,300 ou < 5,14mg Nana livre/mL de
leite), suspeito (absorbancia a 470nm entre
0,300 e 0,600 ou entre 5,14 a 10,64mg Nana
livre/mL de leite) ou positivo (absorbancia a
470nm >0,600 ou >10,64mg Nana livre/mL de
leite).

Alvin (1992) fez um estudo da influéncia da
qualidade do leite nos resultados do método de
CLAE com filtragdo gélica (CLAE-FG),
quando utilizado para detectar soro lacteo
adicionado neste produto, e concluiu que 0s
resultados positivos, quanto a presenca de
GMP, podem ser interpretados como adicdo
de soro ao leite ou como provenientes da
detec¢do de produtos de degradacdo protéica
do leite de péssima qualidade.

Dracz (1996) desenvolveu um méetodo
imunoenzimético para determinagdo de soro
lacteo adicionado ao leite. Uma vantagem do

método desenvolvido em relacdo ao método
oficial que utiliza a CLAE-FG € que permite
analisar varias amostras a0 mesmo tempo,
dispensando o uso de equipamentos de alto
custo, além de ser de féacil execucdo,
possibilitando o uso inclusive em plataformas
de laticinios, podendo ser utilizado para
selecdo de leite UAT. O método foi capaz de
detectar até 1% v/v, de soro l&cteo adicionado
ao leite.

Os métodos da ninidrina acida e da CLAE sdo
capazes de monitorar a evolugdo proteolitica
no leite. O congelamento das amostras de
leite pode afetar os resultados do teor de CMP
por ninidrina &cida e CLAE. Assim, o ideal é
que a determinacdo do CMP seja feita de
imediato com amostras recolhidas néo
congeladas (Fukuda, 2003).

Vidal-Martins et al. (2005) avaliaram 25
amostras de leite UAT durante 120 dias de
vida de prateleira e verificaram aumento
gradativo do indice proteolitico, que variaram
de 5,12 a 24,70ug de acido sialico/mL, no
decorrer do armazenamento.

A detecgdo de soro de queijo em leite cru, por
meio da CLAE, pode ser feita por periodos,
de até oito dias sem que ocorra alteracdo dos
resultados, quando adicionado bronopol as
amostras e as mesmas forem armazenadas a
7°C e 30°C (Lasmar, 2007).

Magalhdes (2008) verificou que a adicdo de
soro, até 20%, em leite UAT pode ser
detectada pela determinacdo do indice de
CMP por CLAE-FG e CLAE em fase reversa
com deteccdo por espectrometria de massa
(CLAE-FR/EM).

A analise de CMP no leite por CLAE-FR/EM
foi capaz de detectar a adi¢do de soro lacteo ao
leite sem protedlise e a protedlise do leite por
enzimas provenientes de Pseudomonas.
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fluorescens. Porém, quando o leite estiver
proteolisado por P. fluorescens e adicionado
de soro ndo é possivel a diferenciacdo da
origem do CMP (Magalhaes, 2008).

Andrade et al. (2009) avaliaram 109 amostras
de leite cru, por CLAE, e verificaram que
77,07% (84) das mesmas apresentaram indice
de CMP de até 30mg/L, 20,18% (22)
apresentaram este indice entre 30 e 75mg/L e
apenas 2,75% (3) se encontravam acima de
75mg/L; porém, a proteélise bacteriana deve
ser levada em considera¢cdo como um fator
interferente.

A determinacdo de CMP em leite UAT, por
meio de eletroforese, é uma técnica especifica
e sensivel para detectar niveis de adulteragdo
com soro de leite. Este estudo
constatou que 70% das dez marcas de leite
analisadas tiveram adi¢fes de soro maiores
que 1%, o que ndo pode ser detectado pela
andlise das caracteristicas fisico-quimicas de
leite. As mesmas amostras foram analisadas
por CLAE, sendo que, 50% das mesmas
(30,0mg/L), chegando a 13,3 vezes acima do
valor permitido para leite destinado a
consumo direto.

A CLAE possibilita ainda quantificacdo da
porcentagem de soro lacteo e o indice de
CMP de bebidas lacteas fermentadas,
obtendo-se assim maiores informagdes sobre
0 teor de soro lacteo adicionado ao leite para
a fabricacdo desse produto, tendo em vista
gue a proporcao entre esses ingredientes nédo
se encontra fixada no Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Bebida Léactea
(Andrade, 2010).

2.3 Caseina

As proteinas sdo elementos constitutivos
essenciais de toda célula viva e tém uma

tiveram adicBes de soro maiores que 1% e
50% adicOes inferiores a 1%. Por meio da
CLAE, pode-se observar maior numero de
amostras positivas e concentragdo de soro,
demonstrando que este método de analise é
mais sensivel para a detec¢do de CMP (Ayala
et al., 2009).

Oancea (2009), por meio de
imunocromatografia, verificou a presenca de
1-2% de adicdo de soro em 70% das amostras
avaliadas, sendo elas, leite cru, pasteurizado,
leite UAT, leite UAT fortificado com dmega-
3, leite condensado, leite em pé e bebidas de
leite adicionadas de sabor. Foi demonstrado
que a adulteragdo do leite continua a ser uma
preocupacdo e esforcos devem ser efetuados
pelas autoridades e produtores visando
proteger a autenticidade do produto.

Oliveira (2010) avaliou oito marcas de leite
UAT, por CLAE, e os resultados variaram de
33,64 a 398,78mg/L, sendo todos acima do
limite estabelecido pela legislacdo vigente

grande importancia em leite e nos seus
derivados. Elas sdo formadas por polimeros
de aminoéacidos que sdo substancias organicas
nitrogenadas de carater anfétero, que
possuem um grupo carboxilico (4cido) e um
grupo amino  (basico). Em alguns
aminoacidos também sdo encontramos grupos
alcoois, sulfidrilicos, aromaticos, carboidratos
e outros. Estas funcBes multiplas ddo origem
as propriedades que caracterizam e
diferenciam as proteinas (Riel, 1991).

O leite contém em média, 3,2% de proteina
das quais 80% sdo caseinas, cujas
propriedades sdo dependentes das interacdes
com o célcio e os sais de calcio presentes no
leite. A caseina, principal proteina do leite,
esta presente na forma de micelas, que sdo
complexos esféricos contendo 92% de
proteina e 8% de sais inorganicos,
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principalmente fosfato de célcio (Figura 1)
base na sequéncia de aminoacidos presentes
na estrutura priméaria da proteina como: og-
caseina, ag-caseina, B-caseina e k-caseina
(Farrel Jr. et al., 2004).

As proteinas do leite possuem variantes
genéticas que sao mutagBes que ocorreram na
estrutura primaria das caseinas em que um ou
mais aminoécidos foram substituidos por
outros na sequéncia primaria da cadeia
polipeptidica (Sgarbieri, 2005). A k-caseina
possui 11 variantes genéticas (A, B, C, E, F,
F2, G', G% H, I e J). As duas variantes mais
comuns sdo a A e B. A k-caseina B se difere
da A por substituicdo do aminoacido tirosina
(Thr) pela isoleucina (lle) na posi¢do 136 e
asparagina (Asp) pela alanina (Ala) na
posicdo 148 (Figura 3) (Farrel Jr. et al.,
2004). Ela corresponde a fragdo mais soluvel
das caseinas, na presenca de uma ampla faixa
de concentragdo do ion calcio. Ela representa
aproximadamente 15% do total das caseinas,
atuando como agente estabilizador da micela
¢ constituida por um polipeptidio de 169

N

(Swaisgood, 1992). Sdo classificadas com
aminoécidos, com pelo menos um grupo
fosfato e uma porcdo glicidica variavel
(Dracz, 1996).

As micelas possuem uma estrutura porosa
devida a sua composicdo em submicelas,
sendo que essas estdo ligadas ao
fosfocaseinato de calcio. O teor da k-caseina
nas submicelas é variavel e as submicelas
deficientes em k-caseina estéo localizadas no
interior das micelas, enquanto que as ricas em
k-caseina estdo concentradas na superficie,
dando as micelas uma camada rica em -
caseina com algumas ag- o5, € [B-caseinas
expostas na superficie. Esse modelo sugere
gue a regido hidrofilica C-terminal da «-
caseina projeta-se para a superficie, dando as
micelas uma aparéncia “pilosa”. Esta camada
“pilosa” € responsavel pela estabilidade da
micela e, se for removida, a sua estabilidade
coloidal é destruida, ocorrendo coagulacao ou
precipitacdo (Figura 2) (Fox e McSweeney,
1998, citados por Fukuda, 2003).

[ |
kcaseina pog

submicela cadeia fosfato de
protéica  ©@

Figura 1 - Desenho esquematico da micela de caseina.
Fonte: http://www.food-info.net/uk/protein/milk.htm
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MNicleo
hidrofébico

Legenda:
O K-caseina

B, asl, os2 -caseina

s Grupo fosfato

Figura 2 - Camada externa (“pilosa”) da micela de caseina.
Fonte: http//www.publiciastate.edu/~cfford/Caseimicelle2.jpg
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Figura 3 - Sequéncia primaria k-caseina variante B, ilustrando as substituicGes paraa  variante A
e o ponto de clivagem (Phe 105 — Met 106) de enzimas proteoliticas.

A «x-caseina, em virtude de suas
caracteristicas estruturais e da localizacdo de
suas moléculas na superficie das micelas,
atua como estabilizadora de particulas, ndo
permitindo a precipitagdo das caseinas
sensiveis ao Ca™" (og- as e B-caseinas) por

acdo dos sais de célcio do leite. A
solubilidade da «x-caseina € pouco afetada
pela presenca do Ca™". A regido da seqiiéncia
primaria da para-k-caseina, por ser de
natureza apolar, orienta-se para o interior das
micelas e interage, por meio de grupos
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hidrofébicos, com as caseinas a e f dispostas
no ndcleo da micela, ao passo que o CMP,
em virtude de sua polaridade, orienta-se para
a fase soro, interagindo com a agua. Essas
interagdes da seqiiéncia primaria da caseina k
estabilizam as micelas no leite (Sgarbieri,
2005).

2.3.1 Caseinomacropeptideo (CMP)

A «x-caseina é constituida por um polipeptidio
de 169 aminoécidos e atua como agente
estabilizador da micela de caseina (Farrel Jr.
et al, 2004), possuindo residuos de
aminoacidos dicarboxilicos localizados em
sua sequéncia na regido carboxiterminal, que
é também glicosilada (6-10%). Em geral, trés
monossacarideos (galactose (GAL), N-acetil-
galactosamina (GALNAC) e é&cido  N-
acetilneuroaminico (NANA)), formando tri
ou tetrassacarideos, ligados aos residuos
treonil 131, 133, 135 ou 136, constituem a
parte glicosidica da molécula (Sgarbieri,
2005).

A renina (Farrel Jr. et al.,, 2004) e outras
enzimas proteoliticas hidrolisam a k-caseina
entre os aminoacidos fenilanina (105) e
metionina (106). Desta cisdo, forma-se a
para-k-caseina (1-105), que ¢é insollvel e
permanece nas micelas de caseina junto com
as a e B-caseinas. O terminal formado pelos
aminoacidos 106 - 169 é sollvel e formado
por aminoacidos polares e carboidratos que
conferem uma caracteristica hidrofilica a
seqiiéncia. Essa parte da k-caseina é chamada
de glicomacropeptideo (GMP) e é liberada no
soro durante a producdo de queijo (Figura 3)
(Carvalho, 2007).

GMP é um dos inimeros nomes para O
peptideo resultante da quebra da k-caseina. O
peptideo € também conhecido como
caseinomacropeptideo (CMP). Costuma-se
denominar GMP a forma glicosilada, devido

a seu elevado contetdo de carboidrato e CMP
a forma ndo glicosilada do peptideo. A
composi¢cdo do GMP é variada e depende
particularmente da fonte do soro e da
tecnologia empregada para seu isolamento
(Lira, 2008).

A adicdo fraudulenta de soro ao leite é
normalmente detectada e quantificada pela
determinacdo do GMP. O GMP é geralmente
guantificado por métodos cromatograficos
(Carvalho, 2007).

Furlanetti e Prata (2003) avaliaram as
variagdes dos teores de CMP livres e total
(ap6s a coagulacdo da amostras com renina
comercial) no leite bovino durante a lactagdo
por meio do método da ninidrina &cida e
concluiram que os teores de CMP variam de
acordo com o periodo de lactacdo, as
condigbes sanitarias do Ubere e ¢é
inversamente proporcional a producdo do
leite.

A hidrélise enzimatica que ocorre na
manufatura do queijo ou o tratamento térmico
em temperaturas elevadas resultam na
remogdo ou dissociagdo da k-caseina da
superficie das micelas, eliminando a
estabilizacdo eletrostatica da  superficie
micelar e aumentando a hidrofobicidade de
superficie, o que resulta em agregacdo das
micelas e formacdo de coagulo (Sgarbieri,
2005).

2.4 Acéo do congelamento sobre o leite

O servico de fiscalizacdo de produtos de
origem animal no Brasil, seja federal ou
estadual, tem como procedimento usual a
coleta e remessa de amostras de leite
congeladas, logo ap6s a colheita, para a
pesquisa de soro, pelo método CLAE. O
congelamento das amostras faz-se necessario
para impedir a ocorréncia de uma possivel
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protedlise e, dessa maneira, levar a um
resultado duvidoso ou até mesmo falso-
positivo, além de permitir sua conservacao
por periodos variaveis, até a execucdo de suas
analises, principalmente, em se tratando das
dimensBes continentais do Pais (Fukuda,
2003).

O processo de congelamento do leite se inicia
a aproximadamente -0,54°H com a extracéo
do calor do alimento, seguida da formacao de
gelo puro e solugdo lactea concentrada. A
solucédo lactea concentrada se congela a uma
temperatura  proporcionalmente inferior,
diminuindo assim mais o ponto de
congelamento (Walstra e Jennes, 1987).
Portanto, o ponto de congelamento esta
diretamente relacionado com a concentragdo
de solutos na solucéo (Riel, 1991).

O ponto de congelamento do leite costuma
variar ligeiramente conforme a regido onde o
mesmo é produzido, havendo uma pequena
variacdo conforme a estagdo do ano, raga do
gado, alimentagdo, tempo de lactacéo,
vacinacdo, entre outros (Fox e McSweeney,
1998 citado por Fukuda, 2003). O leite
normal compde-se de aproximadamente 87%
de 4gua e 13% de extrato seco total, sendo
que nestas condicbes, congelara a uma
temperatura minima de - 0,530°H (- 0,512°C)
(Brasil, 2002).

Quando o leite é congelado, observa-se um
aumento constante na porcentagem de
proteina, sélidos totais, e cinza na parte
descongelada das amostras e o0 aumento da
concentracdo desses componentes no leite
homogeneizado é maior que no leite ndo
homogenizado (Babcock et al., 1954).

Alteracdes no pH do leite durante o
congelamento e  armazenamento  s&o
sugestivas como um fator causal na
desestabilizacdo de proteinas no leite
congelado. Observou-se reducdo do pH, a

temperatura de -12°C, até valores préximos a
5,8 durante o congelamento lento, enquanto o
efeito do congelamento rapido sobre o pH foi
pequeno. Precipitacdo de sais a partir da fase
liquida supersaturada de leite congelado é
considerada a principal causa de mudancas de
pH durante o congelamento. A diminuicdo do
pH, provavelmente, é devido a precipitacdo
de fosfato de célcio e 0 aumento do pH pode
ser causado por precipitacdo de sais, como 0
fosfato monopotassico, monossédico e citrato
de potéssio. Dissolucdo de uma parte dos sais
precipitados durante o diminuicdo do pH
inicial (por exemplo, o fosfato de calcio)
também pode contribuir para um aumento no
pH (Van Den Berg, 1961).

O teor de sais no leite é maior do que pode
ser mantido em solugdo, isto &, o excesso
desses sais ndo estd em solucdo verdadeira,
mas em estado coloidal, mantendo-se em
equilibrio  com os sais  dissolvidos.
Tratamentos, como a estocagem congelada e
0 aquecimento, causam uma mudanga do
equilibrio salino do leite, sugerindo que a
interacdo entre o fosfato tricalcico precipitado
e as micelas de caseina deva ser a responsavel
pela instabilidade (Chen e Yamauchi, 1969).

O congelamento do leite afeta o complexo
fosfocaseinato de célcio e, com o tempo, ha
perda da estabilidade, aparecendo um
precipitado quando o leite é descongelado.
Inicialmente, a floculagdo é reversivel com
aquecimento e agitagdo, posteriormente, com
a continuacdo do armazenamento, torna-se
irreversivel (Keeney e Kroger 1974, citados
por Fukuda, 2003).

Quando o leite é estocado a baixas
temperaturas, a [B-caseina se dissocia da
micela e a quantidade de caseina soltvel pode
aumentar em até 30%, sugerindo que a
refrigeracdo pode fazer com que as fracfes da
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caseina se tornem mais suscetiveis a
protedlise (Cromie, 1992).

Fukuda (2003) analisou leite UAT e o leite
cru resfriado que Ilhe deu origem, no
momento da coleta e apds 24 horas e um més
de congelamento. No leite cru houve um
acréscimo significativo na altura do pico de
CMP do cromatograma, frente ao
congelamento de 24 horas. Ap6s o periodo de
congelamento de um més, o0s teores
detectados aproximaram-se daqueles obtidos
pelo leite que ndo sofreu congelamento. No
leite UAT houve uma diminuicdo dos valores
(x10%), em relagdo aos originais, valores
estes que continuaram em decréscimo suave
apos congelamento por 24 horas e um més. A
mudanca da estabilidade do leite cru frente ao
congelamento pode ser explicada pela
gualidade da matéria-prima e também pela
falta de protecéo do leite, dando oportunidade
ao crescimento da microbiota psicrotrofica.
Esses fatores irdo se somar ao desequilibrio
salino e protéico que normalmente ocorrera
pelo processo de congelamento.

A instabilidade protéica provocada pela
estocagem congelada de leite discorre sobre o
desequilibrio salino afetando a solubilidade
das proteinas e sua consequiente floculacéo e
precipitacdo. Porém, esse processo € passivel
de reversdo, com descongelamento e agitagéo
adequados. Ndo ha referéncias bibliograficas
sobre a ocorréncia do processo de protedlise.
Porém, pode-se observar um aumento da
proteolise no decorrer do armazenamento do
leite congelado. Esta protedlise estd
relacionada com a hidrolise da caseina pela
acdo das proteases bacterianas, originarias
principalmente das bactérias psicrotréficas
presentes no leite cru que, apds o tratamento
UAT, sdo eliminadas. Porém as enzimas
termoresistentes continuam atuando
lentamente sobre as proteinas durante o

armazenamento do leite UAT (Fukuda,
2003).

2.5 Agdo enzimética no leite

As enzimas sdo biocatalisadores das reacdes
gue ocorrem nos sistemas biologicos.
Quimicamente s&o proteinas de distinto ponto
isoelétrico e com diferentes vulnerabilidades
frente aos agentes desnaturantes como o
calor, sais, alcodis, entre outros (Riel, 1991).
A caracteristica distintiva de uma reacdo
catalisada enzimaticamente é que ela ocorre
no interior dos limites de uma cavidade ou
fenda, na estrutura molecular da enzima
chamada sitio ativo. A molécula que se liga
ao sitio ativo e que sofre a a¢do da enzima é
chamada de substrato (Lehninger et al.,
1995). Elas possuem propriedades especificas
para catalisar determinadas reacOes de
decomposicdo, de sintese ou de
transformacdo. Cada uma delas tem uma
temperatura e um pH 6timo de atuagdo nos
guais sua atividade é maxima (Riel, 1991).

A maior parte das enzimas encontradas no
leite sdo as hidrolases (proteases, esterases e
glucidases), desidrogenases e oxidases. As
proteases sdo enzimas que hidrolisam as
proteinas em peptideos mais simples ou em
aminoacidos (Riel, 1991).

A susceptibilidade de uma ligacdo peptidica
particular depende tanto da especificidade da
enzima como da flexibilidade da cadeia na
regido; regibes especificas, portanto, de uma
estrutura, em especial as sequéncias entre
dominios, séo hidrolisadas mais rapidamente.
Como resultado, a protetlise limitada ira
produzir grandes peptideos especificos que
sdo caracteristicos tanto da estrutura de
proteinas e da protease presente. A caseina
apresenta estruturas com maior flexibilidade
de cadeia do que proteinas globulares tipicas,
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consequentemente, sdo mais susceptiveis a
protedlise (Swaisgood, 1992).

A renina possui especificidade pelos
aminodcidos fenilalanina (105) e metionina
(106) presentes na k-caseina. Mas, se 0 tempo
for prolongado, a B-caseina também pode ser
hidrolisada (Swaisgood, 1992).

A proteo6lise no leite pode ser provocada por
suas enzimas nativas como a plasmina, por
enzimas adicionadas principalmente durante a
fabricacdo de queijos, como, por exemplo, a
renina ou por enzimas produzidas pela
microbiota contaminante que pode chegar ao
leite através de ordenha realizada em
condigdes inadequadas de higiene ou pelos
utensilios mal higienizados utilizados durante
a sua coleta ou pela falta de asseio do
ordenhador (Fukuda, 2003).

As proteases liberadas por micro-organismos,
sobretudo os psicrotréficos, em particular
Pseudomonas spp., que se desenvolvem em
grande ndmero no leite durante o
armazenamento em refrigeragdo, merecem
grande consideracdo. Uma vez que esses
micro-organismos sdo destruidos  pelos
tratamentos térmicos convencionais; porém,
as proteases sdo termoresistentes e sdo a
causa de muitos problemas que se apresentam
na industria leiteira (Riel, 1991).

2.5.1 Enzimas sintetizadas por micro-
organismos psicrotréficos

O termo micro-organismo psicrotrofico foi
definido pela Federagdo Internacional de
Laticinio (FIL) como aquele que tem a
capacidade de crescer a 7°C ou menos, sem
considerar a temperatura 6tima de
crescimento. Alguns psicrotroficos crescem a
temperaturas abaixo de 0°C e outros podem
crescer em temperaturas altas entre 37 e 45°C
(Harjdenwurcel, 1998).

Uma importante caracteristica dos micro-
organismos psicrotroficos encontrados no
leite e produtos derivados é a sua capacidade
de sintetizar, durante a fase logaritmica de
crescimento, enzimas extracelulares que
degradam os componentes do leite. Ainda
gue durante a pasteurizacao do leite a grande
maioria dos psicrotroficos seja destruida, este
tratamento térmico tem pouco efeito sobre a
atividade das enzimas termoresistentes
produzidas por estes micro-organismos
(Cunha e Brandéo, 2000).

O uso de refrigeragdo tem sido adotado em
todos os niveis de processamento do leite na
indGstria. A introducdo de  tanques
isotérmicos nas fazendas permite estocar o
leite de vérias ordenhas. A descentralizacéo
de postos de leite permitiu 0 seu transporte
refrigerado em caminhdes-tangque por longas
distancias. Os problemas relacionados com a
microbiota mesofilica foram reduzidos. Esta
condicdo, no entanto, seleciona 0
desenvolvimento de organismos
psicrotroficos, os quais tem consideravel
poder de deterioragdo. A maioria das
bactérias psicrotroficas ndo é patogénica, mas
guando cresce no leite ou em produtos
lacteos, podem desencadear uma série de
problemas, dentre eles, protedlise
descontrolada, problemas de textura, de
aroma e sabores desagradaveis (Fukuda,
2003).

A microbiota psicrotréfica contaminante do
leite inclui espécies de bactérias Gram-

negativo  dos  géneros  Pseudomonas,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia,
Alcaligenes, Chromobacterium e

Flavobacterium e bactérias Gram-positivo
dos géneros Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Microbacterium (Pinto et al., 2006), sendo os

27



bastonetes Gram negativo, 0s micro-
organismos predominantes (Fukuda, 2003).

Magalhées (2008), ao inocular Pseudomonas
fluorescens em leite por com 48 horas a 7°C,
verificou que quando a contagem de
psicrotréficos foi menor do que 10°UFC/mL,
ndo ocorreu producdo de CMP pelas
proteases de  bactérias  psicrotroficas.
Entretanto, se a incubacdo for por 4, 6 ¢ 8
dias, tem-se um aumento no pico, com tempo
de retencéo caracteristico do CMP.

A atividade proteolitica de enzimas
termoresistentes, liberadas por bactérias
psicrotroficas, em leite cru e as que
permanecem ativas ap6s 0 tratamento
térmico, pode acarretar a liberagdo e
surgimento de CMP ou pseudo-CMP. O
pseudo-CMP (fragmento 107 — 169 da «-
caseina) possui um aminoacido a menos que
0 CMP e ocorre devido a capacidade das
proteases microbianas hidrolisarem a caseina
em locais semelhantes aos hidrolisados pela
renina (Magalhaes, 2008).

2.6 CROMATOGRAFIA

O termo cromatografia foi primeiramente
empregado em 1906 e sua utilizacdo €
atribuida ao boténico russo  Mikhael
Semenovich Tswett ao descrever suas
experiéncias na separacdo dos componentes
de extratos de folhas. Nesse estudo, a
passagem do éter de petroleo (fase movel)
por meio de uma coluna de vidro preenchida
com carbonato de célcio (fase estacionaria), a
qual se adicionou o extrato, levou a separacdo
dos componentes em faixas coloridas. Esta é
provavelmente a razdo pela qual a técnica é
conhecida como cromatografia (chrom = cor
e graphe = escrita), podendo levar a errénea
idéia de que o processo seja dependente da
cor (Collins, 1988).

A cromatografia € um método fisico-quimico
de separacdo que se fundamenta na migracao
diferencial dos componentes de uma mistura,
gue ocorre devido a diferentes interagdes,
entre duas fases imisciveis, a fase movel e a
fase estacionaria. A grande variedade de
combinacdes entre fases mdveis e
estacionarias torna a técnica extremamente
versatil e de grande aplicagdo (Degani et al.,
1998).

As diferentes formas de cromatografia em
coluna podem ser classificadas de acordo
com a fase estacionaria e mével empregadas,
assim como o modo de separagdo (Degani et
al., 1998). A fase estacionaria é um filme que
reveste a parede interna da coluna capilar,
retardando a movimentagdo dos componentes
da amostra ao longo da coluna. Diferengas
nas propriedades quimicas e fisicas dos
compostos  organicos injetados e suas
interacfes com a fase estacionaria sdo a base
do processo de separacdo (Araujo, 2004).

A fase estacionaria distingue-se entre fases
estacionarias solidas, liquidas e
guimicamente ligadas. No caso da fase
estacionaria ser constituida por um liquido,
este pode estar simplesmente adsorvido sobre
um suporte sélido ou imobilizado sobre ele.
Suportes modificados sdo considerados
separadamente, como fases quimicamente
ligadas, por normalmente diferirem dos
outros dois em seus mecanismos de separagdo
(Degani et al., 1998). As fases estacionarias
disponiveis sdo numerosas, podendo ser
polares ou apolares e apresentarem estrutura
porosa ou sélida e de diversos didmetros. As
colunas podem ser de fase reversa ou de fase
normal (Araujo, 2004).

A classificacdo de acordo com a fase movel é
representada por trés tipos de cromatografia,
sendo elas, a cromatografia gasosa (CG), a
cromatografia liquida (CL) e a cromatografia
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supercritica (CSC), usando-se na Gltima um
vapor pressurizado, acima de sua temperatura
critica. A cromatografia liquida apresenta a
subdivisdo da cromatografia liquida classica
(CLC), na qual a fase movel é arrastada
através da coluna apenas pela forca da
gravidade e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), na qual se utilizam fases
estacionarias de particulas menores, sendo
necessario o uso de uma bomba de alta
pressdo para a eluicdo da fase movel (Degani
et al, 1998). Sugere-se que 0 nome
cromatografia liquida de alta eficiéncia seja
devido a elevada eficiéncia atingida na
separacdo (Collins, 1988).

A CLAE frequentemente utiliza a
combinagéo de solventes misciveis como fase
moével.  Solventes que possuem alta
viscosidade devem ser evitados, pois além do
tempo longo para emergirem da coluna, o que
resulta na abertura dos picos e resolucdo
ruim, é necessaria alta pressao para forca-los
através da coluna. A fase movel a ser
utilizada deve ser desgaseificada e livre de
particulas suspensas, bem como impurezas
guimicas. As substancias interferentes devem
ser removidas da amostra por meio de
filtracdo e, ou centrifugacdo. A fase movel
deve apresentar capacidade de dissolver a
amostra, compatibilidade com o detector e
alta pureza (Araujo, 2004).

De acordo com Wolfschoon-Pombo (1984), a
repetibilidade do método cromatogréafico para
a deteccdo de soro é muito boa, devido ao
pré-tratamento das amostras, que requer
simples operagfes. Pode-se esperar um
coeficiente de variacdo menor que 2%, e
independentemente do teor de CMP das
amostras, pode ser analisado.

O CMP possui carater hidrofilico, devido a
polaridade conferida pelos seus constituintes;
estabilidade térmica elevada, devido ao

elevado conteldo de &cido sialico em sua
estrutura; peso molecular de
aproximadamente 8.000 Daltons, podendo ser
separado de outros peptideos e proteinas por
meio de colunas de CLAE. Contrariamente, 0
residuo para-k-caseinato apresenta carater
hidrofébico (Alvim, 1992)

Os principais métodos de separagdo
utilizados na analise de CMP em produtos
lacteos sdo a exclusdo molecular e fase
reversa (LOpez-Fandifio e Ramos (1993);
Carvalho (2007)). O método de exclusdo
molecular é utilizado na separagdo de
componentes de alto peso molecular
(PM>2.000). As colunas utilizadas possuem
poros de diversos tamanhos  (fase
estacionaria), cuja separacdo € baseada na
difusdo seletiva das moléculas, que entram e
saem dos poros presentes na superficie das
particulas (Araujo, 2004).

A fase liquida passa continuamente pelos
poros do gel, nos quais pequenas moléculas
do soluto penetram, ficando retidas por mais
tempo na coluna. Moléculas maiores
presentes no soluto sdo excluidas dos poros,
permanecendo menos tempo retidas na
coluna, que separa moléculas pelo tamanho
(Araujo, 2004).

A cromatografia de fase reversa consiste em
utilizar a fase estacionaria ndo polar e a fase
movel polar. A superficie reativa das
particulas ¢é alterada pela reacdo com
compostos ndo  polares, que sdo
guimicamente ligados ao grupo OH. A maior
parte das separacdes (= 70%) utiliza a
cromatografia de fase reversa, na qual se tem
a fase estacionéria apolar e a fase movel polar
(Araujo, 2004).

A CLAE tem sido muito utilizada nos dias

atuais, na andlise de deteccdo de CMP,
possibilitando sua separagdo dos demais
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peptideos do leite. O método consiste no
bombeamento isocréatico, sendo a fase movel
constituida de uma solucdo tampdo fosfato,
em pH 6,0. A coluna utilizada geralmente é a
Zorbax GF, cujo principio de separacdo
baseia-se na exclusdo molecular. A deteccéo
se da por espectrofotometria no UV (Alvim,
1992).

O detector UV é muito utilizado para
quantificagdo de componentes em alimentos
uma Vvez que possuem em sua estrutura
grupos funcionais do tipo -C=C-, -C=0, -
N=0O e -N=N-, o0s quais absorvem
rapidamente a radiagdo UV (Pomeranz e
Meloan, 1994).

A funcdo do detector é gerar um sinal
eletrbnico proporcional a quantidade de cada
componente na mistura. Essencialmente, é
um espectrofotbmetro UV/Visivel (Aradjo,
2004), operando no comprimento de onda de
250nm, sendo os compostos quantificados
por integracdo eletrénica das &reas dos picos
(Alvim, 1992).

A pesquisa do indice de CMP deve ser
realizada conforme os métodos oficiais
descritos na Instrucdo Normativa n°® 68, de 12
de dezembro de 2006 (Brasil, 2006(a)) e
Instrucdo Normativa n° 7, de 02 de marco de
2010 (Brasil, 2010).

3. MATERIAL E METODOS
3.1  Coleta e preparo das amostras

3.1.1 Leitecru

A unidade amostral de cada leite cru foi
obtida a partir da mistura de leite proveniente
da ordenha de seis animais da raga Girolando,
escolhidos aleatoriamente. As amostras foram
coletadas na Fazenda Modelo de Pedro
Leopoldo e transportadas em caixas

isotérmicas, contendo gelo reciclavel, para o
setor de Cromatografia do Laboratério de
Analise da Qualidade do Leite da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais (EV/UFMG), onde foram
preparadas e analisadas.

As amostras foram fracionadas em frascos
plasticos estéreis e armazenadas nas
temperaturas de 6°C (x 1°C) na geladeira e -
12°C (x 1°C) em freezer comercial, durante o
periodo maximo de quatro dias.

As andlises foram realizadas no dia da coleta
e diariamente até o quarto dia, obtendo-se
assim, cinco dias de andlise (0, 1, 2, 3 e 4
dias).

As analises de qualidade do leite, tais como,
contagem bacteriana total (CBT), contagem
de células sométicas (CCS) e de composigado
quimica foram realizadas no Laborat6rio de
Analise da Qualidade de Leite da EV/UFMG.
As andlises para a determinacdo da
composicdo do leite (IDF, 2000) e a
contagem de células somaticas (IDF, 1995)
foram realizadas em equipamento eletrénico
(Bentley CombSystem 2300, Bentley
Instruments) pelo principio de comprimento
de onda no infra-vermelho e citometria de
fluxo, respectivamente. A  contagem
bacteriana total foi realizada pelo principio de
citometria de fluxo em equipamento
eletrobnico IBC 150 Bactocount da Bentley
Intruments Incorporated, Chaska, Estados
Unidos da América segundo recomendacdes
dos fabricantes (Bentley..., 2002).

A altura do pico de CMP (Brasil, 2006), a
acidez titulavel (Brasil, 2006) e o pH (Brasil,
2006) foram avaliados diariamente até o
quarto dia de armazenamento, no Laboratério
de Cromatografia de Analise da Qualidade do
Leite da EV/UFMG.
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Foram efetuadas, também, a enumeracao de
micro-organismos  aerébios mesofilos e
psicrotréficos no Laboratorio de
Microbiologia de Leite e Derivados da
EV/UFMG, de acordo com as metodologias
descritas na Instrucdo Normativa n® 62 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Brasil, 2003).

A instalacdo de termdmetros de maxima e
minima nos equipamentos permitiu a
indicacdo da temperatura mais alta e a mais
baixa atingida pelo termémetro e,
consequentemente, a variagdo da temperatura
que foi de £ 1°C.

O tratamento das amostras congeladas dos
leites cru, pasteurizado e UAT consistiu na
imersdo em banho de agua a 30°C até o
descongelamento (Brasil, 2006).

3.1.2 Leite pasteurizado integral

As amostras de leite cru foram pasteurizadas
a temperatura de 65°C por 30 minutos no
Laborat6rio de Aula Préatica de Inspecdo de
Leite na EV/UFMG. A eficiéncia do
tratamento térmico foi avaliada por meio dos
testes de fosfatase alcalina e peroxidase
(Brasil, 2006) no Laboratério de
Microbiologia de Leite e Derivados da
EV/UFMG.

A qualidade do leite cru que deu origem ao
pasteurizado foi avaliada de acordo com as
andlises de composi¢do, CCS e residuo de
antibiético no Laboratério de Controle de
Qualidade de Leite da EV/UFMG,;
enumeracdo de micro-organismos mesofilos
aerdbios e psicrotréficos no Laboratorio de
Microbiologia de Leite e Derivados da
EV/UFMG; acidez titulavel, indice de CMP e
pH no Laboratorio de Cromatografia de Leite
da EV/IUFMG.

As amostras foram fracionadas em frascos
plasticos estéreis e armazenadas em geladeira
a temperatura de 6°C (x 1°C) em freezer
comercial a temperatura de -12°C (£ 1°C)
durante oito dias.

As andlises foram realizadas no dia do
tratamento térmico e posteriormente, a cada
dois dias até o oitavo dia. Obtendo-se assim,
cinco dias de anélise (0, 2, 4, 6 e 8 dias).

A altura do pico de CMP (Brasil, 2006), a
acidez titulavel (Brasil, 2006) e o pH (Brasil,
2006) foram analisados no setor de
Cromatografia do Laboratorio Andlise da
Qualidade do Leite da EV/UFMG.

A enumeragcdo de  micro-organismos
mesofilos, psicrotréficos, nimero mais
provavel (NMP) de coliformes a 30/35°C,
NMP de coliformes a 45°C e Salmonella spp.
foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Leite e Derivados da
EV/UFMG, de acordo com as metodologias
descritas na Instru¢cdo Normativa n® 62 do
MAPA (Brasil, 2003).

3.1.3 Leite UAT integral

Amostras de leite UAT pertencentes a seis
diferentes lotes de produgdo foram coletadas
em indastria processadora de leite UAT e
armazenadas, nas proprias embalagens, em
trés temperaturas, sendo elas: temperatura
ambiente (21°Cx 1°C), temperatura de
refrigeracdo (6°C + 1°C) e temperatura de
congelamento (-12°C £ 1°C) durante o
periodo maximo de 120 dias.

As andlises foram realizadas no dia do
tratamento térmico (0) e ap6s 30, 60, 90 e
120 dias de armazenamento, até que se
completa-se a vida de prateleira do produto,
conforme descri¢do da embalagem.
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O tratamento das amostras congeladas
consistiu na imersdo em banho de agua a
30°C até o descongelamento (Brasil, 2006).

O indice de CMP (Brasil, 2006), a acidez
titulavel (Brasil, 2006) e o pH (Brasil, 2006)
das amostras foram analisados no setor de
Cromatografia do Laboratorio de Anélise da
Qualidade do Leite da EV/UFMG.

A enumeracdo de  micro-organismos
mesofilos aerdbios e psicrotroficos foram
realizadas no Laboratério de Microbiologia
de Leite e derivados da EV/UFMG, de acordo
com as metodologias descritas na Instrugéo
Normativa n°® 62 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(Brasil, 2003).

Foi realizado um rodizio semanal das
amostras nas prateleiras da geladeira e do
congelador, a fim de controlar possiveis
variacdes de efeito dos equipamentos.

3.2 Método de ensaio para a
determinacéo do indice de CMP por
CLAE

O método tem como objetivo detectar e
guantificar o indice de caseinomacropeptideo
(CMP) presente no leite proveniente da agao
proteolitica de enzimas (como a acdo da
renina sobre a k-caseina durante a fabricacéo
de queijos), de que trata a Instrugéo
Normativa n° 69 (Brasil, 2006), empregando
CLAE, filtracdo em gel, com deteccdo em
ultravioleta (UV). O método abrange leite
fluido em natureza ou reconstituido e esta
descrito na Instru¢cdo Normativa n° 68 (Brasil,
2006).

3.2.1 Preparo da fase mével

A fase movel utilizada foi uma solugdo
tampdo fosfato (pH=6), preparada conforme
metodologia descrita na IN n°68 do MAPA
(Brasil, 2006), que apresentava-se livre de
particulas suspensas, bem como impurezas
quimicas e substancias interferentes, uma vez
que foi utilizado para seu preparo agua
deionizada e, ap6s o mesmo, foi realizada
filtragem a vacuo da solucéo, em filtro 0,45
micra da marca Milipore e desgaseificacdo
por ultrasom no equipamento Ultrasonic da
marca Unique.  Apresentando-se, assim,
capacidade de dissolver a amostra,
compatibilidade com o detector e alta pureza
(Araujo, 2004; Brasil, 2006).

3.2.2 Curva de calibragédo

A curva de calibracéo foi preparada com, no
minimo, cinco solucbes padrdo de CMP que
contemplaram os pontos de concentragdo de
0, 15, 30, 45, 60, 75 e 90mg/L. A cada dois
dias era preparada uma nova curva.

A precipitacdo das amostras de leite (10mL)
contendo as solucbGes padrdo de CMP foi
realizada com 5mL de &cido tricloroacético a
24%, sob agitacdo constante, em intervalo de
2 minutos. Em seguida, foram deixadas em
repouso por 60 minutos a temperatura
ambiente, e posteriormente filtradas em papel
de filtro qualitativo, descartando-se as cinco
primeiras gotas (Brasil, 2006).

Foram injetados 20uL de cada filtrado no
cromatografo (Shimadzu CLASS VP 6.1)
com coluna (Zorbax GF 250 Bioseries da
Agilent), cujo principio de separacdo se
baseia na exclusdo molecular, com fluxo de
fase movel de 15 mL por minuto
(bombeamento isocratico de solucdo tampao
fosfato pH 6,0) e detec¢do por UV visivel no
comprimento de onda de 205nm.
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Foi construido o grafico de altura do pico de
CMP versus a intensidade do sinal do
detector e calculada a reta de regressdo
aceitando valores de R>0,95.

3.2.3 Tratamento das amostras

A precipitacdo das amostras de leite
(10mL) foi realizada com 5mL de acido
tricloroacético a 24%, sob agitagdo
constante, em intervalo de 2 minutos. As
amostras foram deixadas em repouso por
60 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, filtrada em papel de filtro
gualitativo, descartando-se as cinco
primeiras gotas. Em seguida, injetou-se
cada amostra tratada no sistema
cromatogréfico e  procedeu-se  a
quantificacdo (Brasil, 2006).

3.2.4 Anélise quantitativa

A quantificacdo envolve a medigdo da altura
do pico, area ou massa e comparagdo dos
dados obtidos com o padrdo de concentragdo
conhecida  (Araujo, 2004). Porém a
guantidade minima é determinada pela altura
do pico e ndo pela area do pico (Siouffi,
1992).

Levando-se em consideracdo o fato que a
maior parte das amostras de leite cru e
pasteurizado apresentou indice zero, ou
proximo a ele e que isso impediu a anélise
estatistica das mesmas, adotou-se como
procedimento, a utilizagdo da medida do
equipamento, que nestas condicGes foi a
altura do pico de CMP do cromatograma.

O calculo do indice de CMP do leite UAT foi
realizado utilizando o cromatograma da
amostra e comparado com o da curva de
calibragdo, sendo identificado o pico com

tempo de retencdo semelhante. O indice de
CMP da amostra foi calculado por
interpolacdo da leitura do sinal na reta de
regressdo das solucbes padrdo, utilizando a
seguinte equacdo, a ser obtida pela injecdo
dos padrdes da curva de calibragcdo: y = ax +
b

Em que: x = Indice de CMP (mg/L)
y = altura do pico
a = inclinacédo da reta
b = intersec¢do com o eixo y
ou seja,

altura do pico —b

indice de CMP (mg/L) =

3.3 Analise estatistica

A unidade experimental para o leite cru e
pasteurizado foi obtido por amostra composta
(“pool”) de leite proveniente de seis animais.
Cada unidade do leite UAT foi referente a um
lote de produgéo.

O delineamento utilizado no experimento foi
de blocos casualizados com arranjo fatorial.
Observando o sistema hierarquico no arranjo
fatorial 2x5 para as amostras de leite cru e
leite pasteurizado integral, sendo duas
temperaturas (-12°C e 6°C) e cinco tempos de
armazenamento. Em relacédo ao leite UAT, foi
adotado o arranjo fatorial 3x5, sendo trés
temperaturas (-12°C, 6°C e 21°C) e cinco
tempos (0, 30, 60, 90 e 120 dias) de
armazenamento. Foram realizadas  seis
repeticdes do experimento.

Os tratamentos utilizados foram submetidos a
andlise de variancia e posterior comparagao
de suas médias, por meio do teste Student-
Newman-Keuls (SNK) ao nivel de 5% de
significancia (P=0,05).
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A correlacdo das variéveis foi calculada para
verificar se a variacdo de uma delas
acompanha proporcional ou inversamente a
variagdo da outra (Sampaio, 2007). As
variaveis paramétricas, que apresentaram
distribuicdo normal foram avaliadas por meio
da correlagdo de Pearson e das variaveis ndo
paramétricas, cujos dados foram
transformados, por correlacdo de Spearman.
A andlise de variancia foi realizada no
programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2007) e a andlise descritiva no SAEG (SAEG,
2007).

A analise estatistica dos dados foi realizada
no Laboratério de Processamento de Dados
do Departamento de Zootechia da
EV/UFMG.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Leitecru
Os resultados das analises de qualidade das

amostras de leite cru avaliadas encontram-se
na Tabela 1.

Tabela 1 - Requisitos fisicos, quimicos, microbioldgicos, de contagem de células somaéticas e de
residuos quimicos para controle de qualidade do leite cru

. Repeticoes L 4 n
Requisitos Petis Média Padrdes*
| 1 11 AV} V VI

Gordura (%) 1,89 479 3,13 4,05 3,14 3,51 3,42 min. 3,00
Proteina (%) 3,06 3,13 3,53 3,37 3,46 3,29 3,30 min. 2,90
Lactose (%0) 4,38 4,30 4,28 4,33 4,21 4,36 4,31
Solidos
Desengordurados 8,365 8,37 8,76 8,60 8,62 8,60 8,55 min. 8,40
(%)
Contagem de Max
Células Somaticas  229.000 148.500 1024.000 850.000 926.000 994.000 695.250 )

3 750.000
(CCS) (cél./mL)
Acidez titulavel 1400 a
(mg &c. latico/100 14,60 14,80 14,40 14,10 14,70 14,70 14,55 1é 00
mL) '
pH 6,74 6,78 6,87 6,85 6,88 6,79 6,82 6,6a6,8
Contagem de
micro-organismos Max.
mesofilos 6.400 500 6.250 1.445 9.900 250 4.124,17 750.000
(UFC/mL)
Res_| d.Lf ° de Ausente Ausente Ausente Ausente  Ausente  Ausente  Ausente Ausente
antibidticos
CMP (mg/L) 18,93 19,78 4142 4161 2245 2255 27,79  max. 30,00

Brasil (2002 e 2006 (b)). Min. = minimo. M&x. = maximo
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As amostras de leite cru, em média,
apresentaram-se dentro dos limites
estabelecidos pela Instrucdo Normativa n°51
gue estabelece o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade (RTIQ) de Leite Cru
(Brasil, 2002) e a Instrugdo Normativa N° 69
que institui critérios de avaliacdo da qualidade
do leite in natura em relacdo ao indice de
CMP (Brasil, 2006) (Anexos). Dentre os
requisitos avaliados, a contagem CCS se
destaca por apresentar quatro amostras acima
do limite maximo permitido.

Durante o periodo de dezembro de 2003 a
janeiro de 2005, Fonseca (2005) verificou, no
Laboratorio de Analise de Qualidade do Leite
da EV/UFMG, valores de CCS oscilando de
331.000 a 501.000cél./mL.

Paiva (2010), para o periodo de 2002 a 2008,
avaliando o volume percentual médio de leite
em conformidade com a lesgislacdo verificou
que 91,52% estavam de acordo com 0 marco
legal do ano de 2008 (<750.000céls./mL),
enquanto que para o marco legal do ano de
2011  (<400.000céls./mL), esse  valor
decresceria para 60,55%.

Fonseca (2005), também verificou a influéncia
da estacdo climadtica com relagdo a
composi¢do quimica, ocorrendo elevagdo dos
teores de gordura, proteina e solidos totais
durante o periodo de seca (outono e inverno).
A influéncia sazonal ocorre devido
principalmente, a disponibilidade de alimento,
aliada a temperatura ambiente e a umidade do
ar. A composicdo estd correlacionada com a
quantidade de producdo, sendo que nos meses
de menor produgdo o teor de gordura tende a
ser maior.

A enumeracdo de micro-organismos aerobios
mesofilos, de amostras de leite cru,
armazenadas nas temperaturas de 6 e -12°C,
analisadas diariamente, durante 4 dias, nao
apresentou interacdo significativa (P=0,6319)
entre as variaveis temperatura e tempo.
Analisou-se, deste modo, o efeito simples de
cada variavel. A diferenca entre as
temperaturas foi observada por meio do teste
SNK (P=0,0115) (Tabela 2) e ndo houve efeito
significativo em relacdo ao tempo, portanto,
ndo houve ajuste a nenhum modelo
matematico. Os resultados observados em
relacdo ao tempo estdo representados na
Figura 4.

Tabela 2 - Enumeracdo de micro-organismos aerébios meséfilos (UFC/mL) em amostras de leite
cru armazenadas a temperatura de -12°C e 6°C, durante 4 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA MEDIA
1 2 3 4
Refrigeracéo (6°C) 412417 4.520,83 4.974,17 6.017,50 6.658,33  5.259,00 a
412417 3.258,33  3.041,67 3.046,67 3.070,83 3.308,33 b

Congelamento (-12°C)

MEDIA 4.124,17A 3.889,58A 4.007,92A 4.532,08A 4.864,58A

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 4 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a -12°C e 6°C de amostras de
leite cru na enumeracdo de micro-organismos aerobios mesofilos.

As amostras armazenadas a 6°C
apresentaram, em média, aumento na
contagem de micro-organismos e maior
variagdo em relacdo a condicdo inicial

(Tabela 3) quando comparadas as amostras
armazenadas a -12°C.

Tabela 3 - Variacdo média da enumeracdo de micro-organismos aerébios meséfilos em amostras de
leite cru armazenadas em temperaturas de 6°C e -12°C durante 4 dias

Enumeracdo de micro-organismos aerébios mesofilos

Temperatura (UFC/mL) Variagéo (%)
Tempo 0 Média ap6s 4 dias
Refrigeracéo (6°C) 412417 5.259,00 + 27,52
Congelamento (-12°C) 4124,17 3.308,33 -19,78

(+) Acréscimo; (-) Redugéo

Amorim  (2007), avaliando leite cru
refrigerado, a temperatura média de 11,3°C,
no tempo zero e apos 24, 48 e 72 horas de
estocagem no estabelecimento processador,
também observou que ndo houve correlacdo
entre a contagem de micro-organismos

aerdbios mesofilos durante a estocagem de 72
horas.

Observa-se nas amostras armazenadas a -

12°C uma reducdo na contagem de micro-
organismos devido ao congelamento, que
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reduz a atividade de &gua (a,) e ao fato do
mesmo ter ocorrido de modo lento, leva a
formacdo de grandes cristais de gelo que
podem causar a lise das bactérias (Fellows,
2000), ndo sendo recomendada a submisséo
de amostras destinadas as  analises
microbioldgicas ao processo de
congelamento.

O congelamento é a operacdo unitéaria na qual
a temperatura de um alimento é reduzida
abaixo de seu ponto de congelamento e uma
proporcao da agua sofre uma mudanga no seu
estado formando cristais de gelo. A
imobilizacgdo da 4agua em gelo e a
concentracdo  resultante  dos  solutos
dissolvidos na agua ndo congelada diminuem
a atividade de &gua do alimento (Fellows,
2000). O tipo de congelamento é baseado na
velocidade em gue o método ocorre, sendo 0
congelamento  lento caracterizado pela
diminuicdo gradativa da temperatura no
periodo de 3 a 12 horas e formacdo de
grandes cristais de gelo, no interior das
células e principalmente nos espagos
intercelulares (Evangelista, 2008). Os cristais
de gelo que crescem nos espagos
intercelulares deformam e rompem a parede

celular das células adjacentes. Os cristais de
gelo possuem uma menor presséo de vapor de
agua que as regides internas das células e,
portanto, a &gua movimenta-se de dentro da
célula para os cristais em formagdo. Dessa
forma, as células desidratam e sofrem dano
permanente  devido ao aumento da
concentracdo de solutos e a deformacdo e
colapso da estrutura celular (Fellows, 2000).
Esses cristais afetam fisicamente as células,
podendo causar alteragbes indesejaveis.
Durante o congelamento rapido ocorre
abaixamento brusco de temperatura e, por
isso, h& producdo de pequenos cristais de
gelo, principalmente no interior das células e
menor dano a estrutura celular (Evangelista,
2008).

A enumeragcdo de  micro-organismos
psicrotroficos ndo apresentou interagdo
significativa (P=0,2323) entre a temperatura e
0 tempo de armazenamento. Foi analisado,
portanto, o efeito simples de cada variavel. A
diferenca entre as temperaturas foi observada
por meio do teste SNK (P=0,0017) (Tabela 4)
e o efeito do tempo foi significativo
(P=0,0284), sendo os resultados observados
representados na Figura 5.

Tabela 4 - Enumeracdo de micro-organismos psicrotréficos (UFC/mL) em leite cru armazenado em

temperaturas de -12°C e 6°C durante 4 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA MEDIA
0 1 2 3 4
Refrigeracédo (6°C) 18,00 255,00 576,00 1.041,00 1.211,33 620,27 a
Congelamento (-12°C) 18,00 196,67 180,00 128,33 54,17 115,43 b
MEDIA 18,00A 225,83AB 378,00AB 584,67AB 632,75C

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 5 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a 6°C e -12°C de amostras de
leite cru em relacdo a enumeragao de micro-organismos psicrotroficos (UFC/mL).

A contagem média de micro-organismos
psicrotréficos das amostras armazenadas a -
12°C apresentou menor crescimento guando
comparado as armazenadas a 6°C. Porém, nas
amostras congeladas houve um crescimento
inesperado, porgue foi utilizado o método de
congelamento lento que proporcionou o
crescimento desses micro-organismos nas
primeiras 24 horas.

Apbs as 24 horas de congelamento, observa-
se uma reducdo na contagem de micro-
organismos devido ao congelamento, que
reduz a atividade de agua (a,) e ao fato do
mesmo ter ocorrido de modo lento levando a
formacdo de grandes cristais de gelo que
podem causar a lise das bactérias (Fellows,
2000), ndo se recomendado a submissdo de
amostras destinadas as andlises
microbioldgicas ao processo de
congelamento.

O congelamento tem um efeito variavel nos
micro-organismos. Temperaturas de
estocagem entre -4 e -10°C tem efeito letal

em micro-organismos maior do que
temperaturas mais baixas entre -15 e -30°C
(Fellows, 2000).

Lorenzetti (2006), avaliando a interacdo entre
o tempo (0, 4, 20 e 26 horas) e a temperatura
de estocagem a 1, 3 e 6°C de leite cru
observou que a varia¢do do nimero de micro-
organismos psicrotréficos foi ndo
significativo nos tempos de estocagem de 4,
20 e 36 horas para as temperaturas de 3 e 6°C.
Os periodos de estocagem em relacdo a
temperatura de 1°C apresentam diferengas
estatisticas entre os tempos 4 e 20 horas,
guando observa-se um maior crescimento de
micro-organismos psicrotréficos.

Considerando a estocagem de leite cru a uma
temperatura de 4-6°C por 48 horas, o
desenvolvimento  de  micro-organismos
psicrotroficos em temperaturas baixas e que
estes sdo responsaveis pela formacdo de
enzimas termoresistentes, Mottar (1984)
avaliou como a matéria-prima estocada
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nessas condicdes influiu sobre a conservagéo
do leite UAT, concluindo que: (1) em relagéo
ao leite cru de boa qualidade (menos de
10°UFC/mL de micro-organismos aerébios
mes6filos e 2x10°UFC/mL de psicrotréficos)
a atividade proteolitica observada, mais no
leite cru do que no leite UAT correspondente,
foi atribuida & agdo do sistema proteolitico do
leite; (2) em uma matéria-prima de boa
qualidade, estocada sob refrigeracdo por mais
de 72 horas, observou-se um aumento da
atividade  residual no leite  UAT
correspondente. Para leites de pior qualidade
(com mais de 10°UFC/mL micro-organismos
aerobios mesofilos), um aumento de atividade
analoga foi observado ap6s estocagem por 48
horas, podendo ser comprovado pelo
desenvolvimento notadvel da microbiota
psicrotrofica e (3) o aumento do teor de &cido
sidlico, observado conjuntamente com o0

psicrotréficos proteoliticos levaram a supor
que as proteases bacterianas e termoestaveis
degradam uma grande quantidade da fracdo
k-caseina e que 0 mesmo nao seria resultado
da acéo das proteases naturais do leite.

Nas condicdes avaliadas, ndo houve
correlagdo significativa entre a contagem de
micro-organismos  psicrotréficos e a
contagem de micro-organismos meséfilos
(P=0,0789).

A anélise da altura do pico de CMP ndo
apresentou interagdo significativa (P=0,1237)
entre a temperatura e o0 tempo de
armazenamento. Analisou-se, portanto, o0
efeito simples de cada varidvel. A diferencga
entre as temperaturas foi observada por meio
do teste SNK (P=0,0113) (Tabela 5) e nédo
houve efeito significativo em relagdo ao

desenvolvimento  de  micro-organismos tempo, ndo havendo ajuste a nenhum modelo
matematico. Os resultados médios observados em relacdo ao tempo estéo representados na Figura 6.

Tabela 5 - Médias da altura dos picos de CMP em amostras de leite cru armazenadas em
temperaturas de -12°C e 6°C durante 4 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA MEDIA
0 1 2 3 4
Refrigeracéo (6°C) 12.431,0 11.782,0 11.872,7 13.613,7 12.302,5 12.400,4 a
Congelamento (-12°C) 12.431,0 11.122,8 11.575,7 11.341,5 11.756,7 11.6455D

MEDIA 12.431,00A 11.452,42A 11.724,17A 12.477,58A 12.029,58A

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)

dos resultados, apresentado valores mais
proximos daqueles obtidos pelo leite que
néo sofreu tratamento.

As amostras armazenadas a 6°C podem
ser avaliadas em relacdo ao indice de
CMP até 4 dias sem que ocorra prejuizo

39



16000

14000

12000 ¥ 1 .

10000
8000

& Refrigerado (6°C)

6000

® Congelamento (-12°C)

4000
2000

Altura do pico de CMF

0 T T
0 1 2

3

Tempo (Dias)

Figura 6 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a 6°C e -12°C de amostras de
leite cru em relacdo a altura do pico de CMP do cromatograma.

Os resultados diferem dos encontrados por
Fukuda (2003), que avaliou amostras de leite
cru em trés instantes, sendo, no dia da coleta,
com 1 e 30 dias de congelamento. A média,
de trés repeticOes, da altura dos picos de CMP
encontradas foram, respectivamente, 9.741,
16.378 e 11.382. Houve um acréscimo
significativo na altura do pico de CMP do
cromatograma com 1 dia de congelamento.
Porém, ap6s as amostras terem sido
submetidas a um congelamento por um
periodo de um més, os teores detectados
aproximaram-se daqueles obtidos pelo leite
gue ndo sofreu congelamento.

Friedrich et al. (2010), avaliando a
estabilidade do leite cru com relacdo ao
tempo e as temperaturas de refrigeracdo
(entre 3°C a 8°C) e congelamento. Com base
nesses resultados, pode-se afirmar que o
congelamento interfere na acdo proteolitica
do leite em comparacdo as amostras
refrigeradas. As amostras congeladas podem
ser submetidas & determinacdo de CMP por
um periodo de até trinta dias ap0s a coleta, se
forem mantidas congeladas (temperatura <
10°C) e que o congelamento auxilia na
conservacéo da integridade da amostra.

Friedrich et al. (2010), avaliando a
estabilidade do leite cru com relacdo ao
tempo e as temperaturas de refrigeracdo
(entre 3°C a 8°C) e congelamento,
verificaram que o leite refrigerado apresenta,
naturalmente, um baixo indice de CMP, o
gual aumenta de acordo com o tempo em que
é armazenado sob refrigeracdo. A presenca de
CMP no leite cru refrigerado pode ocorrer em
fungdo do sistema proteolitico do préprio
leite. As amostras congeladas néo
apresentaram aumento do indice de CMP
acima do permitido pela legislacdo para
utilizacdo direta do leite. Pode-se afirmar,
com base nesses resultados, que o
congelamento interfere na acdo proteolitica
do leite em comparagdo a primeira parte da
amostra, conservada sob refrigeracdo. As
amostras congeladas podem ser submetidas a
determinagdo de CMP por um periodo de até
trinta dias apds a coleta, se forem mantidas
congeladas (temperatura < 10°C) e que O
congelamento auxilia na conservagdo da
integridade da amostra.

Os dados avaliados ndo apresentaram
correlacdo significativa (P=0,1114) entre o
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indice de CMP e a contagem de micro-
organismos  psicrotréficos, provavelmente
porque o leite apresentou boa qualidade
microbioldgica e o indice de CMP pode estar
relacionado com sistema proteolitico do
préprio leite (Mottar 1984; Friedrich et al.
2010).

Magalhdes (2008), avaliando leite isento de
CMP, inoculado com 10°UFC/mL de
Pseudomonas fluorescens, incubado em
estufa a 7°C+1°C durante 0, 2, 4, 6 e 8 dias
por meio de CLAE-FG observou gue quando
a contagem de psicrotré6ficos era menor que
10°UFC/mL, n&o ocorrem producio de CMP
pelas proteases bacterianas. No periodo entre
0 2° e 4° dia pode-se observar aumento
rapido da éarea relativa ao pico de CMP e no
6° dia aumento com menor intensidade. Apds

0 6° dia de incubacdo, a &rea tendeu a
decrescer, devido a extensa prote6lise.

Observou-se para a acidez titulavel interagédo
significativa (P=0,0003) entre as varidveis
temperatura e  tempo  durante 0
armazenamento. Analisando-se, portanto, por
meio do teste SNK o desdobramento da
temperatura dentro de cada tempo e
posteriormente, por meio da analise de
regressdo linear o desdobramento do tempo
dentro de cada temperatura.

Os resultados obtidos na analise de acidez
titulavel das amostras de leite cru em funcéao
das duas temperaturas de armazenamento
estdo demonstrados na Tabela 6. O efeito do
tempo de armazenamento em relacdo a acidez
titulavel, em cada temperatura, pode ser
verificado na Figura 7.

Tabela 6 - Resultado da analise de acidez titulavel (mg &cido latico/100 mL) diaria, de amostras de
leite cru armazenadas a 6°C e -12°C durante 4 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA
0 2 3 4
Refrigeragéo (6°C) 14,55 aA 14,77 aB 14,92 aBC 15,12 aC 15,46 aD
Congelamento (-12°C) 14,55 aA 14,52 bA 14,60 bA 14,68 bA 15,07 bB

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)

Observa-se, a partir do primeiro dia, que as
amostras armazenadas a 6°C apresentaram
maior acidez, quando comparadas as
amostras armazenadas a -12°C. Pode-se
observar ainda um aumento linear na acidez
titulavel durante os quatro dias, sendo o0s
maiores valores relacionados a temperatura
de 6°C.

N&o houve interacdo significativa (P=0,6666)
entre a temperatura e o tempo de
armazenamento, em relagdo ao pH. Né&o
houve diferenca entre as temperaturas

(P=0,1807) e os tempos (0,3904) avaliados,
ndo havendo ajuste a nenhum modelo
matematico (Tabela 7). Os resultados
observados durante o tempo de
armazenamento estéo representados na Figura
8.

O pH das amostras apresenta um
comportamento estavel e se encontra dentro
da faixa normal de pH do leite que possui
variacbes entre 6,6 a 6,8 (Brito et al,
2007(b)).
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Figura 7 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a -12°C e 6°C em amostras de
leite cru em relagdo a acidez titulavel (mg acido latico/100 mL), com curvas de regressao linear e

coeficiente de determinagdo.

Tabela 7 - Efeito do pH de amostras de leite cru armazenadas a 6°C e -12°C durante 4 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA MEDIA
1 2 3 4
Refrigeragdo (6°C) 6,82 6,86 6,84 6,85 6,84 6,84 a
Congelamento (-12°C) 6,82 6,82 6,84 6,83 6,84 6,83 a
MEDIA 6.82A 6.84A 6.84A  6.84A 6.84A

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)

Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 8 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a -12°C e 6°C de amostras de

leite cru em relagdo ao pH.

Amorim (2007) verificou que ndo houve
variagdo significativa do pH ao longo do
tempo; porém, Guinot-Thomaz et al. (1994)
observaram que micro-organismos
psicrotréficos promovem abaixamento de pH
do leite ap6s quatro dias de estocagem a 4°C,
devido a liberag&o de lipases microbianas que
elevam o teor de acidos graxos livres e até
mesmo pela fermentacdo da lactose com
formacéo de &cido latico.

Os dados avaliados apresentaram correlagéo
moderadamente proporcional (0,6472), entre
a analise de pH e a altura do pico de CMP do
cromatograma..

4.2 Leite Pasteurizado

O leite pasteurizado foi processado a partir do
leite cru que apresentava as condigdes médias
descritas na Tabela 8. As amostras de leite

cru, em média, apresentaram-se dentro dos
limites estabelecidos pela legislagdo vigente
(Anexo) (Brasil, 2002).

O leite foi submetido ao processo de
pasteurizacdo lenta a baixas temperaturas
(65°C/ 30 min.). A pasteurizacao lenta é um
processo de pouca utilizagdo industrial, mas
continua sendo empregada em laboratérios e
por pequenos produtores rurais para o0
tratamento térmico do leite (Silva, 2000).

Imediatamente ap6s a pasteurizacdo, a
atividade das enzimas peroxidase e fosfatase
foi avaliada visando a verificacdo da eficacia
do tratamento térmico. Todas as amostras
apresentaram resultados negativos para a
atividade da enzima fosfatase e positivos para
a peroxidase.

O tratamento térmico alterou alguns

parametros de qualidade do leite e podem ser
observados na Tabela 9.
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Tabela 8 - Resultados médios das analises de composi¢do centesimal, microbioldgicas, contagem de
células somaticas e de deteccdo de residuos quimicos nas amostras de leite cru

Requisitos Valores Médios Padroes *
Gordura (%) 3,42 min. 3,00
Proteina (%o) 3,30 min. 2,90
Sélidos Desengordurados (%0) 8,55 min. 8,40
Acidez titulavel (mg &cido latico/100mL.) 14,55 14,00 a 18,00
Contagem de Células Sométicas (CCS) (cél./mL) 695.250 max. 750.000
Contagem de micro-organismos mesofilos (UFC/mL) 4.124,17 750.000
Contagem de micro-organismos psicrotraéficos 456 67
(UFC/mL) ’
pH 6,82 6,6 26,8
Residuo de antibiéticos Ausente Ausente
indice de CMP (mg/L) 27,79 max. 30,00

* (Brasil, 2002 e 2006).

Tabela 9 - VariacBes médias dos resultados das analises microbiologicas, indice de CMP, acidez
titulavel e pH observadas entre o leite pasteurizado e o leite cru que Ihe deu origem

Requisitos Leite Cru Leite Pasteurizado  Alteracdo (%)
Contagem de
micro-organismos mesoéfilos (UFC/mL) 412417 23,00 -99,44
Contagem de
micro-organismos psicrotroficos 456,67 0,33 - 99,93
(UFC/mL)
indice de CMP (mg/L) 27,79 26,63 -4,18
Acidez titulavel
(mg &cido latico/100mL) 14,55 14,33 -1,49
pH 6,82 6,84 +0,29

(+) Acréscimo; (-) Redugdo

Os pardmetros que apresentaram maiores
alteracbes foram as contagens de micro-
organismos  mesofilos  (UFC/mL) e

desnaturacdo de proteinas que destroem a
atividade enzimatica e o0s metabolismos
controlados por enzimas nos micro-

psicrotroficos (UFC/mL), que apresentaram
reducdes de 99,44% e 99,93%,
respectivamente.

As  contagens dos  micro-organismos
diminuiram em funcédo do tratamento térmico
ao qual o leite foi submetido. O efeito do
processamento com calor é devido a

organismos (Fellows, 2000). A destruigdo é
dependente do bindbmio tempo e temperatura
e a pasteurizacdo lenta é um tratamento
térmico que destr6i parte dos micro-
organismos presentes no alimento. Este
tratamento é utilizado para destruir todos os
micro-organismos patogénicos e
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deterioradores de baixa resisténcia ao calor
(Castaigne e Goulet, 1991; Spreer, 1991).

Apbds o tratamento térmico houve uma
reducéo de 4,18% no indice de CMP (Tabela
8). A queda dos valores de CMP também foi
detectada entre matéria-prima e produto
recém-processado, por Fukuda (1994), que
comparou dados de leite cru com dados desse
mesmo leite pasteurizado e observou
decréscimo significativo na taxa de 4cido
sidlico do leite pasteurizado.

Fukuda (2003), comparando as alturas dos
picos de CMP, pelo método CLAE, para
amostras de leite cru e o correspondente leite
UAT, no dia de producdo, mostrou uma
variagdo significativa de diminuigéo de 49,7 a
83,1%. Por meio do método da ninidrina
acida foi observada, uma diminuigdo no teor
de &cido sialico nos respectivos leites UAT de
2,2 a 22,2%. A razdo desta discrepancia dos
resultados ndo ficou esclarecida, a qual em
parte poderia ser oriunda do efeito do
tratamento térmico dado ao leite UAT e em
parte devido ao efeito do congelamento da
amostra de leite recém processado, até o
momento da realizagdo da andlise CLAE.

A variacdo dos valores de pH foi pequena e o
leite se manteve dentro da faixa de pH
considerada normal, que possui variacdes
entre 6,6 a 6,8 (Brito et al., 2007(b)).

As amostras apresentaram auséncia de
Salmonella spp. em 25 mL das amostras e
contagens de coliformes totais (30°C) e
termotolerantes (45°C) menores que 0,3
NMP/mL.

A contagem de coliformes totais (30°C)
manteve-se a mesma (<0,3 NMP/mL) durante
0s oito dias de armazenamento nas
temperaturas de -12°C e 6°C, ndo havendo
correlagdo com 0s outros pardmetros
avaliados.

Paiva (2007), durante julho de 2005 a
novembro de 2006, avaliou 151 amostras de
leite pasteurizado provenientes de 43
laticinios do estado de Minas Gerais que
apresentaram, a média da enumeracdo de
coliformes a 30°C de 60,90 NMP/mL.
Considerando o pardmetro para amostra
indicativa da IN 51/2002 (M=4), 113
amostras (74,83%) ndo atenderam ao padrao.
Destas, 29 (25,66%) apresentaram resultado
positivo para a pesquisa de fosfatase alcalina.
A enumeracdo de coliformes termotolerantes
(45°C) apresentou média de 24,7 NMP/mL.
Considerando o plano de amostragem para
coliformes 45°C (M=2), 80 amostras
(52,98%) estavam ndo conformes. A
contagem de micro-organismos meséfilos
aerébios, em média, foi de 1,38x10°UFC/mL.
Sessenta amostras (39,74%) apresentaram
resultado maior do que 2,5x10°UFC/mL
(M=8x10"UFC/mL). A mensuragio do
nimero de micro-organismos mesofilos
aerobios do leite pasteurizado serve como
auxilio na avaliagho da qualidade e
conservagao.

Savindo (2008), avaliando a qualidade
microbiolégica de leite pasteurizado estocado
por 24 horas a temperatura de 5+1°C e
10+1°C, imediatamente apds a coleta do leite
cru e posteriormente ao armazenamento
refrigerado do leite cru durante 4 e 7 dias,
verificou que quanto maior o tempo e
temperatura de armazenamento do leite cru,
pior a qualidade do leite pasteurizado. As
contagens totais de  micro-organismos
variaram de 3,6x10" a 4,6x10°UFC/mL, as de
psicrotroficos de <1 a 3,6x10°UFC/mL, de
Pseudomonas spp. de <1 a 1,8x10°UFC/mL,
de coliformes 30-35°C de <03 a
3,9x10'NMP/mL e coliformes 45°C de <0,3 a
1,6NMP/mL. As contagens de termoduricos
mesofilos e psicrotréficos e de esporos
mesofilos e psicrotroficos  também
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aumentaram durante 0 armazenamento

refrigerado.

N&o houve interacdo significativa (p=0,6349)
entre a temperatura e o tempo de
armazenamento, em relagdo a contagem de
micro-organismos  aeroébios mesofilos.
Analisou-se, portanto, o efeito simples de
cada variavel. Ndo houve diferenca
significativa entre as temperaturas, por meio
do teste SNK (p=0,1096) e o efeito do tempo

(p=0,0005) foi avaliado por meio da anélise

de regresséao dos dados.

A contagem de micro-organismos mesoéfilos
aerobios em relacdo as duas temperaturas,
analisadas a cada dois dias, por um periodo
de oito dias, estdo demonstrados na Tabela
10. O efeito do tempo de armazenamento em
relacgdo a contagem de micro-organismos
mesofilos aer6bios pode ser verificado na

Figura 9.

Tabela 10 - Contagem (UFC/mL) de micro-organismos aerobios mesofilos em leite pasteurizado
armazenado em temperatura de -12°C e 6°C durante 8 dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA 5 s 5 MEDIA
Refrigeracéo (6°C) 23,00 17,40 19,00 14,33 13,25 17,40 a
Congelamento (-12°C) 23,00 10,00 16,58 11,33 13,25 14,83 a

MEDIA 23.00A 13.70B 17.79B 13.82B 12.38B

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)

Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 9 - Variagdo na enumeragdo de micro-organismos aer6bios mesoéfilos em leite pasteurizado
durante 8 dias a 6°C e -12°C, com sua curva de regressédo e coeficientes de determinacéo.
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Houve uma reducdo na enumeracgdo de micro-
organismos aerébios mesofilos porque as
médias utilizadas consideraram as duas
temperaturas e no processo de congelamento
lento ocorre reducdo da atividade de agua
(aw) e a formacdo de grandes cristais de gelo
gue podem causar a lise das bactérias
(Fellows, 2000).

Nédo houve diferenca significativa entre as
temperaturas devido a boa qualidade
microbiolégica do leite  pasteurizado,
portanto, o leite pode ser armazenado a 6°C e
a -12°C durante oito dias, sem que ocorra
alteracdo na contagem de micro-organismos
aerdbios mesofilos.

As amostras apresentaram contagem de
micro-organismos psicrotréficos <ITUFC/mL.

As amostras estdo de acordo com a Instrugao
Normativa n°51, estabelecida no RTIQ do
Leite Pasteurizado, que considera no plano de
amostragem analisar cinco amostras do
produto cujo limite maximo para micro-
organismos mesoéfilos aerébios para amostras
conformes é 4x10*UFC/mL, podendo ter, no
maximo duas amostras com qualidade
intermediaria ou marginal que se caracteriza
por apresentar contagem de 4x10° a
8x10°UFC/mL. Amostras com contagem
acima de 8x10*UFC/mL sdo consideradas em

desacordo com os padrdes legais vigentes
(Brasil, 2002).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), na Resolugdo-RDC n° 12, de 2 de
janeiro de 2001, que regulamenta sobre
padrGes microbiolégicos para alimentos
estabelece como parametros de qualidade
para leite pasteurizado apenas as analises de
Coliformes a 45°C e Salmonella spp. (Brasil,
2001).

Observou-se para a pesquisa de indice de
CMP que os resultados analisados néo
apresentaram interacdo significativa
(P=0,0706) entre as variaveis temperatura e
tempo durante o armazenamento. Analisou-
se, portanto, o efeito simples de cada
variavel. Houve diferenca significativa entre
as temperaturas, por meio do teste SNK
(P=0,0003) e ndo houve efeito significativo
em relagdo ao tempo, ndo havendo ajuste a
nenhum modelo matematico.

Os valores médios da altura dos picos em
relacdo as duas temperaturas, analisadas a
cada dois dias, por um periodo de oito dias,
estdo demonstrados na Tabela 11. Os
resultados observados em relacdo ao tempo
estdo representados na Figura 10.

Tabela 11 - Valores médios da altura dos picos de CMP em amostras de leite pasteurizado

armazenadas a 6°C e -12°C durante 8 dias

TEMPERATURA

TEMPO (DIAS)

MEDIA

0 2

4 6 8

Refrigeragdo (6°C)

11.911,83 13.325,33 12.697,83 12.626,00 13.828,00 12.877,80a

Congelamento (-12°C) 11.911,83 11.923,83 11.960,50 12.427,20 11.752,00 11.972,57b

MEDIA

11911.83A 12624.58A 12329.17A 12535.64A 12710.15A

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)

47



As amostras armazenadas a temperatura de
congelamento (-12°C) apresentaram, em
média, menor altura no pico de CMP e menor
variagdo em relacdo a condicdo inicial

(Tabela 12). Recomendando-se, portanto, que
as amostras de leite pasteurizado sejam
congeladas quando destinadas a pesquisa de
indice de CMP.

14.500,00

14.000,00
13.500,00

13.000,00 I

12.500,00

—e— Congelado (-12°C)

12.000,00 = -

< —a— Refrigerado (6°C)

Altura do Pico

11.500,00

11.000,00
10.500,00

10.000,00 T T

Tempo (Dias)

Figura 10 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a 6°C e -12°C de amostras
de leite cru em relacdo ao indice de CMP.

Tabela 12 - Comparacéo entre a altura do pico de CMP de amostras de leite pasteurizado no tempo
0 e apo6s 8 dias de armazenamento nas temperaturas de -12°C e 6°C

ALTURA DO PICO

TEMPERATURA — VARIAGAO
Tempo 0 Média apos 8 dias
Refrigeracdo (6°C) 11.911,83 12.877,80 8,11%
Congelamento (-12°C) 11.911,83 11.972,57 0,51%

A diferenca entre as temperaturas pode ser
justificada pela acdo da temperatura sobre a
atividade enzimatica. As enzimas atuam
muito  lentamente em temperatura de
refrigeracdo e congelamento com aumento da
atividade enzimatica a medida que as
temperaturas de  armazenamento  sdo
aumentadas. Durante 0 congelamento e
descongelamento, pode haver a desnaturagdo

de algumas enzimas, porém a maior parte das
enzimas conserva parcialmente sua atividade
nos produtos congelados (Richardson e
Hyslop, 1993).

O coeficiente de correlacdo entre indice de

CMP e a acidez titulavel foi mediano (-
0,4781), porém muito  significativo
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(P=0,0005). Havendo reducdo no indice de (P=0,0037) e o efeito do tempo foi avaliado

CMP, quando a acidez aumenta. por meio da analise de regressdao dos dados
(P<0,05).

N&o houve interacdo significativa (P=0,4781)

entre a temperatura e o0 tempo de Os resultados de acidez titulavel das amostras
armazenamento, em relacdo a acidez titulavel. em relacdo as duas temperaturas, analisadas a
Analisou-se, portanto, o efeito simples de cada dois dias, por um periodo de oito dias,
cada variavel. A diferenga entre as estdo demonstrados na Tabela 13, e em
temperaturas foi observada por meio do SNK relacdo, ao tempo na Figura 11.

Tabela 13 - Acidez titulavel (mg acido latico/100mL) de amostras de leite pasteurizado
armazenadas a 6°C e -12°C durante 08 dias

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA 5 A 6 MEDIA
Refrigeracdo (6°C) 14,33 14,80 15,03 15,35 15,60 15,02 a
Congelamento (-12°C) 14,33 14,50 14,82 15,00 15,30 14,79 b

MEDIA 1433A  14.65B 14.93C 15.23D 15.38D

Letras minusculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 11 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a -12°C e 6°C de amostras
de leite pasteurizado em relacdo a acidez tituldvel (mg &cido latico/100mL), com sua curva de
regressdo e coeficiente de determinagéo.
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Paiva (2007) avaliou 151 amostras de leite
pasteurizado que apresentaram valor médio
de acidez titulavel igual a 15,32°D. O valor
maximo encontrado foi 27,6°D e o menor
126°D e 19,87% (30 amostras) nao
atenderam ao padrdo de acidez estabelecido
pela legislagcdo vigente, situado ente 14,0 e
18%. O coeficiente de correlagdo entre
indice de CMP e o pH foi baixo (0,2472);
porém, significativo (p=0,0288), havendo
aumento no indice de CMP, quando o pH
aumenta.

Muitas varidveis composicionais e de
processamento afetam a estabilidade da
micela de caseina, entre estes fatores, se
inclui o pH (Walstra e Jennes, 1987).
Portanto, alteragdes no pH  podem
desestabilizar a micela de caseina, tornando-a
mais susceptivel a proteolise.

Né&o houve interacéo significativa (P=0,6277)

armazenamento, em relacdo ao pH. Analisou-
se, portanto, o efeito simples de cada
variavel. A diferenca entre as temperaturas
foi observada por meio do teste SNK
(P=0,0313) e o efeito do tempo (P<0,05) foi
avaliado por meio da analise de regressdo dos
dados observados.

O pH das amostras em relacdo as duas
temperaturas, analisadas a cada dois dias, por
um periodo de oito dias, estdo demonstrados
na Tabela 14. O efeito do tempo de
armazenamento em relacdo ao pH, em cada
temperatura, pode ser verificado na Figura
12.

Houve diferenca significativa entre as
temperaturas de 6°C e -12°C em relagdo ao
pH das amostras. Porém, tais valores, ainda
se encontram dentro da faixa normal de pH
do leite que possui variagdes entre 6,6 a 6,8
(Brasil, 1997; Brito et al., 2007).

entre a temperatura e o0 tempo de

Tabela 14 - Efeito do pH de amostras de leite pasteurizado armazenadas a 6°C e -12°C durante 8
dias (n=6)

TEMPO (DIAS)

TEMPERATURA MEDIA
0 2 4 6 8
Refrigeracéo (6°C) 6,84 6,85 6,80 6,77 6,76 6,80 a
Congelamento (-12°C) 6,84 6,84 6,74 6,71 6,73 6,77 b
MEDIA 6.84A 6.84A 6.77B 6.76B 6.73B

Letras minGsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)

O congelamento e estocagem do leite a -10°C
causa cristalizagdo da éagua pura, enquanto
que o liquido ndo congelado torna-se mais
saturado em relagdo aos varios sais. A forga
ibnica da fase liquida aumenta com um
concomitante aumento na concentracdo de
Ca®*, pois parte do fosfato de célcio solavel
precipita-se como Ca*(PO,), liberando H* e

diminuindo o pH até 5,8 aproximadamente. A
cristalizacgdo da  lactose como  a-
monohidratada exacerba a situacdo. A
combinagdo do aumento da concentracdo de
Ca® e a reducdo do pH causam
desestabilizacdo das micelas que precipitam
quando o leite é descongelado (Fox e
McSweeney, citados por Fukuda, 1998).
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Figura 12 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de 6°C e -12°C de armazenamento de amostras
de leite pasteurizado em relacéo ao pH, com sua curva de regresséo e coeficiente de determinag&o.

43  Leite UAT

A andlise da altura do pico de CMP de

A pesquisa do indice de CMP por CLAE é
muito precisa, uma vez que os dados obtidos
para amostras em duplicata de leite UAT, nas
temperaturas de 21, 6 e -12°C, apresentam
baixo coeficiente de variagdo na altura do
pico de CMP do cromatograma, sendo
respectivamente, 1,67%, 2,13%, e 1,85%
(Tabela 15). O coeficiente de variagdo médio,
considerando as trés temperaturas, foi de
1,88% (Tabela 16).

De acordo com Wolfshoon-Pombo (1984),
pode-se esperar para a repetibilidade do
método um coeficiente de variagdo menor
que 2%, independentemente do teor de CMP
das amostras e isto ocorre devido as simples
operacfes que sao requeridas no pré-
tratamento das amostras.

amostras de leite UAT armazenadas nas
temperaturas de 21, 6 e -12°C, durante 120
dias, apresentou interagdo significativa
(P<0,05) entre as variaveis temperatura e
tempo durante o armazenamento. Analisou-
se, portanto, por meio do teste SNK, o
desdobramento da temperatura dentro de cada
tempo e, posteriormente, por meio da analise
de regressdo linear o desdobramento do
tempo dentro de cada temperatura.

Os valores médios da altura dos picos dos
cromatogramas em relagdo as  trés
temperaturas, analisadas mensalmente, estéo
demonstrados na Tabela 17. O efeito do
tempo de armazenamento das amostras em
relacdo a altura do pico do cromatograma,
em cada temperatura, pode ser verificado
na Figura 13.

51



Tabela 15 - Coeficiente de variacdo da altura do pico de CMP de amostras de leite UAT
armazenados a 21, 6 e -12°C

TEMPERATURA
21°C 6°C -12°C
Valor o Valor o Valor o
médio > CV (%) médio > CV (%) médio > CV(%)
12.145,5 9,19 0,08 21.306,5 164,76 0,77 13.821 36,77 0,27

8.939,5 45,96 0,51 22.669,5 521,14 2,30 11.130 445,48 4,00
16.449,5 492,85 3,00 23.449 1062,07 4,53 13.596 205,06 1,51
12.192 39,60 0,32 14.628 349,31 2,39 13.539,5 178,90 1,32
11.169 5,66 0,05 25.024 142,84 0,57 22.382 254,56 1,14
19.780 43,84 0,22 32.127,5 983,59 3,06 13.579,5 413,66 3,05
68.956,5 1062,78 1,54 13.579,5 413,66 3,05 23.517 520,43 2,21
26.019 468,10 1,80 23.517 520,43 2,21 30.625,5 429,21 1,40
42111 304,06 0,72 30.625,5 429,21 1,40 17.304,5 369,82 2,14
62.900,5 2065,46 3,28 17.304,5 369,82 2,14 27.019,5 280,72 1,04

24.211,5 351,43 1,45 27.019,5 280,72 1,04 11.552 196,58 1,70
42.102 452,55 1,07 10.555,5 74,25 0,70 7.855 289,91 3,69
111852  1639,07 1,47 19.889,5 235,47 1,18 11.214 39,60 0,35
39.382,5 878,93 2,23 12.440,5 556,49 4,47 9.098,5 218,50 2,40
60.394 326,68 0,54 CVv 2,13 17.544,5 13,44 0,08
99.069,5 820,95 0,83 14.635 35,36 0,24
32.472,5 347,19 1,07 19.517,5 729,03 3,74
57.534,5 1224,00 2,13 13.579,5 413,66 3,05
132.232,5 8245,57 6,24 CVv 1,85

43.991,5 128481 2,92
68.566,5 584,78 0,85
119.440  3797,16 3,18
34.747,5 712,06 2,05
63.002,5 158321 2,51

Ccv 1,67

s=Desvio Padrdo; CV=Coeficiente de Variacao
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Tabela 16 - Coeficiente de variacdo médio da altura do pico de CMP de amostras de leite UAT
armazenadas a 21, 6 e -12°C

TEMPERATURA COEFICIENTE DE VARIACAO (%)
21°C 1,67
6°C 2,13
-12°C 1,85
VALOR MEDIO 1,88

Tabela 17 - Valores médios da altura dos picos de CMP em amostras de leite UAT armazenadas a
21°C, 6°C e -12°C durante 120 dias

TEMPO
TEMPERATURA
30 60 90 120
Ambiente (=21°C) 13.44592aA  35.469,75 aB 66.784,17aC  76.996,75aC  78.072,50 aC
Refrigeracio (6°C) 1344592 aA  19.851,25 bB 23.851,67bB  21.866,58bB  23.499,83 bB

Congelamento (-12°C) 13.445,92 aAB  15.664,33 bAB 16.717,75 cB 11.983,17 cAB  11.036,50 cA

Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras mailsculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
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Figura 13 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento a 21°C, 6°C e -12°C de
amostras de leite UAT em relacéo a altura do pico do cromatograma, com suas respectivas curvas
de regressdo e coeficientes de determinagéo.
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Observa-se, a partir do 30° dia, que o leite
armazenado a 21°C apresentou altura do pico
maior que as amostras armazenadas a 6°C e -
12°C. Apos os 60 dias de armazenamento,
observa-se diferenca significativa entre as trés
temperaturas avaliadas e o maior pico se
relaciona a maior temperatura.

De acordo com os resultados obtidos a partir
de amostras armazenadas em temperatura
ambiente, observa-se que com 0 avanco do
prazo de validade, ocorre um progressivo
aumento da quantidade de CMP no leite. Tais
resultados condizem com 0s encontrados por
Fukuda (2003), que observou uma protedlise
progressiva durante o periodo de validade do
leite UAT.

O congelamento das amostras (-12°C)
proporcionou um melhor controle da
protedlise do leite, quando comparado com as
outras temperaturas. Porém, ainda pode afetar
os resultados do indice de CMP por CLAE,
pela geracdo de resultados duvidosos. Os
dados estdo de acordo com Fukuda (2003)
gue sugere que as quantificagbes de CMP
devam ser feitas de imediato com amostras
recém colhidas e ndo congeladas.

Fukuda  (2003), avaliando  amostras
congeladas de leite cru refrigerado e do leite
UAT correspondente, no momento da coleta e
mantidas por 24 horas (um dia) e um més, em
temperaturas de -14 a -18°C, apresentaram
média de altura de pico de 9.741, 16.378 e
11.382 para leite refrigerado e 8.800, 7.304 e
7.265 para o leite UAT correspondente. Foi
observado um acréscimo significativo apos
congelamento de 24 horas e apds um més os
teores detectados aproximaram-se daqueles
obtidos pelo leite que ndo sofreu
congelamento. Quando essas amostras foram
submetidas ao processo de ultrapasteurizagéo
e analisadas no dia de producdo, houve uma
diminuicdo dos valores (x10%) em relacéo
aos originais, valores estes que continuaram

em decréscimo suave apds congelamento por
24 horas e um més.

Friedrich et al. (2010), avaliando a
estabilidade do leite UAT recém processado e
de amostras do mesmo lote congeladas
durante 50 dias, também verificaram aumento
progressivo ao longo dos dias, demonstrando
gue mesmo com O processo de ultra-alta
temperatura, ha a ocorréncia de protedlise no
leite durante o tempo de vida de prateleira.

A protedlise no leite UAT pode ser
promovida por suas enzimas nativas, como
por exemplo a plasmina, ou por enzimas
sintetizadas pela microbiota contaminante
(Fukuda, 2003). A atividade proteolitica do
leite por proteases extracelulares de micro-
organismos  psicrotréficos  contribui  de
maneira significativa na degradacdo de
proteinas. A caseina é o principal substrato
do leite que sofre protedlise, devido a sua alta
concentracdo e susceptibilidade (Santos,
2003). O tratamento térmico necessario para
desnaturar as enzimas proteoliticas em leite
durante o armazenamento seria de 142°C por
18 segundos ou 120°C por 15 minutos (Fox,
1992).

Embora nédo tenha especificidade, as enzimas
produzidas por bactérias podem hidrolisar a
k-caseina na ligacdo 105 e 106 levando a
formacdo de CMP. As enzimas também
podem provocar a ruptura entre 0s
aminoacidos metionina (106) e alanina (107)
formando uma estrututra conhecida como
pseudo-CMP, que difere do CMP por ter
apenas um aminodcido a menos. A
cromatografia ndo é capaz de diferenciar o
CMP verdadeiro do pseudo-CMP
(Magalh&es, 2008).

As amostras apresentaram altura de pico

méaximo, quando armazenadas durante 116
dias a 21°C, 89 dias a 6°C e 45 dias a -12°C.
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A variagdo da altura dos picos em relagdo a condicdo inicial das amostras foi avaliada,
considerando-se a altura maxima em cada temperatura Tabela 18.

Tabela 18 - Variacdo (%) da altura do pico de CMP do cromatograma em relagdo a temperatura de

armazenamento e altura maxima

Temperatura
Tgmpo 21°C 6°C -12°C
(Dias) Altura do Pico Va(r(:/i ;;ao Altura do Pico Va(r(:/e; ;;ao Altura do Pico Va(r(:/i ;;ao
0 13.445,92 0 13.445,92 0 13.445,92 0
45 53.489,55 297,00 21.338,08 58,70 15.709,32 16,83
89 75.457,40 461,19 23.823,56 77,18 13.870,22 3,08
116 79.352,98 490,16 22.986,02 70,95 10.897,99 -18,95

Observa-se que as amostras armazenadas a
temperatura de -12°C apresentam menor
variagdo, e considerando-se que nesta
condicdo se tem um maior controle da
protedlise (Tabela 16 e Figura 13),
recomenda-se que as amostras destinadas a
pesquisa de indice de CMP sejam congeladas
a fim de se ter menores alteracdo dos
resultados avaliados, caso ndo seja possivel a
analise imediata.

O congelamento das amostras é incapaz de
impedir a ocorréncia de protedlise e, dessa
maneira, pode levar a um resultado duvidoso,
porém, ainda é o melhor método de
conservagdo por periodos varidveis até a
execucdo das analises, principalmente em se
tratando das dimensdes  continentais
brasileiras.

Deste modo, o procedimento usual de
remessa de amostras de leite congeladas logo
apos a coleta, para a pesquisa de soro lacteo
por meio da CLAE, adotado pelos servicos de
fiscalizagéo de produtos de origem animal no
Brasil, seja federal ou estadual, é indicado,
caso ndo seja possivel a realizacdo das
andlises de imediato.

As amostras de leite armazenadas a 6°C e -
12°C durante os 120 dias ndo apresentaram
contagem de micro-organismos mesofilos
aerobios estando em conformidade com a
legislacdo vigente, que estabelece limite
maximo de 100UFC/mL (Brasil, 1996). Oito
amostras (8,89%) de leite armazenadas a
21°C apresentaram esta contagem acima do
limite maximo permitido pela legislacdo, com
valores na ordem de até 10°UFC/mL.

Rossi Janior et al. (2006), verificaram que a
populacdo de micro-organismos mesofilos
apresentaram nimeros na ordem de < 10° e
10'UFC/mL no leite UAT. Sendo, portanto, o
tratamento térmico aplicado ao leite UAT
capaz de reduzir, mas ndo de eliminar a carga
microbiana encontrada no leite cru.

A contagem de micro-organismos mesofilos
(UFC/mL) em leite UAT é importante, uma
vez que apresenta correlacdo significativa
diretamente proporcional de 60,41% em
relacdo a altura de CMP.

A contagem de micro-organismos

psicrotréficos (UFC/mL) apresentou valores
<1UFC/mL e, portanto, ndo apresentou
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correlacdo significativa com a altura do pico
de CMP e outros parametros avaliados.
Porém, a maioria das proteinases
psicrotréficas é extremamente termoestavel e
pode resistir aos tratamentos térmicos com
ultra-alta temperatura (UAT) (Cromie, 1992).

A acidez titulavel, expressa em °Dornic, das
amostras de leite UAT armazenadas nas
temperaturas de 21, 6 e -12°C, durante 120
dias, apresentou interacdo significativa
(P<0,05) entre as variaveis temperatura e
tempo durante o armazenamento. Analisou-
se, portanto, por meio do teste SNK o
desdobramento da temperatura dentro de cada
tempo e, posteriormente, por meio da analise
de regressdo linear o desdobramento do
tempo dentro de cada temperatura.

A acidez titulavel das amostras em relagdo as
trés temperaturas, analisadas mensalmente,
por um periodo de cinco meses, esta
demonstrada na Tabela 19. O efeito do

tempo de armazenamento das amostras em
relacdo a altura do pico do cromatograma, em
cada temperatura, pode ser verificado na
Figura 14.

Observa-se, a partir do 30° dia, diferenca
significativa entre as temperaturas avaliadas
em relacdo a acidez titulavel. O leite
armazenado a 21°C apresentou maior acidez,
seguido do leite refrigerado (6°C) e
congelado (-12°C).

Houve uma baixa correlacdo (0,296)
significativa entre a acidez titulavel e a
contagem de micro-organismos mesofilos.

O congelamento é o melhor método de
conservacdo das amostras, uma vez que
permite maior preservacdo das mesmas. Tal
fato é importante, uma vez que a acidez
titulavel apresenta correlagdo significativa
proporcional com a altura do pico de CMP de
69,05%.

Tabela 19 - Acidez titulavel (mg acido/100mL) de amostras de leite UAT armazenadas a 21°C, 6°C

e -12°C durante 120 dias

TEMPERATURA TEMPO
0 60 90 120
Ambiente (=21°C) 12,95 aA 14,37 aB 15,30 aC 15,58 aC 16,57 aD
Refrigeracdo (6°C) 12,95 aA 13,72 bB 14,23 bC 14,33 bC 15,38 bD
Congelamento (-12°C) 12,95 aA 13,00 cA 12,95 cA 13,80 cB 14,15 ¢cB

Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras mailsculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)

56



17

:ET o . =  Ambiente (21°C)
C § 155 — e - m Refrigerado (6°C)
E .g 1412 _ pd .= A Congelado (-12°C)
o oy i R .- N
ST —

E . . . !

0 30 60 90 120 150
Tempo (Dias)

¢ Ambiente (21°C)  y=0,028167t + 13,26

R? = 0,9549
u Refrigerado (6°C) y= 0,0182781t+ 13,03
R?=0,9438
A Congelado (-12°C) y=0,010667t+ 12,73
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Figura 14 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento 21°C, 6°C e -12°C de
amostras de leite UAT em relacdo a acidez titulavel (mg &cido latico/200mL), com suas respectivas
curvas de regressdo e coeficientes de determinacéo.

Segundo 0 Regulamento Técnico de de leite UAT, sendo que todas se
Identidade e Qualidade (RTIQ) de Leite apresentaram de acordo com a legislacdo
UAT, o leite UAT deve apresentar acidez vigente.

entre 0,14% e 0,18% (Brasil, 2007). Das 90
amostras avaliadas 36 (40%) estavam abaixo
do limite minimo. Sendo 7 (7,78%) amostras
armazenadas a 21°C, 11 (12,22%) amostras
armazenadas a 6°C e 18 (20%) amostras
armazenadas a -12°C.

Amostras de leite UAT integral coletadas em
estabelecimentos  comerciais de Belo
Horizonte, apresentaram 0,4% das amostras
com acidez abaixo de 0,14% (Coelho, 2000).
Martins et al. (2008) avaliaram 30 amostras

Bersot (2010) avaliou 150 amostras de leite
UAT, 4 (2,7%) estavam abaixo e 7 (4,7%)
estavam acima dos limites estabelecidos pelo
RTIQ do leite UAT, apresentando um
comportamento variavel.

Os resultados de pH analisados apresentaram
interacdo significativa (P<0,05) entre as
varidveis temperatura e tempo durante o
armazenamento. Analisou-se, portanto, por
meio do teste SNK o desdobramento da
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temperatura dentro de cada tempo e,
posteriormente, por meio da andlise de
regressdo linear o desdobramento do tempo
dentro de cada temperatura.

Os valores médios do pH em relagdo as trés
temperaturas, analisadas mensalmente, por

um periodo de cinco meses, estdo
demonstrados na Tabela 20 e o efeito do
tempo de armazenamento em relacdo ao pH,
em cada temperatura, pode ser verificado na
Figura 15 abaixo.

Tabela 20 - Resultados médios da analise de pH das amostras de amostras de leite UAT

armazenadas a 21°C, 6°C e -12°C durante 120 dias

TEMPERATURA TEMPO
60 90 120
Ambiente (~21°C) 6,76 aA 6,76 aA 6,76 aA 6,77 aA 6,63 aB
Refrigeragdo (6°C) 6,76 aA 6,82 bB 6,81 bC 6,77 aB 6,65 abD
Congelamento (-12°C) 6,76 aA 6,89 cB 6,88 CA 6,81 bA 6,68 bC

Letras mindsculas distintas nas colunas indicam diferenga significativa pelo teste SNK (P<0,05)
Letras mailsculas distintas nas linhas indicam diferenca significativa pelo teste SNK (P<0,05)

A anélise de pH apresenta valores variaveis,
mas dentro da faixa de pH considerada
normal, que possui variacdes entre 6,6 a 6,8
(Brito et al., 2007).

A correlagdo entre o pH e a acidez titulavel
foi significativa (P=<0,05) e moderadamente
proporcional (0,67).

N&o houve correlagdo significativa do indice
de CMP com o pH, embora a maior parte das
enzimas apresentem atividade maxima no pH
entre 4,5 e 8,0 (Richardson e Hyslop, 1993).

Observa-se em todos 0s parametros
avaliados, que os coeficientes de
determinagdo das amostras congeladas sdo
menores que o das refrigeradas que por sua
vez sdo menores que os coeficientes das
amostras  armazenadas a  temperatura

ambiente. Isto ocorre porque o congelamento
do leite pode causar alteracbes nas suas
propriedades. A completa geleificacdo no
descongelamento raramente ocorre e sua
aparéncia ndo permanece homogeénea,
apresentando algumas vezes, sedimentacgéo,
floculagdo ou liberacdo de oOleo (Tulloch e
Cheney, 1984). Quando estocado congelado,
o complexo fosfocaseinato de célcio é afetado
e, com o tempo, ha perda da estabilidade,
aparecendo um precipitado quando o leite é
descongelado. Inicialmente, a floculagdo é
reversivel com aquecimento e agitacdo,
posteriormente, com a continuacdo da
estocagem, torna-se irreversivel (Keeney e
Kroger, 1974, citados por Fukuda 2003).
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Figura 15 - Efeito do tempo (dias) e da temperatura de armazenamento 21°C, 6°C e -12°C de leite
UAT em relagdo ao pH das amostras, com suas respectivas curvas de regressdo e coeficientes de

determinagdo.

Analisando as amostras armazenadas em
temperatura ambiente (21°C), conforme o
modo de comercializacdo tradicional,
observa-se que apenas quatro amostras estéo
de acordo com a legislagcdo vigente, que
considera limite maximo de 30 mg/L para

leite destinado ao abastecimento direto
(Brasil, 2006) (Tabela 21) e que as amostras
ndo conformes apresentaram resultados de
1,30 a 15,38 vezes acima do valor permitido
ao consumo direto.
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Tabela 21 - indice de CMP (mg/L) de amostras de leite UAT armazenadas a 21°C durante

120 dias (n=6)

Tempo (Dias)

Repeticdes
0 30 60 90 120
1 26,168 148,570 337,416 461,081 461,282
2 16,550 48,170 106,127 139,669 165,656
3 39,080 100,046 173,186 230,111 266,747
4 26,308 135,727 296,620 414,671 450,583
5 23,239 50,376 84,074 107,422 128,008
6 49,071 104,449 164,060 209,926 247,047

Considerando-se os resultados das amostras
no dia de producdo (tempo 0) e a prote6lise
progressiva que ocorre durante toda a vida
atil do leite UAT, pode-se verificar que uma
amostra que esteja de acordo com os padrdes
legais vigentes logo apds o processamento
pode vir a presentar resultados em desacordo
no decorrer do periodo de validade sem que
ocorra adulteracdo. Portanto, a deteccdo de
fraude por adicdo de soro lacteo em leite
UAT pode ser detectada tdo somente logo
apos o envase, e ndo ao longo do prazo de
validade do produto. Uma vez que assim, 0s
altos indices de CMP poderiam ser
justificados pela qualidade insatisfatéria do
leite cru, que apresentaria altas contagens de
micro-organismos psicrotréficos e
consequentemente de proteases extracelulares
resistentes ao tratamento témico que seriam
as responsaveis pela protedlise da caseina,
formando peptideos semelhantes ao CMP que
seriam identificados como CMP por meio da
CLAE.

Souza et al. (2010) pesquisando soro lacteo
em leite UAT por meio da determinagdo do
indice de CMP por CLAE, verificaram que as
18 amostras avaliadas estavam conformes
com a legislacdo vigente.

5. CONCLUSOES

Amostras de leite cru refrigeradas a 6°C
podem ser avaliadas em relagdo ao indice
de CMP até quatro dias sem que ocorra
prejuizo dos resultados, apresentado
valores mais proximos daqueles obtidos
pelo leite que ndo sofreu tratamento.

Amostras  de leite pasteurizado
conservadas a -12°C podem ser avaliadas
em relacdo ao indice de CMP até oito dias
sem que ocorra prejuizo dos resultados,
apresentado  valores mais préximos
daqueles obtidos pela amostra inicial.

A pesquisa do indice de CMP por CLAE
é muito precisa (CV=1,9%) e indiferente
as condicOes de armazenamento e teor de
CMP das amostras.

Independentemente das temperaturas de
armazenamento, observou-se proteolise
progressiva durante o periodo de validade
do leite UAT, portanto, um produto
conforme pode-se transformar em ndo
conforme, sem que ocorra adulteracéo.
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A deteccdo de fraude por adicdo de soro
lacteo em leite UAT pode ser detectada
tdo somente logo ap6s o0 envase, e ndo ao
longo do prazo de validade do produto.

Caso ndo seja possivel a analise imediata,
recomenda-se que as amostras sejam
congeladas.
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ANEXOS

Anexo | - Requisitos fisicos e quimicos de leite cru refrigerado

Requisitos Limites Métodos de Analise @
Matéria gorda (g/100 g) min. 3,0 @ FIL 1 C:1987
Densidade relativa a 15/15°C (g/mL) © 1,028 a 1,034 LANARA/MA, 1981
Acidez titulavel (g acido latico/100mL) 0,14a0,18 LANARA/MA, 1981
Extrato seco desengordurado (g/100 g) min. 8,4 FIL 21B: 1987
indice Crioscopico Méaximo - 0,530°H FIL 108 A: 1969

(equivalente a - 0,512°C)

Proteinas (g/100g) min. 2,9 FIL 20 B: 1993

Nota n° (1): todos os métodos estabelecidos acima sdo métodos de referéncia, podendo ser
utilizados outros métodos de controle operacional, desde que conhecidos 0s seus desvios e
correlagdes em relagdo aos respectivos metodos de referéncia.

Nota n° (2): é proibida a realizacdo de padronizacdo ou desnate na propriedade rural.

Nota n° (3): dispensada a realizagdo quando o ESD for determinado eletronicamente.

Fonte: Brasil (2002)
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Anexo Il - Requisitos microbioldgicos, Contagem de células somaéticas, e residuos quimicos
Requisitos fisicos e quimicos de leite cru refrigerado avaliados pela Rede Brasileira de
Laboratorios de Controle da Qualidade do Leite na regido sudeste

Indice medido
(por propriedade rural ou por tanque A partir de 01.7. 2008 Até 01.7. 2011
comunitario)

Contagem Padrdo em Placas (CPP), expressa
em UFC/mL (minimo de 01 analise mensal,
com média geométrica sobre periodo de 03
meses) Método FIL 100 B: 1991

Contagem de Células Somaticas (CCS),
expressa em CS/mL (minimo de 01 analise
mensal, com média geométrica sobre periodo
de 03 meses) Método FIL 148 A : 1995

Maximo de 7,5 x 10°

Maximo de 7,5 x 10°

Pesquisa de Residuos de Antibidticos/outros Inibidores do crescimento microbiano: Limites
Maximos previstos no Programa Nacional de Controle de Residuos - MAPA

Temperatura maxima de conservagao do leite: 7°C na propriedade rural /Tanque comunitario e
10°C no estabelecimento processador.

Fonte: Brasil, (2002)

Anexo Il - Critérios de avaliacdo da qualidade do leite in natura

indice de CMP (mg/L) Destino

Até 30 Abastecimento direto

Producéo de derivados lacteos avaliados tecnicamente, caso a
Entre 30 e 75 caso, pelo Departamento de Inspecao de Produtos de Origem
Animal (DIPOA)

Alimentacdo animal, a indUstria quimica em geral ou a outro

Acima de 75 destino a ser avaliado tecnicamente, caso a caso, pelo DIPOA.

Fonte: Brasil, (2006)

Anexo IV - Caracteristicas microbioldgicas de leite pasteurizado

Tolerancia para amostra

. Método de Analise
representativa

Requisitos

Contagem Padréo em
Placas (UFC/mL)
Coliformes, NMP/mL

n=5c¢=2m= 4,Ox104M = 8,0x104 CLA/DDA/SDA/MA, 1993

(30/35°C) n=5c=2,m=2;M=4 CLA/DDA/SDA/MA, 1993
a(gc:fco)rmes’ NMP/mL n=5c=1Lm=1M=2 CLA/DDA/SDA/MA, 1993
Salmonella spp/25mL n =5; ¢ = 0; m= auséncia. CLA/DDA/SDA/MA, 1993

Fonte: Brasil, (2002)
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