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"AVALIACAO FISICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO LEITE CRU
REFRIGERADO E SOROS DOS QUEIJOS MINAS FRESCAL E MUSSARELA

ESTOCADOS SOB DIFERENTES TEMPERATURAS"

RESUMO: O setor agroindustrial do leite representa um dos maiores sistemas
agroindustriais do mundo. O Brasil €, tradicionalmente, um grande produtor deste
nobre alimento e, inclusive de soro lacteo juntamente com a producdo de queijo.
Objetivou-se avaliar a composi¢éo fisico-quimica e microbioldgica do leite e dos
soros lacteos dos queijos minas frescal e mussarela estocado sob diferentes
condicbes de temperatura. O experimento foi conduzido durante dois periodos
distintos do ano de 2013. No leite foram realizadas analises fisico-quimicas e
microbiolégicas. Nos soros lacteos, acompanhados por 21 dias de estocagem nas
temperaturas de 4+1°C e 8+1°C, foram realizadas afericbes de pH, determinacdes
da acidez titulavel, teor protéico, perfil eletroforético e analises microbioldgicas.
Os dados foram comparados por meio de intervalos de 95% de confianca,
construidos, em cada tempo, a partir da variavel t-Student, e as analises
realizadas com o software R versdo 3.0.3. Os resultados das andlises fisico-
quimicas das amostras dos leites analisados indicaram indices em desacordo
com a legislacédo vigente. Na contagem microbiana, tanto o leite como 0s soros
lacteos estudados apresentaram valores de ndo conformidade com a legislagéo.
Durante todo o periodo de estocagem, somente o soro do queijo minas frescal,
armazenado a 4+1 °C apresentou conformidade com a legislacdo para o pH e
acidez titulavel. Os teores médios de proteina total nos soros dos queijos
pesquisados, nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C apresentaram-se em acordo
com a legislacdo e, independente do tipo de queijo, ndo apresentaram diferencas
significativas de proteinas (p> 0,05), ao longo do periodo de observagéo. O perfil
eletroforético dos soros lacteos permitiu a observacdo de uma concentragcdo mais
acentuada nas bandas representativas de até o sétimo dia de armazenamento
com 09 a 11 proteinas com pesos moleculares entre 14,4 a 116 kDa, em ambos

0S géis produzidos.

Palavras-chave: andlise fisico-quimica, leite bovino, proteinas do soro, qualidade,
soro doce.
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"PHYSICOCHEMICAL EVALUATION AND MILK MICROBIOLOGICAL RAW
CHILLED AND WHEY OF CHEESE AND MINAS FRESCAL MOZZARELLA
STOCKED UNDER DIFFERENT TEMPERATURES"

ABSTRACT: Milkagroindustrial sector is one of the largest agribusiness systems
in the world. Brazil is traditionally a large producer of this noble food and even
whey along with the production of cheese. This study aimed to evaluate the
physical, chemical and microbiological composition of milk and milk whey, as well
as, fresh and mozzarella cheeses stored under different temperature conditions.
The experiment was conducted during two different periods of the year 2013. We
carried out physico-chemical and microbiological analyzes in milk, and pH
measurements, determination of titratable acidity, protein content, electrophoretic
profile and microbiological analyzes in milk whey, after 21 days of storage at
temperatures at 4+1 °C and 8+1 °C. Data were compared using intervals of 95%
confidence, built in each time, from the Student t variable, and the analyzes
performed using the R version of 3.0.3 software. The results of physical-chemical
analysis of milk samples analyzed indicated rates at odds with current legislation.
In microbial count, both milk and milk whey studied presented values of non-
compliance with legislation. Throughout the storage period, only the whey of fresh
cheese, stored at 4+1 °C showed compliance with the rules for pH and titratable
acidity. The average levels of total protein in the whey of cheeses studied at
temperatures of 4+1 °C and 8+1 °C were in accordance with the rules and,
regardless of the type of cheese, no significant differences in protein (p > 0.05 ),
was verified throughout the observation period. The electrophoretic profile of milk
whey allows observation of a greater concentration in the bands representing up to
the seventh day of storage at 09 th to 11th proteins with molecular weights of
between 14.4 to 116 kDa in both gels produced.

Key words: physical-chemical analysis, bovine milk, whey protein, quality, sweet

whey.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

O leite, secrecdo produzida pela glandula maméria das fémeas de
mamiferos com a finalidade de nutrir as crias, & rico em nutrientes como
proteinas, lipidios, acucares, vitaminas e minerais, essencial para o crescimento,
desenvolvimento e manutencao da saude (CEBALLOS et al., 2009).

Nas ultimas décadas, tem sido notoéria a preocupacdo da populacao
com a qualidade e inocuidade dos produtos alimenticios (RIBEIRO et al., 2009). A
mudanca no perfil nutricional da populacdo deve comecar pela opcdo de uma
alimentacdo saudavel e equilibrada, considerando valores culturais, afetivos,
sociais e sensoriais, promovendo mudanc¢as nos habitos didrios para a promog¢éao
da saude e prevencao de doencas (TOMBINI et al., 2012).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2013) dentre
0s estados brasileiros, os maiores produtores de leite, em ordem decrescente sao
Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Paran& e Goiés.

Do ponto de vista nutritivo e industrial, o leite apresenta compostos de
ampla aplicacdo e valor econbmico como, por exemplo, o soro de queijo. A
crescente demanda por alimentos, cada vez mais nutritivos, acessiveis, e com
menor custo de producado, tornam o soro de queijo, uma importante fonte de
nutrientes (MAROULIS & SARAVACOS, 2008), como as proteinas do soro que
devido a quantidade de aminoacidos essenciais, da elevada qualidade protéica e
propriedades funcionais que merecem ser ressaltadas, podem elevar o valor
nutricional dos alimentos consumidos na dieta com varios resultados positivos
para o beneficio da saude humana (PEDROSA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2012).

Os avancos tecnolégicos demonstram que as proteinas do soro de
gueijo contém teores de aminoacidos essenciais de acordo com as exigéncias da
Organizacéo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (MING, 2002), e que exercem varias
atividades benéficas para a saude, que fazem das proteinas do soro um
importante componente do mercado de alimentos (MACEDO, 2011; ZHOU,
WANG, Al et al., 2012) com utilidade na prevencao e/ou tratamento de condicdes



patologicas decorrentes da mé nutricdo, doengas e envelhecimento (SGARBIERI,
2004).

Em grande parte das industrias brasileiras, o soro de queijo e
compostos sdo encarados como residuo com alto poder poluidor e gerador de
sérios problemas ambientais, muitas vezes com destinagdo incorreta, sem valor
comercial (CHAVES et al., 2010; BALDASSO, 2011).

Varios autores afirmaram que a composi¢cao do soro de queijo, fracédo
aguosa do leite separada da caseina durante a fabricacdo de queijos, altera-se
devido aos processos tecnologicos empregados, do leite utilizado e do tipo de
queijo fabricado (TEIXEIRA & FONSECA, 2008; LING, 2008; BALDASSO, 2008;
CAVALCANTI, 2010), entre os principais desafios encontrados pelos
pesquisadores, destacam-se o alto percentual de agua existente e a necessidade
da manutencao de propriedades (SERPA et al., 2009; FIDELIS, 2011).

No Brasil, a producéo de soro é constituida quase que exclusivamente
da fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela, e pesquisas direcionam a
utilizacdo na forma liquida pela eficiéncia no aproveitamento e custo reduzido.
Além disso, a regulamentacdo brasileira ainda ndo contempla todas as
possibilidades de uso e adequado aproveitamento do soro e derivados
(ZACARCHENCO et al., 2013).

Novos produtos com soro de queijo e derivados e/ou a transformacao
destes, com qualidade, na reducdo dos problemas de ordem ambiental e
nutricional em beneficio de todos, jA seria motivo suficiente para incentivar a
continuidade de estudos e alternativas para o aproveitamento do soro de queijo
(PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008).

Nesse sentido, objetivou-se com esta pesquisa avaliar a qualidade do
leite refrigerado e dos soros dos queijos minas frescal e mussarela, sob diferentes
condicbes de estocagem, e assim, gerar informacdes que contribuam para o
aproveitamento industrial destes residuos lacteos e suas transformacdes em

produtos comercializaveis de qualidade.



2 LEITE BOVINO

O Brasil é, tradicionalmente, um grande produtor de leite (USDA, 2011;
2012). No primeiro trimestre de 2014 foram adquiridos, pelas industrias brasileiras
processadoras de leite, 6.186 bilhdes de litros de leite, indicativo de aumento de
8,9% sobre o primeiro trimestre de 2013 (IBGE, 2014).

Para a garantia da qualidade global do leite de qualidade, produzido
por vacas sadias e bem alimentadas, é necessario que se conserve ao longo de
todas as etapas de sua obtencdo e processo produtivo, a refrigeracdo e
manutencdo do leite em temperaturas de 4°C (GALVAO JUNIOR et al., 2010),
especialmente em relacdo a perigos microbiolégicos, e ndo apresente riscos para
a satde humana (CANI & FRANGILO, 2008).

O leite é um liquido de composicao complexa, cujas propriedades
fisicas variam de uma espécie para outra e, em menor intensidade, mesmo dentro
da mesma espécie animal (OLIVEIRA, 2009). Segundo o Regulamento de
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) e a
Instrucdo Normativa n°62/2011 (IN 62), o leite, sem outra especificacdo, é o
produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condicdes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, e o leite de outros animais deve-
se denominar segundo a espécie de que proceda (BRASIL, 2011).

Varios fatores interferem na producao e no teor dos componentes do
leite, entre estes: fatores genéticos (espécie, raca dos animais, individualidade
animal), fatores intrinsecos (idade, estagio de lactacdo, niumero de lactacdes),
fatores nutricionais (tipo de alimento e disponibilidade, forma de conservacéo,
adequacao da dieta as exigéncias do animal), fatores ambientais (condicbes
ambientais, estresse, estacdo do ano, manejo), e fatores extrinsecos (sanidade
animal, contaminacdo bacteriana). (WALSTRA, WOUTERS & GEURTS, 2006;
BARROS, 2007; RIBEIRO et al., 2008; CUNHA et al., 2008; LUKAS et al., 2008;
GALVAO JUNIOR et al., 2010; ZANELA et al., 2011).

Industrialmente, os componentes mais valorizados do leite sdo a
proteina e a matéria gorda (URASHIMA, FUKUDA & MESSER, 2012). O
conhecimento da composi¢cdo do leite € essencial para a determinacdo da

qualidade, pois define diversas propriedades sensoriais e industriais.



Os principais parametros utilizados pela maioria dos programas de
qualidade industrial do leite sédo os conteudos de gordura, proteina, sélidos totais
e a contagem de células somaticas (CCS) (NORO et al., 2006). Para GLANTZ et
al. (2009), a composicdo do leite determina as propriedades tecnolégicas de
processamento de produtos como queijo, manteiga e iogurte.

O leite bovino é composto de agua (87,3% a 87,5%) e solidos totais
(12,7%), assim distribuidos: proteinas totais (3% a 3,6%), gordura (3,5% a 4,0%),
lactose (4,5% a 5,0%), além de 0,7% a 0,8 % de minerais e vitaminas (WALSTRA,
WOUTERS e GEURTS, 2006; BARROS, 2007; YUKSEL & ERDEM, 2010).

O valor nutricional e, portanto, a qualidade do leite bovino, € o resultado
de uma complexa interacdo fisioldgica que ocorre no animal para produzir um
fluido composto de uma série de nutrientes sintetizados a partir de precursores do
metabolismo e da alimentacédo (BALDI et al., 2007).

O teor e a composicdo da proteina do leite podem variar, e a
capacidade genética das vacas contribui fortemente, porém muito menos do que
quando comparado ao teor de gordura (FORSBACK et al., 2010).

Evidéncias tém constatado que fatores sazonais (RIBAS et al., 2004),
raciais (VERNEQUE, et al., 2005), nutricionais (BOTARO et al., 2008) e a
ocorréncia de mastite (MAZAL et al.,, 2007) influenciam os teores de proteina
bruta do leite bovino em amostras individuais ou de tanques.

O carboidrato mais comum no leite é a lactose, sendo o principal
determinante da funcéo osmotica do leite (KELLY, 2010). Além disso, a lactose € o
componente mais estavel do leite em vacas sadias, e se apresenta constante
durante as estacfes do ano (HECK et al., 2009).

J4, a matéria gorda do leite é composta quase que exclusivamente por
triglicerideos (98%) que sdo completamente sintetizados nas células epiteliais da
glandula mamaria (VENTURINE et al., 2007; MEDHAMMAR et al., 2012).

O leite €, ainda, uma excelente fonte de minerais, como o calcio e o
fésforo, e ainda outros em quantidades menores, sédio, potassio, magnésio, flaor,
iodo, cobre, zinco e ferro (TRONCO, 2008; BALDASSO, 2008). Quanto a
presenca de sais minerais, o0 calcio e o fésforo apresentam-se em alta
disponibilidade, principalmente por que se encontram associados a caseina,
colocando o leite como uma importante fonte de célcio (TRONCO, 2008).

As caracteristicas fisico-quimicas do leite e suas inter-relacdes



constituem uma valiosa ferramenta para avaliar o desempenho produtivo dos
rebanhos leiteiros, informar sobre o estado fisiolégico da lactacdo, para
diagnosticar distarbios de metabolismo, seus possiveis impactos sobre o
processamento industrial e a qualidade final dos produtos lacteos (PONCE, 2009).

O pH do leite recém ordenhado de uma vaca sadia varia de 6,4 a 6,8.
Este parametro pode ser usado como um indicador da qualidade do leite, uma vez
gue nos casos graves de mastite, por exemplo, o pH pode chegar a 7,5 e a 6,0 na
presenca de colostro (VENTURINE et al., 2007).

Diferentemente do pH, a acidez do leite € determinada pela quantidade
de acido latico presente e o leite possui acidez natural que varia de 0,14 a 0,18 g
de acido lactico/100mL. Com a multiplicacdo bacteriana no leite, a acidez pode se
elevar a niveis acima de 0,18 g de acido lactico/100mL, em funcdo da
transformacao de lactose em acido latico pelo metabolismo das bactérias. Outros
componentes do leite também interferem neste parémetro, entre estes, 0s
citratos, os fosfatos e as proteinas (FONSECA & SANTOS, 2000).

A contagem bacteriana total (CBT) e a contagem de células somaticas
(CCS) séo referéncias usadas como indicadores da qualidade do leite cru (LIMA
et al., 2006; PANTOJA, REINEMANN e RUEGG, 2009).

No Brasil, a partir de janeiro de 2012, Instrucdo Normativa n°® 51 de 18
de setembro de 2002 foi alterada pela Instrucdo Normativa N°62/2011 para a
qualidade do leite cru produzido, onde estdo estabelecidos o0s requisitos
microbiolégicos, fisicos e quimicos que o leite deve atender, além dos novos
limites para a Contagem Bacteriana Total (CBT) e a Contagem de Células
Somaéticas (CCS) (BRASIL, 2011.)

Vérios trabalhos relatam a associacdo entre a contagem de células
somaticas (CCS) e a qualidade do leite, onde a CCS reflete o estado de salde da
glandula mamaéria, a qualidade do produto e o rendimento do leite, assim como a
vida de prateleira dos derivados lacteos (DONG et al., 2012; GARGOURI et al.,
2013).

A incidéncia da infeccdo da glandula mamaria, em bovinos & bastante
variada, dependendo da regido, das caracteristicas ambientais e individuais e do
manejo instituido na propriedade (CONTRERAS & RODRIGUES, 2011), muitas
vezes sem apresentacdo de sinais clinicos (FORSBACK et al., 2009).

As alteracbes da glandula mamaria constituem as causas que



desempenham maior influéncia negativa sobre a qualidade e quantidade do leite,
resultando no aumento na contagem de células somaticas (CCS) (HARTMANN,
2009), provocando alteracfes fisico-quimicas do leite, diminuicdo na producao,
problemas na elaboracdo e conservacdo de derivados e riscos a populacéo
consumidora que ndo tem acesso a um produto de qualidade (CARVALHO et al.,
2007a; CASSOL et al., 2010; MUNGATANA et al., 2011; LANGONI et al., 2011).

A contagem bacteriana total (CBT), no entanto, € de particular interesse
para o produtor e para a industria, pois reflete as condi¢des gerais de higiene no
processo de producéo do leite (RIBEIRO NETO et al., 2012).

Além disso, a prética de fraudes na area de laticinios € um problema
recorrente no Brasil, e diversos trabalhos foram publicados relatando a existéncia
de fraudes em leite fluido em diferentes regibes do pais (MARTINS, 2005;
DAHMER, 2006; MARTINS et al., 2006; BORGES, PINTO, 2008; BORGES et al.,
2009; SILVA et al.,, 2010), indicando que uma quantidade importante do leite
produzido no pais possui algum tipo de adulteracao.

Gracas a Instrugcdo Normativa N°51/2002 (IN-51) (BRASIL, 2002) e da
Instrucdo Normativa N°62/2011 (BRASIL, 2011), do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, observa-se melhorias na qualidade do leite, entretanto,
h&a muito por fazer para se atingir os limites estabelecidos na IN-62 (LANGONI,
2013).

Mudancas vém ocorrendo em todo cenario econémico nacional, e a
pecuaria de leite vem passando nos ultimos anos por profundas modificacfes
estruturais que condicionaram mudancas nha gestdo técnica e econbmica
(RIBEIRO et al., 2009).

Na busca da eficiéncia técnica e da produtividade, ocorreu um aumento
da producao de leite e derivados lacteos em geral, havendo também um aumento
no consumo per capita (MARTINS, 2012), entretanto, PITHAN-SILVA (2013)
relatam que apenas fornecendo condi¢cdes ao produtor de obter leite de qualidade
€ que se poderd alterar o cenario e conseguir mudancas efetivas na qualidade do

leite produzido no Brasil.



3 QUEIJOS NO MUNDO

As origens historicas da producdo de queijo nos remetem a alguns
paises da Europa, como Franca e Suica, que contribuiram de forma significativa
desde as descobertas sobre fermentacdo e pasteurizacdo até técnicas especiais
para fabricacdo de queijos (LEITE et al., 2006).

Ha registros de que a primeira fabrica de laticinios da América do Sul
foi fundada por volta de 1888, na Serra da Mantiqueira, em Minas Gerais
(GUEDES, 1996).

O queijo € um dos produtos lacteos que mais se difundiu e um dos que
mais sofreu adaptacfes da técnica de elaboracdo. Embora o processo basico de
fabricacdo de queijos seja comum, varia¢cdes na origem do leite, nas técnicas de
processamento e no tempo de maturagdo ocasionam, consequentemente, o
surgimento dos Vvarios tipos existentes, cerca de 2.000 tipos no mundo (ALVES,
2010).

A fabricacdo de queijos envolve procedimentos gerais e outros
especificos de cada tipo e de forma abrangente a tecnologia de fabricacdo
compreende as seguintes etapas basicas: selecdo e pasteurizacdo do leite,
coagulacéo do leite, corte da coalhada para liberacdo do lactosoro, enformagem e
prensagem, salga e embalagem (PERRY, 2004). A massa obtida por coalho, por
fermentacao, extraida do soro ou por fusdo; tratada com cozimento, semi-cozida
ou crua; sao inumeras as formas de preparacao do produto (MOURA, 2008).

Segundo BUSNELLO (2008) para a fabricacdo de bons queijos, é
essencial que a matéria-prima seja de qualidade que esta diretamente
relacionada as condi¢Bes de sanidade do rebanho e a producao higiénica do leite,
sendo necesséario um rigido controle de qualidade durante todas as fases de
processamento (PIETROWSKI et al., 2008).

Nos dias atuais, praticamente todos os paises do mundo produzem
queijos. Essa producdo esta diretamente ligada a condicbes de clima,
disponibilidade de solo, pastagens, nivel cultural e social e até mesmo politicas
econdmicas (TEIXEIRA et al., 2014).



4 QUEIJOS NO BRASIL

A industria queijeira no Brasil teve seu inicio em 1888, na chegada de
imigrantes dinamarqueses e holandeses em Minas Gerais, mas o0 grande
desenvolvimento ocorreu a partir de 1930 (ABREU, 2005).

Embora muitos especialistas considerem a Idade Média como o marco
inicial da fabricacdo do queijo, somente no século XIX, o consumo, saiu da esfera
exclusiva da producéo artesanal para a industrial (SEBRAE, 2004).

A denominacgdo “queijo” esta reservada aos produtos em que a base
lactea ndo contenha gordura e/ou proteinas de origem néo lactea (BRASIL, 1996)

e, de acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos:

“‘entende-se por queijo o produto fresco ou maturado
gue se obtém por separacdo parcial do soro do leite ou leite
reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de
soros lacteos, coagulados pela acao fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactéria especifica, de acidos organicos isolados
ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com
ou sem agregacao de substancias alimenticias e/ou especiarias
e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL, 1996).

Com relacdo a producéo e consumo de queijos no Brasil pode-se dizer
que nos ultimos anos tem ocorrido aumento substancial devido a modernizacao
da tecnologia, grande preocupacédo dos individuos com a saude, e, também, pela
praticidade de consumo deste alimento fora do domicilio (LEITE et al., 2006).

De acordo com LIMA FILHO (2010), o consumo de queijos aumentou
nos ultimos anos e os dados de mercado séo favoraveis ao consumo de queijos
no Brasil, de 2010 para 2011, houve um aumento de 31,8% na importacdo e uma
diminuicdo de 25% na exportacdo de queijos, com aumento do consumo per
capita de 4,1% nesse periodo (ANUALPEC, 2012).

Mas ainda € pequeno o crescimento anual do consumo de queijos no
Brasil, quando comparado ao consumo da Argentina ou dos Estados Unidos, com
respectivamente 11,2 e 14,9 Kg per capita (EMBRAPA, 2010).

Os dados sobre o consumo de queijos no pais sao contestaveis devido

ao numero de pequenos e micro laticinios que atuam regionalmente e fora do



ambito do Servico de Inspecdo do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), dificultando a obtencéo de informacdes oficiais, nao

sendo possivel um registro do que é produzido informalmente (SEBRAE, 2008).

5 QUEIJO MINAS FRESCAL

Ha relatos, datados do século XVIII, de que o mais antigo queijo
brasileiro € o queijo Minas (SEBRAE, 2004). Segundo especialistas do setor, o
queijo minas frescal, largamente comercializado, de menor valor agregado, é um
dos queijos mais populares do Pais, sendo consumido por todas as camadas da
populacdo de forma a diferencid-los dos queijos fundidos, processados e finos
(SEBRAE, 2008).

O queijo minas frescal é um alimento semi-gordo a ser consumido
fresco, de consisténcia macia, com ou sem olhaduras mecéanicas, de cor
esbranquicada, sabor suave ou levemente acido, sem possuir crosta, obtido por
coagulacdo parcial enzimatica do leite com coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com a acdo de bactérias
lacticas especificas, e de alta umidade (55%) (BRASIL, 1996; BRASIL, 2001,
BRASIL, 2004).

SILVA (2005) afirmou que o queijo minas frescal apresenta massa crua,
sendo normalmente vendido na forma cilindrica, com o peso variando em torno de
0,5 kg a 3 kg. Os principais constituintes do queijo minas frescal sdo: agua,
gordura, proteina, lactose, acido latico e cloreto de sodio que influenciam nas
caracteristicas sensoriais do produto, como a colora¢do, maciez, sabor e odor
(ORDONEZ, 2005).

Os padrdes microbiol6gicos para 0s queijos como 0 minas frescal sdo
estabelecidos pela Portaria n°146 de 07 de Marco de 1996, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, que estabelece um limite maximo de
1,0x10° NMP/g para coliformes totais e 5,0x10° NMP/g para coliformes
termotolerantes e 5,0x10° UFC/g para Staphylococcus coagulase positivo. A
Resolucdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA, do Ministério da Saude-MS, delimita uma tolerancia
de 5,0x10° NMP/g para coliformes termotolerantes e 5,0x10° UFC/g para
Staphylococcus coagulase positivo (BRASIL, 1996; BRASIL, 2001).
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Em virtude dos diferentes métodos de fabricacdo, o queijo minas
frescal apresenta-se como um produto irregular quanto aos padrbes de textura,
sabor, durabilidade e rendimento, com alto teor de umidade, elevado valor de pH
e grande manipulacdo durante a fabricacdo, extremamente suscetivel aos
fenbmenos bioquimicos e microbiolégicos que afetam as caracteristicas de
qualidade, rendimento e durabilidade (ALVES, 2010).

Considerado o Unico genuinamente brasileiro, o queijo minas frescal é
um produto de grande aceitacdo no mercado, elaboracdo simples e alto
rendimento, 0 que atrai o interesse de industrias e pequenos produtores
(CHALITA, 2009).

6 QUEIJO MUSSARELA

O queijo mussarela tem uma longa histéria, desde a época Medieval,
sendo originaria da planicie de Napoles, na Italia. O leite obtido dos rebanhos de
bdfalos, devido as condigBes primitivas de producdo e transporte, se tornava
muito acido, dando um coagulo com qualidades maleéaveis (DEL PRATO, 1993).

O mussarela € um queijo suave produzido, inicialmente,
exclusivamente a partir do leite de bufala (PIETROWSKI et al.,, 2008) que ao
longo do tempo foi alterado de modo que, atualmente, o queijo é produzido com
leite de vaca e/ou mistura de leites de vaca e bufala (PERRY, 2004).

Conforme Portaria n°® 364, de 04 de setembro de 1997, que aprova o
Regulamento Técnico para Fixacdo de Identidade e Qualidade de Queijo
Mozzarella (Muzzarela ou Mussarela), entende-se por mussarela o queijo que se
obtém por filagem de uma massa acidificada (produto intermediario obtido por
coagulacdo de leite por meio de coalho e/ou outras enzimas coagulantes
apropriadas), complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas,
podendo ainda apresentar umidade, média (36% a 45,9%), alta (46% a 54,9%) ou
muito alta (ndo inferior a 55%) e teores de gordura na matéria seca que O
classifigue como extra-gordo (minimo de 60%), gordo (45% a 59,9%) a semi-
gordo (25% a 44,9% de gordura na matéria seca) (BRASIL, 1997).

O queijo mussarela é produzido com leite pasteurizado, padronizado
guanto ao teor de gordura, o queijo mussarela tem massa dessorada, fermentada,

fatiada e filada até formar um bloco liso e homogéneo com consisténcia firme e
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compacta. Apresenta cor esbranquicada e sabor levemente acido e deve ser
conservado sob refrigeracdo, em temperaturas de até 10 °C (PERRY, 2004).

O mussarela é caracterizado como queijo macio, hdo maturado, com
superficie brilhante, podendo ser encontrado em formatos e tamanhos variados,
(AZEVEDO et al., 2009).

A massa filada do queijo mussarela é resultado do processo de
acidificacdo natural ou dirigida, aplicado na coalhada, que por acdo do calor
permite a formacdo de fios longos (VALSECHI, 2001). A filagem consiste na
imersdo da massa com pH numa faixa, que pode variar de 4,8 a 5,5, em agua, a
70°C - 80°C, com batecéo, até que se obtenha uma consisténcia eldstica que
permita a moldagem do queijo (FURTADO, 1991;1997).

Conhecido, produzido, apreciado e consumido no mundo todo, e
especialmente no Brasil, 0 queijo mussarela, de origem italiana, se destaca como
sendo o queijo mais fabricado nacionalmente, representando aproximadamente
33% da producédo total de queijos. A maior utilizacdo e consumo do queijo
mussarela visam explorar as propriedades de fatiamento e facilidade de
derretimento (VALLE et al., 2004; SANTOS, 2009).

E importante que todas as etapas de fabricacdo de um queijo, inclusive
0 mussarela, obedecam as normas operacionais pré-estabelecidas, desde a
recepcado do leite utilizado como matéria-prima até o produto final, de modo a
impedir que falhas técnicas ou negligéncia propiciem a contaminacao do produto
ou alteracdes em sua composicado normal (BUZI et al., 2009).

7 SORO DE QUEIJO

O soro de queijo € um liquido de cor amarelo-esverdeada (CALDEIRA
et al., 2010), com sabor ligeiramente acido ou doce (BEZERRA, 2009), que pode
ser definido como a fracdo aquosa do leite que é separada da caseina durante a
fabricacdo de queijos, correspondendo a cerca de 90 a 95% do volume de leite
dependendo do tipo de queijo processado (TEIXEIRA & FONSECA, 2008).
Contém aproximadamente metade dos solidos totais do leite, incluindo proteinas
sollveis, sais e, principalmente, lactose (CHAVES et al., 2010; LEITE et al., 2012).

Em termos de volume e em fungéo das técnicas utilizadas na producéao

de queijos, gera-se em média 10 litros de soro para cada quilo de queijo
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produzido (ALMEIDA; TAMINE; OLIVEIRA, 2008; BARBOSA et al., 2010).

Dados do United States Department of Agriculture (USDA, 2012)
reportaram a producdo de 670.000 toneladas de queijos no Brasil em 2011,
somados ainda a producdo de queijos por empresas nao legalizadas que,
segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ, 2012),
representa 40% do total da producéao no Brasil.

A producdo mundial do soro de queijo vem aumentando
acentuadamente nas Ultimas décadas, juntamente com a producdo de queijo
(DERMIKI et al., 2008). Em média, o volume mundial de soro esta crescendo na
mesma taxa do crescimento da producao de leite que corresponde a mais de 2 %
ao ano (FIDELIS, 2011).

O soro como efluente, com alto poder poluidor, devido a elevada
concentragdo de compostos organicos soluveis na fragdo aquosa (ALMEIDA,
TAMINE; OLIVEIRA, 2008; MORENO-INDIAS et al., 2009) quando né&o tratado
gera um sério problema ambiental (BALDASSO, 2011) e a destinacéo incorreta
pode conduzir ao descumprimento da lei (CHAVES et al., 2010). Segundo a ABIQ
(2012), os laticinios precisam de alternativas de destinacéo deste soro devido ao
elevado poder poluente e da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) do soro de
gueijo que varia de 30.000 a 60.000 mg/litro.

Para ZAVAREZE et al. (2010), uma alternativa para minimizar o
impacto ambiental e aproveitar as propriedades nutritivas do soro de queijo é
utiliza-lo na producado de novos produtos alimenticios ou a agregacdo do soro aos
ja existentes.

Tem-se observado que na Europa e América do Norte préximo a 95%
do total do soro € utilizado na indastria de alimentos, enquanto no Brasil, apenas
50% da producédo é utilizada (CASTRO et al., 2009; BALDISSERA et al., 2011),
gerando desperdicios nutricional, financeiro e impactos ambientais relevantes, ja
que é um residuo com alto teor organico (MAGALHAES et al., 2011).

Os dados brasileiros sobre a disponibilidade do soro de queijo s&o
altamente imprecisos, pois parcela significativa do queijo € produzida por
pequenas empresas, sem estrutura para processar o soro (PITHAN-SILVA et al.,
2013), tendo como destino principal por muito tempo a ragcdo animal ou até
mesmo o descarte direto como efluente (YORGUN; BALCIOGLU; SAYGIN, 2008;
PITHAN-SILVA et al., 2013).
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Na balanca comercial de lacteos do Brasil, em 2010, alguns fatores
chamaram a atencdo, com relagdo ao soro do queijo. Industrias do setor
alimenticio e de suplementos alimentares fazem ampla utilizacdo do soro de
queijo e, para isso, tém que recorrer a compras externas. Mesmo com 0 aumento
da producao nacional de leite, parcela significativa do soro de queijo continua
sendo importada, vindo principalmente da Argentina, pois ainda ndo ha uma
politica voltada para o setor que viabilize investimentos no processamento de soro
no Brasil, e atenda as necessidades das industrias consumidoras do produto
(PITHAN-SILVA et al., 2013).

Paises com industria lactea desenvolvida agregam valor a linha de
producdo processando este composto, e ja o reconhecem como ingrediente
funcional de alto valor nutricional (PITHAN-SILVA et al., 2013). Os requerimentos
para diminuir a poluigdo ambiental e a necessidade do uso de nutrientes
disponiveis para a alimentacdo da populacdo humana tém feito da utilizacdo do
soro de queijo uma necessidade (BIEGER & RINALDI, 2009).

No Brasil, ainda ha resisténcia no uso do soro na alimentacdo humana
e muitas vezes, é utilizado para alimentagdo animal e/ou adulteracdo de produtos,
ao contrario do que ocorre na Europa e América do Norte onde € reconhecido
como um dos mais versateis co-produtos da industria de alimentos (MARRETT,
2009).

Segundo FIDELIS (2011), a presenca de determinados constituintes
confere ao soro, caracteristicas funcionais excelentes que permitem a pesquisa e
o desenvolvimento tecnolégico para a manufatura de novos produtos alimentares
e suas aplicacdes na industria de alimentos, tais como: capacidade de absorcao
de agua, capacidade de formacdo e estabilizacdo de espuma, capacidade de
formacdo e estabilidade da emulsédo, capacidade de gelificacdo, viscosidade e
solubilidade.

A composicdo dos soros de queijo ndo é sempre a mesma e altera-se
devido a variacdes sazonais sendo dependente das espécies produtoras de leite
e da sua alimentacdo (CAVALCANTI, 2010), dos processos tecnoldgicos
empregados, do leite utilizado e do tipo de queijo fabricado (TEIXEIRA;
FONSECA, 2008; LING, 2008; BALDASSO, 2008).

Diferentes pesquisadores determinaram a composi¢ao fisico-quimica
do soro (SINHA et al.,, 2007; SMITHERS, 2008; TEIXEIRA; FONSECA, 2008;
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TRONCO, 2008; MORENO-INDIAS et al., 2009; OLIVEIRA 2009; BARBOSA, et
al., 2010; VENTURINI FILHO, 2010; PESCUMA et al., 2010; OLIVEIRA et al.,
2012) encontrando entre os trabalhos os seguintes valores dos seus principais
constituintes: agua (93% - 94%), lactose (4,5% - 5,0%), proteinas soltveis (0,7% -
0,9%), gordura (0,1% - 0,5%), sais minerais (0,6% - 1,0%) como calcio, sodio,
magnésio, potassio e fésforo, e outros minerais em quantidades reduzidas, fluor,
iodo, cobre, zinco e ferro.

O soro contém também a maioria das vitaminas presentes no leite (e
soliveis em agua), como a vitamina B12, a vitamina B6, acido pantoténico,
riboflavina, tiamina, vitamina C e retinol (BALDASSO, 2008; GUIMARAES, 2008)
além de acido latico, de acido citrico e, compostos nitrogenados néo-proteicos
(uréia e acido urico) (DRAGONE et al., 2009).

Dos componentes presentes no soro, a lactose e proteinas sollveis
sdo o0s mais importantes. A lactose, carboidrato de baixo poder adocante
(WATANABE et al., 2008), fonte de material energético para diversos processos
biotecnolégicos é componente utilizado na industria farmacéutica e alimenticia
(LING 2008; DIAS, 2008), quando o teor de lactose é reduzido, obtém-se um
produto com alto teor de proteinas (PAGNO, 2009).

Quanto a composicao protéica, as proteinas do soro possuem alto valor
nutricional, pois contém todos os aminoacidos essenciais (WATANABE et al.,
2008), e elevado valor bioldgico, devido a rapida absorcdo pelo organismo
quando ingerida. Em comparacao a outras fontes protéicas, o soro € uma fonte
rica (>20% m/m) em aminoacidos de cadeia ramificada como leucina, isoleucina e
valina e em aminoacidos sulfurados como metionina e cisteina (SMITHERS,
2008). A fragdo protéica contém, aproximadamente, 50% de B-lactoglobulina, 25%
de a-lactoalbumina e 25% de outras fragdes protéicas, incluindo imunoglobulinas
(OLIVEIRA 2009; VENTURINI FILHO, 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

Os sais minerais representam de 8% a 10 % dos soélidos totais do soro
de queijo (GUIMARAES, 2008). Encontram - se em dissolucdo (moléculas e ions)
ou no estado coloidal e apresentam-se, principalmente, através de fosfato de
calcio, sédio, magnésio e ferro, além de cloreto de sédio, potassio e calcio. O
calcio e o fosforo sdo dois elementos fundamentais da estrutura da micela das
caseinas e mesmo apdés a produgcdo do queijo, permanecem noO SOro
remanescente (BALDASSO, 2008).
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A qualidade biologica das proteinas e o teor de minerais e vitaminas
presentes no soro de queijo fazem deste um produto atrativo para a industria de
alimentos (FELIX, 2009; KOSSEVA et al., 2009) com beneficios a salde e custos
atrativos para a formulacéo de alimentos novos e tradicionais (MADUREIRA et al.,
2007; ZACARCHENCO et al., 2013), substituindo com eficiéncia e baixo custo, 0s
sélidos do leite dando origem a novas férmulas para producdo de diversos
alimentos (ZAVAREZE et al., 2010).

Entretanto, entre o0s principais desafios encontrados pelos
pesquisadores, destacam-se o alto percentual de agua existente e a necessidade
de se manter as propriedades fisico-quimicas e biol6gicas do soro de queijo,
assim, pesquisas direcionam seu aproveitamento na forma liquida (SERPA et al.,
2009; FIDELIS, 2011).

Considerando ainda, que o soro tem uma composi¢do nutricional
adequada para o desenvolvimento de microrganismos, produtos adicionados de
soro de queijo necessitam de um tratamento térmico para garantir a estabilidade
microbiolégica do produto e evitar uma alteracdo que dependendo da severidade
do binbmio tempo/temperatura possa ocorrer (LA CLAIR; ETZEL, 2010). A
producdo do soro é, atualmente, um dos problemas mais criticos para a industria
de laticinios (BALDASSO, 2008; PITHAN-SILVA et al., 2013).

De acordo com o procedimento utilizado para a separacdo da
coalhada, € possivel obter dois tipos de soro diferentes: o soro doce e 0 soro
acido (ZACARCHENCO et al.,, 2008; LEINDECKER, 2011). O soro doce é
proveniente da coagulacdo do leite por acdo enzimatica e o soro acido é
proveniente da coagulacéo acida (SILVA, BOLINI, 2006; CASTRO, 2007).

A producédo do soro “doce” é resultado da fabricacdo de queijos duros,
semi-duros ou macios, como, por exemplo, mussarela, prato, minas frescal, que
sdo 0s mais comercializados no pais, e outros como o provolone
(ZACARCHENCO et al., 2008). Ja o soro acido, € originario da manufatura de
gueijos de consumo mais reduzido (ricota e requeijao) (CARVALHO et al., 2007).

Os dois tipos de soro apresentam diferencas na acidez e no contetudo
mineral, e sdo estas diferencas que conferem diferentes propriedades fisico-
quimicas (KOSSEVA et al., 2009). Vérios autores afirmaram que o soro doce
apresenta pH entre 5,9 e 6,6, enquanto o pH do soro &acido varia entre 4,3 e 4,6
(ORDONEZ, 2005; BALDASSO, 2008; ZACARCHENCO et al., 2008).
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O soro doce contém maior quantidade de peptideos e aminoacidos
livres (TULLIO, 2007) sendo mais rico em lactose, por outro lado o soro acido
possui mais calcio e fosforo, devido a solubilizagdo do complexo calcio-fosforo,
existente nas micelas de caseina, em pH acido (BALDASSO, 2008).

O soro de gqueijo se diferencia como um ingrediente de inovacdo em
alimentos e bebidas, porque apresenta flexibilidade e adaptabilidade a diversas
aplicacdes justificando sua utilizacdo como ingrediente em varios alimentos
processados (KLEIBEUKER, 2009; PENNA, ALMEIDA, OLIVEIRA, 2009),
podendo ser utilizado na forma liquida, concentrada ou em po6, modificado e/ou
misturado com outros produtos servindo a propadsitos especificos (FIDELIS, 2011).

A maior parte do soro pode ser utilizada diretamente sob a forma
liquida, através do uso como matéria-prima na elaboracdo de ricota e bebidas
lacteas (TEIXEIRA; FONSECA, 2007; DRAGONE et al., 2009; PESCUMA et al.,
2010). O preparo de bebidas de soro é um dos métodos eficientes de aproveita-lo,
havendo varias outras opcbes de uso do soro e derivados em sorvetes,
sobremesas e queijos processados (ZACARCHENCO et al., 2013). Bebidas
lacteas formuladas com mistura de soro de queijo e outros produtos lacteos ja
representam aproximadamente um ter¢co do mercado de leites fermentados
(BALDISSERA et al., 2011).

Como resultado da utilizacdo integral do soro de queijo, tem-se
conseguido produtos como proteina de soro, creme de soro, lactose, minerais do
leite, filmes comestiveis (PACHECO et al., 2008; PELEGRINI &
CARRASQUEIRA, 2008; YOSHIDA & ANTUNES, 2009), concentrado protéico do
soro ou ainda isolado protéico do soro na forma pulverulenta (KLEIBEUKER,
2009), além das pesquisas para seu aproveitamento na producdo de biogas e
etanol (SERPA et al., 2009).

Ainda, no que se refere as aplicacdes industriais, o soro acido pode ser
utilizado como realcador de sabor de molhos cremosos para saladas, retentor de
agua, emulsificante e como fonte de calcio. O soro doce é muito utilizado em
produtos de panificacdo, salgadinhos, sorvetes e sobremesas lacteas
(PELEGRINI & CARRASQUEIRA, 2008).

Pesquisas indicaram que o soro pode ter uma importante contribuicao
na nutricdo esportiva (altos niveis de aminoacidos essenciais), no controle do

peso corporal (reguladores do metabolismo lipidico), na saude cardiaca e
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construcdo 6ssea (KLEIBEUKER, 2009).

Industrialmente, o soro pode ser processado mediante diversas
técnicas, tais como filtracdo, centrifugacédo, evaporacdo, secagem, ultrafiltracéo,
osmose reversa, fermentacdo, desmineralizacdo e cristalizacdo (FIDELIS, 2011;
ZACARCHENCO et al., 2012).

A Portaria n°® 53/2013 (MAPA) criou o “Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Soro de Leite” que fixa parametros a serem atendidos
pelo soro lacteo do tipo doce e do tipo acido pasteurizado ou em po e pelo soro
em po6 desmineralizado e reduzido em lactose (BRASIL, 2013). Essa portaria ndo
trata dos concentrados e isolados protéicos de soro e das bebidas contendo
apenas soro de queijo, que séo regulamentados pela Instrucdo Normativa n° 28,
de 2007 (BRASIL, 2007).

A regulamentacdo no Brasil ainda ndo contempla todas as
possibilidades nos quais o soro e seus derivados podem ser usados
(ZACARCHENCO et al., 2013) e a identificacao de alternativas para o adequado
aproveitamento do soro de queijo é de fundamental importancia, em funcéo da
qualidade nutricional, do volume gerado e da sua capacidade poluente e deve
seguir por uma busca conjunta de melhorias que possibilitem a obtencédo de um
soro de queijo de qualidade (BECKER et al., 2011).

8 PROTEINAS DO SORO LACTEO

A qualidade nutricional de uma proteina depende da sua composicao,
digestibilidade, absorcao, biodisponibilidade de aminoacidos essenciais e de
nitrogénios totais (OLIVEIRA et al., 2012), sendo a digestibilidade o primeiro fator
que reflete a eficiéncia da utilizacéo protéica na dieta (SGARBIERI, 2005).

Proteinas com indice de Eficiéncia Protéica (IEP) acima de 2,5 s&o
consideradas proteinas de alta qualidade, o que classifica entdo, as proteinas do
soro como excelentes proteinas do ponto de vista nutricional. O IEP é mais
elevado nas proteinas do soro (>3,0) do que na caseina (2,5) e no concentrado de
proteina de soja (2,2) (DA FONSECA, 2008).

Também conhecidas como “whey protein”, as proteinas do soro de
queijo, possuem um dos mais altos indices de valor biolégico em comparacédo a

outras fontes naturais de proteinas, tais como ovos, peixes, carne bovina e soja
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(SMITHERS, 2008; PAGNO, 2009) e quando comparadas as proteinas do leite e
a caseina, possuem valores que confirmam a qualidade nutricional para aplicacédo
em produtos alimenticios (BALDASSO, 2008).

As proteinas do soro de queijo representam cerca de 20% das
proteinas do leite, percentual que pode variar em funcdo da raca do gado, da
racdo fornecida e do pais de origem (ORDONEZ, 2005; HARAGUCHI et al.,
2006), e suas fracdes podem variar em tamanho, peso molecular e funcéao,
fornecendo as proteinas do soro caracteristicas especiais (YUKSEL & ERDEM,
2010; SOUSA et al., 2012).

As duas principais fragdes séo representadas pela (3-lactoglobulina e a-
lactalbumina, mas estdo presentes também a soroalbumina (BSA), as
imunoglobulinas (lg), lisozima, lactoferrina, transferrina, lactoperoxidase,
glicomacropeptideo e proteose-peptona, varias vitaminas hidrossoluveis (tiamina,
riboflavina, acido pantoténico, vitamina B6 e B12), minerais (célcio, sodio,
magneésio, potassio, zinco e fosforo) e alto teor de lactose (THAMER & PENNA,
2006; SINHA et al., 2007).

As proteinas remanescentes no soro de queijo tém excelente
composicdo em aminoécidos, alta digestibilidade e biodisponibilidade de
aminoacidos essenciais, 0 que atesta o seu valor nutritivo (SGARBIERI, 2004;
OLIVEIRA et al.,, 2012), apresentam maiores teores de triptofano, leucina,
isoleucina, treonina, lisina (PRABHU, 2006) e valina que estao relacionados com
fatores de crescimento, reconstrucdo e reparacdo muscular (RENHE, 2008;
SOUSA et al., 2012)

As proteinas do soro de queijo ainda representam uma boa fonte de
aminoacidos contendo enxofre, tais como cisteina e metionina (RICHARDS,
2002). MING (2002) afirmou que os teores de aminoacidos essenciais do soro
estdo de acordo com as exigéncias da Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Alimentacédo e a Agricultura (FAO) e da Organizacao Mundial de Saude (OMS).

As proteinas do soro contém varias sequéncias de aminoacidos com
propriedades bioativas, ou seja, hidrolise pode liberar peptideos capazes de
modular respostas fisiolégicas no organismo, muitas ja isoladas e caracterizadas,
tendo sido observadas atividades imunomoduladora, antimicrobiana e antiviral,
antitumoral, antitlcera, antihipertensiva, anticoagulante, opidide, ergogénica,

anticolesterdlemica e fatores de crescimento celular (SGARBIERI, 2004,
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HARAGUCHI et al., 2006; PACHECO et al., 2005; PRABHU, 2006).

Nos perfis de aminoacidos do concentrado de soro de queijo e
hidrolisados, objeto de estudo de PACHECO et al. (2005) verificou-se que as
proteinas do soro de queijo apresentaram elevado conteido de aminoacidos de
cadeia ramificada, particularmente leucina (Leu) e isoleucina (lle), os quais estao
relacionados com a construgdo de tecido muscular e regeneragdo de traumas
multiplos (PRABHU, 2006).

Os aminoéacidos de cadeia ramificada (BCAAS) sdo Unicos porque sao
metabolizados para producdo de energia pelos musculos e ndo pelo figado,
podendo ser eficientes no ganho de forca e ao mesmo tempo reduzir a perda de
massa muscular (KANTIKAS, 2007).

De acordo com OLIVEIRA et al. (2012) foi comprovado cientificamente
que o alto teor de aminoacidos essenciais das proteinas do soro afeta os
processos metabdlicos da regulacdo energética, de forma a favorecer o controle e
a reducao da gordura corporal. Constataram ainda que as dietas que apresentam
maior relacao proteina/carboidrato sdo mais eficientes para o controle da glicemia
e da insulina pés-prandial, situacdo que favorece a reducao da gordura corporal e
a preservacao da massa muscular durante a perda de peso.

A suplementacao de atletas utilizando proteinas do soro tem sido uma
técnica cada vez mais utilizada por profissionais da area da saude esportiva. A
"whey protein" tem rapida digestdo e absorcdo intestinal, que eleva a
concentracdo de aminoacidos no plasma, estimula a sintese protéica nos tecidos
(TERADA, 2009), além de desempenhar funcdo metabdlica como antioxidante
hidrossoluvel, reduz a acdo de agentes oxidantes no musculo, além de oferecer
uma vantagem sobre o leite como fonte de calcio, em pessoas intolerantes a
lactose, uma vez que grande parte dos suplementos a base de proteinas do soro
€ praticamente isenta de lactose (HARAGUCHI et al., 2006).

A combinacdo calcio-proteina aumenta a solubilidade do célcio,
facilitando a manutencdo deste mineral em solugédo e a biodisponibilidade do
fosforo, seus beneficios para a saude fazem das proteinas do soro um dos mais
importantes produtos no crescente mercado de ingredientes alimentares
(BARBOSA et al., 2010).

PACHECO et al. (2005) afirmaram que o alto teor de calcio das
proteinas do soro associado ao hormoénio 1,25 (OH)D age elevando as
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concentracbes de glutationa, distribuida em todas as células do organismo
humano e animal. Experimentos realizados em animais, humanos e células in
vitro, comprovaram que estas proteinas sdo capazes de promover 0 aumento na
atividade imunomodulatéria e combater infec¢cdes (PACHECO et al., 2006; SAINT-
SAUVEUR et al., 2008).

A lactoferrina (Lf), compreendendo pequena porcéo (0,2-0,8%) das
proteinas do leite, apresenta grande concentracdo no soro de queijo, trata-se de
proteina ligadora de ferro, polimeriza-se rapidamente com calcio e apresenta
atividade antimicrobiana pelo sequestro de ferro, fornecendo meio para criar
formas estaveis de ferro, e também eliminam o ferro livre, podendo este catalisar
reacoes (ANTUNES, 2003).

A Lactoperoxidase representa de 0,5%a 1,0% do total das proteinas do
soro de queijo, funciona como um inibidor de bactérias, particularmente de
Salmonella e Streptococcus patogénicos, sendo também um bom indicador da
correta pasteurizacdo, pois a atividade deve permanecer, em boa parte, apds
pasteurizacdo adequada do leite (SGARBIERI, 2005).

A B-lactoglobulina (B-Lg) é, quantitativamente, a principal proteina do
soro de queijo, ttm na sua estrutura primaria 162 aminoéacidos, ponto isoelétrico
de 5,2 e apresentando peso molecular médio entre 18400 Da e 36800 Da, néo
sendo encontrada em abundéancia no leite de muitas outras espécies. A B-
lactoglobulina apresenta polimorfismo genético, sendo que as variantes A e B séo
mais comuns (HARAGUCHI et al., 2006).

A conformacgao espacial da B-Lg apresenta nove segmentos em folhas
B antiparalelas (A a |) que se arranjam formando uma espécie de calice achatado
capaz de ligar pequenas moléculas hidrofébicas no seu interior e com algumas
ligacdes dissulfeto, proporcionando um certo grau de estabilidade estrutural. Esse
tipo de estrutura caracteriza uma familia de proteinas denominadas lipocalinas
(SGARBIERI, 2005; JOVANOVIC et al., 2005; GRACIA-JULIA et al. 2008).

A estrutura lipocalina da B-Lg lhe confere propriedades funcionais de
grande aplicacédo na industria de alimentos, como capacidade de emulsificacao,
formacdo de espuma, geleificacdo, ligacdo de aroma e sabor e ainda contribui
para que seja uma proteina estavel em ampla faixa de pH (TAULIER &
CHALIKIAN, 2001).

Em termos quantitativos, a segunda proteina do soro de queijo é a a-
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lactoalbumina (a-La), esta presente no leite de todos os mamiferos cuja lactose é
o0 principal agucar, usada comercialmente em férmulas infantis devido a
similaridade estrutural e composicional em relacdo a principal proteina do leite
materno, a a-lactoalbumina (a-La) é também utilizada em alimentos protéicos
para esportistas, pois constitui uma boa fonte de aminoacidos de cadeia
ramificada, envolvidos no fornecimento de energia e sintese protéica muscular
(WALZEN et al., 2002).

Alguns fatores afetam as propriedades das proteinas alimentares, os
intrinsecos, tais como: a sequéncia e a composi¢do de aminoacidos, a estrutura
secundaria e terciaria, o caracter hidroéfilo/hidréfobo da superficie da proteina,
carga liquida e distribuicdo de carga; e fatores extrinsecos como pH, forca iénica
e temperatura (NICORESCU et al., 2009).

Em seus estudos, PELEGRINI & GASPARETTO (2003) concluiram que
tanto a temperatura, quanto o pH influenciaram na solubilidade protéica que é
controlada por um equilibrio sensivel entre as forcas intermoleculares repulsivas e
atrativas, que por sua vez sédo controladas por estruturas de proteina e de agua,
afetadas por fatores ambientais como a temperatura, tempo de armazenagem e
pH (STANCIUC et al., 2012).

A solubilidade depende se as proteinas estdo na sua forma nativa ou
desnaturada, fortemente influenciado pelo pH, pois afeta a forcas de repulsdo
eletrostatica entre as moléculas, e assim, quanto maior for o desvio de pH do
ponto isoelétrico, maiores serdo as forcas repulsivas e menos provavel ocorrera a
agregacao (BONNAILLIE & TOMASULA, 2008).

Estudos indicaram que as proteinas do soro contribuem para aumentar
a estabilidade dos produtos aos quais sado adicionadas, e devido a alta
concentracéo de lactose, formam componentes antioxidantes derivados da reacao
de Maillard durante o cozimento, importantes no controle da rancificacao,
principalmente, em produtos cozidos (PIHLANTO, 2006; PRABHU, 2006;
DAGUER, 2009).

Os resultados obtidos por GANDARA et al. (2007) permitiram verificar
que a utilizacdo das proteinas do soro de queijo no fabrico de iogurte se revelou
como uma alternativa interessante para o aproveitamento industrial, obtendo-se
produtos de elevada qualidade e aceitagdo sensorial, com taxa de incorporacao

de 10% de concentrados liquidos de proteinas do soro.
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Além disso, diferentes fontes protéicas de origem nao carnea sao
largamente utilizadas na elaboracéo de produtos emulsionados, com a finalidade
de melhorar as propriedades funcionais e a estabilidade (OLIVO, 2006). O soro
fluido pode ser usado na industrializacdo da carne, tendo sido recentemente
empregado com sucesso na fabricagdo de mortadelas em substituicdo de até
100% da éagua utilizada na formulacdo, sem alterar as caracteristicas fisico-
guimicas e sensoriais (TERRA et al., 2009).

A utilizacao de peliculas comestiveis tem sido bastante explorada para
revestimento de frutos e hortalicas frescas (PRABHU, 2006) melhorada através
da adicao de agentes antimicrobianos (RAMOS et al., 2006) que asseguram uma
conservacao mais eficaz dos alimentos embalados (ou revestidos).

Observa-se que a aplicacdo do soro de queijo como revestimento
comestivel reduz a perda de peso dos frutos, promove a melhoria e manutencéo
do aspecto visual (DE OLIVEIRA et al., 2009), representa uma barreira moderada
a umidade e a gases quando comparados ao armazenamento em sistema aberto
em condicbes de 25°C e 75% de umidade relativa e em sistema fechado a 10°C
(YOSHIDA, 2009).

A aplicacdo do soro de queijo contendo acido ascorbico retarda a
oxidacdo lipidica em vegetais (MIN & KROCHTA, 2007), reduz a incidéncia de
bolores e leveduras quando combinada com armazenamento a 10°C,
preservando, portanto, caracteristicas importantes dos produtos, resultando em
maior aceitacéo pelos consumidores (DE OLIVEIRA et al., 2009).

Apesar da tecnologia de membranas de filtracdo por osmose reversa
(OR), do soro de queijo, ter sido a primeira aplicacdo de sucesso comercial em
1971, a ultrafiltracdo (UF) é mais utilizada na industria de laticinios, para o
desenvolvimento de compostos a base de soro de queijo, com altos teores de
proteina e baixos teores de gordura, como o concentrado protéico e o isolado
protéico, expandindo, assim, sua aplicacdo em iogurtes, queijos, carnes
processadas, alimentos infantis e bebidas (SMITHERS, 2008).

Os resultados dos estudos de BALDASSO (2008) indicaram que o
processo da ultrafiltracdo (UF) € adequado para obtencdo de concentrados
protéicos com diferentes graus de pureza, podendo chegar a uma pureza protéica
de 70 % em base seca, mas, apesar da versatilidade tecnolégica da UF e dos

custos, em principio, competitivos, a aplicacdo desta técnica sO € rentavel para
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grandes volumes de soro de queijo (PINTADO et al., 2007).

De acordo com ANTUNES (2003), existem o concentrado de soro com
lactose reduzida em torno de 1%, o soro com minerais reduzidos, o isolado de
soro de queijo que contém entre 90 e 95% de proteina, apresentando ainda
gordura e lactose em pouquissima proporc¢do, além dos hidrolisados protéicos.

O concentrado protéico de soro de queijo esta disponivel com
conteudos variados de proteina, sendo que a medida que diminui o teor de
lactose, aumenta o teor de proteina, apresenta diversos niveis de gordura e
minerais (SAMMEL et al., 2007).

O produto final da concentracdo do soro de queijo classifica-se em
WPC 34, WPC 50, WPC 60, WPC 75 ou WPC 80 e devera conter percentuais
minimos de proteina de 34%, 50%, 60%, 75% e 80%, respectivamente (USDEC,
2004) tendo sido adicionados a alimentos para modificar propriedades por meio
da gelatinizacdo, do aumento da viscosidade, da estabilizagdo de emulsées, entre
outras (ANTUNES, 2003; SAMMEL et al., 2007).

Especial interesse tem sido recentemente dedicado para os efeitos do
tratamento térmico (STANCIUC et al., 2012), dos campos elétricos pulsados
(XIANG et al.,, 2011), ou os radicais oxidantes (KONG et al., 2013) em
concentrados e isolados da proteina de soro de queijo, 0 que pode resultar em
mudancas de conformacdo das proteinas e assim, em diferentes propriedades
funcionais, como a solubilidade, emulsdo, ou a capacidade de formacdo de
espuma.

Para a pesquisa e desenvolvimento de novos produtos, somente a
economia gerada pela diminuicdo dos descartes, através da utilizacdo do soro do
gueijo na formulacéo, ja € motivo suficiente para incentivar o desenvolvimento de
uma metodologia que vise 0 seu aproveitamento atualmente descartado pelas
industrias de laticinios, principalmente as de pequeno e médio porte (PELEGRINI
& CARRASQUEIRA, 2008).

Alguns autores afirmaram a necessidade de estudos para conservar e
utilizar o soro do queijo e derivados minimizando problemas tanto de ordem
ambiental como nutricional, em beneficio da saude da fauna, flora e do préprio
homem (PEDROSA et al., 2011; FLORENCIO et al., 2013).
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9 OBJETIVOS

9.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiologica do leite cru e dos
soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela,
buscando verificar o efeito de diferentes temperaturas e tempos de estocagem, e
gerar informag6es que contribuam no aproveitamento industrial destes residuos

lacteos para a melhoria qualitativa da alimentacdo humana.

9.2 Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiologica do leite cru refrigerado

utilizado na fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela.

e Avaliar a qualidade microbiologica dos soros lacteos obtidos da fabricacéo

dos queijos minas frescal e mussarela.

e Verificar o pH e acidez dos soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos

minas frescal e mussarela em diferentes temperaturas de estocagem.

e Acompanhar a influéncia do tempo de estocagem na qualidade fisico-
quimica dos soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos minas frescal

e mussarela.

e Avaliar o teor protéico dos soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos
minas frescal e mussarela em diferentes temperaturas e tempos de

estocagem.

e Verificar o perfil eletroforético do teor protéico dos soros lacteos obtidos da
fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela na temperatura de 4°C

em diferentes periodos de estocagem.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DO LEITE
CRU REFRIGERADO

RESUMO: Objetivou-se avaliar a composicao fisico-quimica e microbiolégica do
leite cru refrigerado, produzido na Fazenda Palmital no municipio de Urutai (GO),
no sudeste goiano, com coordenadas geogréficas 17° 28’ 41” latitude Sul, 48° 11’
35” longitude Oeste e 800 m de altitude. O experimento foi conduzido durante dois
periodos distintos do ano de 2013, durante nove semanas no primeiro semestre,
no periodo de fevereiro a abril de 2013, e trés semanas do més de outubro de
2013. As colheitas das amostras de leite para as andlises seguiram os padrdes
estabelecidos na Instrucdo Normativa 62/2011. As determinacdes analiticas
realizadas no leite cru refrigerado foram: gordura, proteina, lactose, extrato seco
total, extrato seco desengordurado, contagem de células somaticas, contagem
bacteriana total e o indice de caseinomacropeptideo. Para a avaliacdo da
qualidade microbiolégica do leite cru refrigerado e do leite pasteurizado foram
realizadas a contagens de coliformes totais e termotolerantes e a pesquisa de
Salmonella sp. Os resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de leite
cru refrigerado indicaram o0s teores de matéria gorda, extrato seco total, extrato
seco desengordurado e contagem de células sométicas em desacordo com a
legislacdo vigente. Nas amostras de leite cru e pasteurizado analisadas ndo foram
detectadas a presenca de Salmonella sp. Verificou-se a presenca de coliformes
totais e de termotolerantes em todas as amostras de leite cru refrigerado
indicando condi¢des inadequadas de higiene. No leite pasteurizado, as contagens
dos coliformes totais e de termotolerantes variaram de < 0,3 a 9,1 NMP/mL, com

16,67% das amostras pesquisadas inadequadas ao consumo.

Palavras chave: Composi¢ao nutricional, leite bovino, qualidade.
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CHAPTER 2 - PHYSICAL - CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL
EVALUATION OF REFRIGERATED RAW MILK

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the physic-chemical and
microbiological composition of refrigerated raw milk produced in the Palmital Farm
in the municipality of Urutai (GO) in the southeast Goiads, with geographic
coordinates 17° 28' 41" South latitude, 48° 11' 35" West longitude and 800 meters.
The experiment was conducted during two different periods of the year 2013, for
nine weeks in the first semester, in the period from February to April 2013, and
three weeks of October 2013. The gathering of milk samples for analysis followed
the standards set out in Instruction 62/2011. The analytical determinations made in
refrigerated raw milk were: fat, protein, lactose, total solids, nonfat dry extract,
somatic cell count, total bacterial count and the caseinomacropeptideo index. To
evaluate the microbiological quality of refrigerated raw milk and pasteurized milk
were carried out at total coliforms and thermotolerants and Salmonella sp. The
results of physical-chemical analysis of samples of refrigerated raw milk indicated
the fat content, total solids, nonfat dry extract and somatic cell count in violation of
current legislation. In the samples of raw and pasteurized milk analyzed were not
detected the presence of Salmonella sp. It was noticed the presence of
thermotolerants coliforms in all samples of raw milk indicating inadequate hygiene.
In pasteurized milk, the counts of total coliforms and thermotolerants ranged from
<0.3 to 9.1 MPN/ml, with 16.67% of the investigated samples unsuitable for

consumption.

Key words: Nutritional composition, Bovine milk, quality.
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1 INTRODUCAO

O setor agroindustrial do leite é composto por importantes segmentos
da economia, pois gera empregos, riguezas e impostos, além de representar um
dos maiores sistemas agroindustriais do mundo (CAMPQOS, 2007).

O Brasil €, tradicionalmente, um grande produtor de leite (USDA,
2012), no primeiro trimestre de 2014 foram adquiridos, pelas industrias brasileiras
processadoras de leite, com registro no Sistema de Inspecdo Federal, 6.186
bilhdes de litros, indicativo de aumento de 8,9% sobre o primeiro trimestre de
2013. Segundo o CEPEA - Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada
da ESALQ/USP, o agronegédcio brasileiro iniciou 2014 com incremento das
exportacdes, sendo o valor das vendas externas representativo de 45,0% do todo
exportado pelo pais (IBGE, 2014).

O aumento da produtividade leiteira € de grande interesse de
produtores, técnicos, pesquisadores e 0Orgdos governamentais, e esta na
dependéncia de fatores genéticos, sanitarios, ambientais, nutricionais e interacfes
(TEIXEIRA et al., 2010). Mudancas vém ocorrendo em todo cenéario econdémico
nacional, e a pecuéria de leite vem passando nos ultimos anos por profundas
modificacdes estruturais que condicionaram mudancas na gestdo técnica e
econOmica (RIBEIRO et al., 2009).

Em janeiro de 2012, a Instrugdo Normativa n° 62/2011 alterou a
Instrucdo Normativa n° 51/2002 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento do Brasil — MAPA estabelecendo novos requisitos minimos de
qualidade para o leite cru nas propriedades rurais (BRASIL, 2002; 2011).

Vérios autores afirmaram que a qualidade do leite produzido no Brasil,
apresenta problemas, como a alta contagem de células somaticas (CCS) e a alta
contagem bacteriana total (CBT) (NERO et al., 2005; BELOTI et al., 2011; SILVA
et al., 2011)

No leite, varios fatores fisioldgicos e ambientais podem influenciar a
CCS e todos devem ser considerados. A CCS é um critério mundialmente
utilizado por indastrias, produtores e entidades governamentais para o
monitoramento de mastite, infec¢cdo da glandula mamaria, em nivel individual ou

de rebanho, e para a avaliacdo da qualidade do leite, que causa enormes
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prejuizos na industria de laticinios (SOUZA et al. 2005, SANTOS & FONSECA,
2007; MALEK & SANTQOS, 2008).

No ambito internacional e nacional, a CBT no leite bovino € um critério,
também utilizado por inddstrias, produtores e entidades governamentais, como
indicador da qualidade do leite, e da producédo higiénica do leite (GIGANTE &
COSTA, 2008; WICKSTROM et al., 2009; RANGEL et al., 2013).

Para a determinacdo de qualidade do leite o conhecimento da sua
composicdo e qualidade microbiolégica é essencial, pois define diversas
propriedades sensoriais, industriais (NORO et al., 2006) e de processamento dos
produtos lacteos (GLANTZ et al., 2009), assim, neste trabalho objetivou-se avaliar

a composicao fisico-quimica e microbioldgica do leite cru refrigerado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do leite cru refrigerado

O experimento foi conduzido durante dois periodos distintos do ano de
2013, durante nove semanas no primeiro semestre, no periodo de fevereiro a abril
de 2013, e durante trés semanas do més de outubro de 2013.

O leite cru refrigerado foi fornecido pela Fazenda Palmital localizada no
municipio de Urutai (GO) do sudeste goiano com as coordenadas geograficas 17°
28 417 latitude Sul, 48° 11’ 35" longitude Oeste e 800 m de altitude, e
encaminhado para a Unidade de Processamento de Leite do IF Goiano Campus
Urutai - GO, para, no mesmo dia, ser destinado a fabricagéo de lacteos.

O plantel era constituido de 40 vacas em lactacdo, submetido a
ordenha mecanica em sistema fechado, em duas ordenhas diarias, composto por
animais da raca Girolando, em variados graus de sangue, desde animais 1/2
holandés/gir até animais 7/8 holandés/gir, com idades variadas. Muito animais
eram vacas fémeas pluriparas, com variacdo entre trés a cinco crias, € em
namero menor, também em lactacdo, algumas vacas primiparas. O plantel
apresentava producdo média de 10 kg de leite/vaca/dia, em estagio de lactacéo
superior a 10 dias, e que nao tinham recebido tratamento com antimicrobianos,
nos dias que antecederam a coleta do leite. No periodo chuvoso, os animais eram

alimentados com capim Brachiaria brizantha cv. Marandu em sistemas de pastejo
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rotacionado e recebiam no final da ordenha, racdo balanceada no cocho com
proteina bruta em torno de 20%. J& no periodo da seca, 0os animais recebiam
silagem de milho no cocho misturada com racdo balanceada com proteina bruta
em torno de 24%.

Na plataforma de recebimento de leite da unidade de processamento
foram realizadas as analises de rotina para o leite cru refrigerado (BRASIL, 2011),

para em seguida, ser submetido a pasteurizacéo lenta.

2.2 Procedimentos de amostragem

As colheitas das amostras para as analises fisico-quimicas e
microbiolégicas para avaliacdo da qualidade do leite cru refrigerado foram
conduzidas seguindo os padrOes estabelecidos na IN 62/2011, perfazendo um
total de 12 semanas (BRASIL, 2011).

Antes da colheita das amostras de leite cru refrigerado no tanque de
recepcado da plataforma da Unidade de Ensino e Processamento, realizou-se a
homogeneizagdo, de forma manual, por aproximadamente cinco minutos
(BRASIL, 2011). E ap6s o procedimento de colheita das amostras, todas foram
armazenadas sob refrigeracdo e/ou congelamento em refrigerador doméstico
duplex, marca Continental modelo Copacabana com 458 litros de capacidade,
para em até, um prazo maximo de 24 horas, serem enviadas, em caixas
isotérmicas com gelo reciclavel aos laboratérios especificos para a realizacéo das
analises.

Para as analises de contagem de células somaticas (CCS) amostras do
leite refrigerado foram acondicionadas em frascos plasticos padronizados
fornecidos pelo LQL/CPA/EVZ/UFG, contendo conservante Bronopol®, produzido
por Laborclin Produtos para Laboratorios Ltda.

Para determinacdo da contagem bacteriana total (CTB) as amostras
do leite crefrigerado foram acondicionadas, em frascos plasticos padronizados,
adicionadas do conservante Azidiol®, produzido por Laborclin Produtos para
Laboratérios Ltda, também fornecidos pelo LQL/CPA/EVZ/UFG.

Logo apls a colheita, procedeu-se a homogeneizagdo das amostras
visando a dissolucéo total das pastilhas de conservantes, para em seguida serem

igualmente armazenadas sob refrigeracdo, até 0 momento de serem
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encaminhadas ao LQL/CPA/EVZ/UFG.

Ao Laboratério de Fisico-Quimica - LFQ do CPA/EVZ/UFG foram
enviadas amostras congeladas de leite cru, coletado diretamente do tanque de
recepcdo da unidade de processamento, em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel para a andlise do indice de CMP- caseinomacropeptideo.

Amostras de leite cru refrigerado foram enviadas ao Laboratério de
Qualidade do Leite - LQL do Centro de Pesquisa em Alimentos - CPA da
Universidade Federal de Goias — UFG para as analises fisico-quimicas.

Para as andlises microbiolégicas, realizadas pelo Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farméacia — LCQA da UFG,
amostras de leite refrigerado foram acondicionadas em frascos plasticos ndo
padronizados, com 200 mililitros de capacidade, previamente higienizados, e
devidamente identificados.

Apés o leite cru refrigerado ter sido submetido a pasteurizacao lenta, e
a homogeneizacéo deste, de forma manual, por aproximadamente cinco minutos,
realizou-se, quinzenalmente, a colheita de amostras para as analises
microbiolégicas do leite pasteurizado, seguindo os padrdes estabelecidos na IN
62/2011, perfazendo um total de seis semanas (BRASIL, 2011).

Todas as amostras do leite pasteurizado, apos o procedimento de
colheita, foram identificadas e armazenadas sob refrigeracdo a + 8°C, para em
até, um prazo maximo de 24 horas, serem enviadas, em caixas isotérmicas com
gelo reciclavel ao Laboratério de Controle de Qualidade de Alimentos da
Faculdade de Farmacia — LCQA da UFG, para a realizacdo das analises.

Cabe ressaltar que para todas as amostras acondicionadas em frascos
ndo padronizados pelos laboratérios foram utilizados recipientes plasticos
higienizados, assim como, todos os utensilios necessarios ao processo, mediante
lavagem com detergente neutro, enxague e sanitizacdo com hipoclorito de sédio a

100 ppm por 15 minutos.
2.3 Procedimentos analiticos
As determinacgfes fisico-quimicas do leite, durante todo o periodo

experimental, realizadas semanalmente, no LQL/CPA/EVZ/UFG foram as

seguintes: gordura, proteina, lactose, extrato seco total (EST), extrato seco
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desengordurado (ESD), além da contagem de células somaticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT).

No LQL/CPA/EVZ/UFG para as determinacgdes fisico-quimicas do leite,
dependendo da demanda analitica, sdo utilizados varios equipamentos. A
contagem bacteriana total (CBT) pode ser realizada no contador de bactérias da
marca Bentley modelo Bactocount ICB ou pelo equipamento da marca Foss
modelo Bactoscan FC, todos com capacidade de analise de 150 amostras/hora.
Para a contagem de células somaticas (CCS) emprega-se o equipamento, da
marca Foss modelo Foss somatic 5000 base com capacidade de anélise de 300
amostras/hora ou, o equipamento da marca Delta modelo Somascope com
capacidade de analise de 400 amostras/hora.

O principio analitico empregado para andlise de CCS (IDF 148-2, 2006)
e CBT (ISO 21187, 2004) foi a Citometria de Fluxo e para determinagdo da
composicdo centesimal (gordura, proteina, e lactose) (IDF 141C, 2000)
empregou-se o infra-vermelho.

Para as analises da composicao podem ser utilizados o equipamento
da marca Foss modelo Milkscan 4000 com capacidade de andlise de 300
amostras/hora, que utiliza o principio do infravermelho com filtro fixo ou o
equipamento da marca Delta modelo Lactoscope com capacidade de analise de
400 amostras/hora, que utiliza o principio do infravermelho FTIR (infravermelho
transformado por Fourier).

Para a analise do indice de CMP - caseinomacropeptideo, durante as
semanas pesquisadas no primeiro semestre do ano de 2013, foram destinadas,
semanalmente duas aliquotas, de leite cru congelado, com 500 mL cada, e
enviadas ao Laboratério de Fisico-Quimica - LFQ do CPA/EVZ/UFG.

No laboratorio supracitado, as anélises foram realizadas de acordo com
a metodologia estabelecida pela Instrucdo Normativa n° 68/2006/MAPA (BRASIL,
2006a) e os critérios de avaliacdo da qualidade fixados pela I.N. n°69, de
13/12/2006, do MAPA (BRASIL, 2006), baseada na deteccéo e quantificacdo de
caseinomacropeptideo (CMP) proveniente da acdo proteolitica de enzimas por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com separacao em coluna
de filtracdo em gel e deteccéo em ultravioleta (UV).

Para a avaliagdo semanal da qualidade microbioloégica do leite

refrigerado e quinzenal do leite pasteurizado foram pesquisados NMP de



53

coliformes totais (35°C) e NMP de coliformes termotolerantes (45°C) além da
pesquisa de Salmonella sp., e a metodologia adotada pelo Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farmacia — LCQA da UFG
foi FIL 100B: 1991. As analises microbiologicas realizadas pelo Laboratorio de
Controle de Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farmacia — LCQA da UFG,
nas amostras com 200 mL cada, foram efetuadas em duplicatas, sendo os

resultados apresentados pelas médias dos valores encontrados.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao da composicao nutricional do leite cru refrigerado

Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras de leite cru
refrigerado, realizadas semanalmente, durante os dois periodos distintos do ano
de 2013, estdo contidos na Tabela 1, nove semanas do primeiro semestre
representadas nas amostras 01 a 09 e trés semanas do segundo semestre pelas

amostras 10 a 12.

TABELA 1 - Analises fisico-quimicas do leite refrigerado.

CMP Gord. Ptn. Lactose EST ESD CCS CBT
Amostras
(mg/L) a/g alg alg alg alg (CS/mL) (UFC/mL)
1 9,88 4,19 3,27 4,41 12,88 8,69 6,68 x10°
2 721 298 3,13 429 11,37 8,39 5,84 x10° 2,80 x10*
3 6,77 3,28 3,16 443 11,86 8,58 7,26 x10° 3,30 x10*
4 8,48 3,30 3,18 445 11,91 8,60 7,52 x10° 4,40 x10*
5 8,87 2,99 296 4,10 11,02 8,04 1,05 x10° 8,30 x10*
6 6,62 3,41 3,02 426 11,64 8,24 7,28 x10° 3,90 x10*
7 11,23 3,06 3,14 428 11,42 8,36 5,13 x10° 1,36 x10°
8 20,27 2,94 3,07 435 11,35 8,36 4,99 x10° 1,96 x10°
9 0,66 2,93 3,32 4,42 11,61 8,68 4,47 x10° 6,00 x10°
10 2,87 3,05 4,47 11,37 8,50 4,86 x10° 2,40 x10*
11 3,03 3,19 454 11,74 8,71 3,84 x10° 2,40 x10°
12 289 3,21 449 11,56 8,67 4,50 x10° 1,20 x10*
Média . .
o 6,01 3,14 3,14 437 11,64 848 5,83 x10 4,47 x10
geometrlca

CMP = caseinomacropeptideo, Gord.= matéria gorda, Ptn.= proteina, EST= extrato seco total, ESD = extrato seco
desengordurado, CCS= Contagem de Células Somaticas; CBT= Contagem Bacteriana Total.
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Os resultados das analises fisico-quimicas das amostras de leite
refrigerado (Tabela 1) indicaram parametros de proteina, lactose e contagem
bacteriana total em conformidade com a legislacdo vigente (IN 62/2011),
entretanto, € possivel observar varios indices em desacordo com a legislacao,
para os teores da matéria gorda, extrato seco total, extrato seco desengordurado
e Contagem de Células Soméaticas (BRASIL, 2011).

Na quantificacdo do caseinomacropeptideo (CMP), os resultados
apresentados na Tabela 1 variaram de 0,66 mg/L a 20,27 mg/L com concentracao
média de 6,91 mg/L, sendo considerado pela legislacdo (IN 69/2006) apto para
beneficiamento como leite de consumo (BRASIL, 2006).

O CMP com indice acima de 30 mg/L é encontrado no leite em casos
onde houve adulteracdo pelo soro do queijo (LORENZETTI, 2006). Leites
beneficiados e analisados com teor de CMP igual ou superior a 30 mg/L podem
ser considerados como fraudados (BRASIL, 2006) ou de ma qualidade pelo
desenvolvimento de psicrotroficos (MAGALHAES, 2008).

Apesar do valor médio de gordura de 3,14 g/g (Tabela 1), encontrar-se
acima do valor minimo de 3,0 g/g estabelecido pela legislacdo (BRASIL, 2011),
50% das amostras, apresentaram-se em desacordo com estas condi¢des legais.

Em seus experimentos, SALVADOR (2008); SILVA et al.,, (2009) e
YUKSEL & ERDEM (2010) encontraram valores de 3,5 a 4,0% para os teores de
gordura, resultados superiores ao valor minimo estabelecido pela legislacdo
brasileira (BRASIL, 2011) e atingido somente no resultado analitico de uma Unica
amostra do universo desta pesquisa.

O teor de proteina do leite em média pode variar, porém muito menos
do que quando comparado ao teor de gordura (FORSBACK et al., 2010). Os
resultados obtidos para os valores de proteina do estudo (2,96% a 3,32%),
demonstrados na Tabela 1, apresentaram-se de acordo com a IN 62 (BRASIL,
2011) que estabelece concentracdo minima de 2,9 % desse componente no leite
bovino.

Os teores de proteinas observados corroboram com SILVA et al.
(2009), MULLER & SAUERWIN (2010) e REYES et al. (2012) que
respectivamente encontraram os valores de 3,19%; 3,39% e 3,21% para proteina
em seus estudos para o leite de vacas criadas em sistemas de producédo

convencional.
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Evidéncias tém constatado que fatores sazonais (RIBAS et al., 2004),
raciais (VERNEQUE, et al., 2005), nutricionais (BOTARO et al., 2008) e a
ocorréncia de mastite (MAZAL et al.,, 2007) influenciam os teores de proteina
bruta do leite bovino em amostras individuais ou de tanques.

A lactose, o componente mais estavel do leite em vacas sadias (HECK
et al., 2009), apresentou neste estudo, valores de 4,10% a 4,54% sendo que em
quatro amostras (33,33%) foram encontrados teores abaixo do limite minimo de
4,3% estabelecido pela legislacéo brasileira (BRASIL, 2002).

Os teores de lactose observados também foram inferiores aos
relatados por ARCARO Jr. et al. (2003), BUENO et al (2005) e MAPEKULA et al.
(2011) que, respectivamente, encontraram os valores de 4,66%; 4,60% e 4,82%
para lactose em seus estudos.

De acordo com BOTARO et al. (2011) o teor de lactose no leite pode
variar em funcdo da alimentagao fornecida e da ocorréncia de mastite no rebanho.

Para os sdlidos totais observados foram registrados valores inferiores
ao valor minimo de 11,4 g/g estabelecido pela legislacdo (BRASIL, 2011) em
33,33% das amostras estudadas, enquanto NOBREGA & LANGONI (2011)
obtiveram 11,36% de sélidos totais no leite.

Para os solidos totais e sélidos ndo gordurosos, independentemente do
sistema de criacdo de bovinos, a IN 62 estabelece a concentracdo minima de
11,4% e 8,4%, respectivamente (BRASIL, 2011).

Neste estudo o valor médio de soélidos totais observado nas amostras
de leite foi de 11,64%, enquanto a média geral da producao percentual de sélidos
totais dos leites analisados por REIS et al. (2012) foram de 12,48% e por
BOTARO et al. (2011) de 11,96%.

No leite refrigerado estudado foi observado um valor médio dos sélidos
nao gordurosos de 8,48% mas individualmente, entretanto, 41,67% das amostras
apresentaram-se em desacordo com as condicdes legais.

Quanto ao valor médio dos sodlidos ndo gordurosos as amostras
apresentaram-se em sintonia com as condi¢cdes legais estabelecidas pela
legislagéo que determina um valor minimo de 8,4 g/g (BRASIL, 2011).

O valor médio dos sélidos ndo gordurosos estudados encontra-se
acima do valor minimo legalmente estabelecido, e proximo aos valores descritos
na literatura por CARROL et al. (2006), LOPEZ et al. (2006) e SANCHEZ et al.
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(2006) que, respectivamente, apresentaram teores de 8,97%; 9,4% e 9,2% para
sélidos ndo gordurosos em seus estudos.

Os resultados obtidos nas analises de contagem de células somaticas
(CCS) nas amostras de leite cru refrigerado, contidos na Tabela 1, indicam que
58,33% dos parametros estdo em desacordo com a legislacéo vigente, que neste
momento, outubro de 2014, estabelece o valor méximo de 5,00 x 10° para CCS
(IN 62/2011) para o Centro-oeste.

Entretanto, cabe lembrar que o leite analisado foi produzido em 2013,
quando, os resultados analiticos para a contagem de células somaticas estariam
de acordo com a IN 62/2011 em 58,33% que estabelecia o valor mdximo de 6,00
x 10° para CCS (BRASIL, 2011).

Foram encontrados no leite pesquisado valores de CCS de 3,84 x 10° a
1,05 x 10° com valor médio de 5,83 x 10>, e BUENO et al. (2005), SATO et al.
(2005), NAUTA et al. (2006), SUNDBERG et al. (2009), MULLER & SAUERWEIN
(2010) e WAGENAAR et al (2011) obtiveram valores de 7,67 x 10* a 3,50 x 10°
células/mL para a CCS.

SANTOS & FONSECA (2007) afirmaram que, valores de CCS no leite,
acima de 2,00 x 10°> CS/mL como observado neste estudo, indicam a ocorréncia
de mastite, fator que mais interfere na CCS no leite (WELLNITZ et al., 2009;
SHARMA et al., 2011).

Pela Tabela 1, 41,67% das amostras deste estudo apresentaram CCS
até 5,0 x 10° CS/mL. De acordo com ANDREATTA et al. (2009), o leite destinado
a fabricacdo de queijo Mussarela deve apresentar CCS até 5,0 x 10> CS/mL,
como forma de evitar alteracdes na qualidade dos produtos ao longo do periodo
de armazenamento.

Os resultados deste estudo indicaram valores para a contagem
bacteriana total em acordo com a legislacdo vigente quando registraram valores
médios de 4,47 x 10* UFC/mL, num intervalo de 6,00 x 10° a 2,40 x 10°, uma vez
que, para a regido centro-oeste do Brasil, até junho de 2014, a IN 62/2011,
estabelecia o parametro legal para a contagem bacteriana total (CBT) de 6,0 x 10°
UFC/mL e a partir de 01/07/2014, o limite de 3,0 x 10° UFC/mL (BRASIL, 2011).

Para a contagem bacteriana total, o valor médio observado neste
experimento foi 4,47 x 10* UFC/mL, e RIBEIRO JUNIOR et al (2013) avaliaram 98

amostras de leite, das quais 35,84 % apresentaram contagens superiores a 1,0 x
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10" UFC/mL, com uma média, das demais amostras, de 1,71 x 10° UFC/ mL, de
acordo com a IN 62 (BRASIL, 2011).

Valores também superiores aos encontrados neste estudo foram
observados por LIMA et al. (2006) em seus estudos que encontraram a média de
CBT de 3,2 x 10® UFC/mL em sistemas de ordenha manual no agreste de
Pernambuco, registrando a necessidade de melhorias nos procedimentos para

gue a meta legal prevista para 2016 seja atingida.

3.2 Caracterizacdo microbioldgica do leite cru refrigerado

Nas amostras de leite refrigerado foram semanalmente realizadas as

analises microbiolégicas cujos resultados estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 - Andlises microbioldgicas do leite refrigerado.

Leite refrigerado
Amostras Salmonella Coliformesa35°C  Coliformes a 45 °C

(NMP/mL) (NMP/mL)
1 aus. 4,6 x 10 2,4 x 10
2 aus. >1,1x 10 >1,1x 10
3 aus. 4,6 X 103 2,4 X 103
4 aus. 1,1x10° 1,1x10°
5 aus. 1,1x 104 4,6 x 103
6 aus. 46%10 46x10
7 aus. 11x10 11x10
8 aus. 1,1x10° 1,1x10°
9 aus. 2,4 X 103 2,3x 102
10 aus. >1,1x 10 >1,1x10°
1 aus. 1,1x 10° 4,6 x 10°
12 aus. 1,1x 10° 1,1x 10°

Nas amostras de leite cru analisadas neste trabalho nao foi detectada a
presenca de Salmonella sp., indicando adequacdo com a IN 62/2011 (BRASIL,
2011). ARCURI et al. (2006) salientaram que a presenca de bactérias patogénicas
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no leite cru € uma preocupac¢do de saude publica, sendo um risco potencial para
guem o consome diretamente ou na forma de derivados.

Analisando a Tabela 2, observaram-se coliformes totais e
termotolerantes em 20,83 % das amostras de leite analisadas. Em amostras de
leite cru, comercializado clandestinamente no municipio de Morrinhos/GO,
QUINTANA & CARNEIRO (2006) observaram 33% das amostras com indices,
acima de 10* UFC/MI.

De forma semelhante ao verificado neste estudo, FAGAN et al. (2008)
verificaram a presenca de coliformes a 35°C e de coliformes termotolerantes em
amostras de leite cru refrigerado.

Valores muito superiores aos indices encontrados neste estudo foram
relatados por BARRETO et al. (2012) com contagens de coliformes totais de 9,1 x
10° a 8,8 x 10° UFC/mL do leite in natura comercializado em Cruz das Almas, no
estado da Bahia.

Contagens elevadas de coliformes totais também foram observadas
por BORGES et al. (2009) em leite de propriedades da regido do Vale do Taquatri,
no estado do Rio Grande do Sul.

SABEDOT et al. (2011) verificaram 24% das amostras de leite cru com
valores de coliformes termotolerantes acima de 1,0 x 10°, enquanto neste estudo,
observa-se pela Tabela 2, que em 58,33 % das amostras estudadas a presenca
de coliformes termotolerantes estava acima de 10° UFC/mL, o que é um indicador
de obtencdo e de manipulacdo do leite em condi¢bes de higiene inadequadas
(BEUX, 2013), confirmando assim, que o0s preceitos das Boas Préticas de
Producdo (BPP) devem ser respeitados rigorosamente e fazer parte da rotina
diaria de uma propriedade leiteira, independentemente do nivel de tecnificacdo
(VALLIN et al., 2009; ANDRADE et al., 2009; SANTOS & CORTINHAS, 2010).

3.3 Caracterizacdo microbiol6gica do leite pasteurizado

Nas amostras de leite pasteurizado, submetido a pasteurizacéo lenta e
destinado a fabricacdo de lacteos, na unidade de processamento da mencionada
Instituicho de ensino, foram quinzenalmente realizadas as analises

microbioldgicas cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3 - Analises microbiolégicas do leite pasteurizado.

Leite pasteurizado
Amostras Salmonella Coliformes a35°C  Coliformes a 45 °C
(NMP/mL) (NMP/mL)

1 aus. <03 <03
2 aus. <4,0 <20
3 aus. <4,0 <20
4 aus. 91 9,1

5 aus. <03 <03
6 aus. <4, <20

Nas amostras de leite pasteurizado analisadas neste trabalho, também,
nao foi detectada a presenca de Salmonella sp., indicando adequacdo com a IN
62/2011 (BRASIL, 2011), como demonstrado na Tabela 3. Assim como, SILVA et
al. (2008), FURLANI & ONOFRE (2009) e SANTOS & SIMM (2011) que nao
verificaram Salmonella sp., em leites pasteurizados em cidades dos estados de
Alagoas, Parana e Minas Gerais, respectivamente.

Observa-se que a contagem de coliformes totais variou de < 0,3 a 9,1
NMP/mL, com 01 amostra (Tabela 3) incompativel com os limites definidos pela
legislacdo vigente (BRASIL, 2011), o que representa 16,67% das amostras
pesquisadas neste estudo.

MARTINS et al. (2012) observaram em seus estudos que a contagem
de coliformes totais variou de < 4,0 a 1,1 x 10° NMP/mL e SILVA et al. (2008)
verificaram indices de contaminacdo semelhantes ao analisarem amostras de
leites pasteurizados provenientes do estado de Alagoas com 55,7% dos leites
pesquisados, apresentando contagem de coliformes totais acima do permitido
pela legislacéo vigente.

Enquanto FURLANI & ONOFRE (2009) reportaram contaminacdo de
coliformes totais superior a 1,0 x 103 NMP/mL em leites pasteurizados da cidade
de Francisco Beltréo, Parana.

GIOMBELLI et al. (2011), pesquisando leites pasteurizados do Parana,
mencionaram contaminacdo de 13,93% das amostras, estando o percentual de
contaminagcdo observado proximo aos 16,67% verificados neste trabalho,

entretanto, 0s autores mencionados reportaram contagem de coliformes
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termotolerantes variando de < 0,3 NMP/ mL a > 1,10 X 10° NMP/mL.

LUZ et al. (2011) verificaram contagens de coliformes termotolerantes
dentro do limite estabelecido pela legislacdo, com indice de aprovacao de 100%
das amostras de leites pasteurizados do Pantanal Sul-Mato-Grossense, e
SANTOS & SIMM (2011), avaliando a qualidade de leites pasteurizados
comercializados na cidade de Para de Minas, Minas Gerais, também né&o

verificaram contaminacéao dos leites por coliformes termotolerantes.

4 CONCLUSAO

Na quantificacdo do caseinomacropeptideo (CMP), o leite cru
refrigerado pesquisado foi considerado apto para beneficiamento e consumo.

Os resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de leite
refrigerado indicaram indices em desacordo com a legislacdo vigente, para 0s
teores da matéria gorda, extrato seco total, extrato seco desengordurado e
contagem de células somaticas.

Quanto as analises microbiolégicas, nas amostras de leite analisadas
neste trabalho ndo foi detectada a presenca de Salmonella sp., entretanto,
verificou-se a presenca de coliformes totais e termotolerantes em todas as
amostras analisadas de leite cru refrigerado. No leite pasteurizado, observou-se

que 16,67% das amostras pesquisadas estavam inadequadas ao consumo.

5 REFERENCIAS

1. ANDRADE, U.V.C.; HARTMAN, W.; MASSON, M.L. Isolamento
microbiolégico, contagem de células somaticas e contagem bacteriana total em
amostras de leite. Ars Veterinaria, v.25, n.3, p.129-135, 2009.

2. ANDREATTA, E. et al. Quality of minas frescal cheese prepared from milk
with different somatic cell counts. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 44, n. 3,
p. 320-326, 2009.

3. ARCARO JUNIOR, I. et al. Teores plasmaticos es plasmaticos de
hormdnios, produgédo e composi¢ao do leite em sala de espera do leite em sala de
espera climatizada. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.
7, n. 2, p. 350-354, 2003.



61

4., ARCURI. E.F; BRITO, V.P; BRITO, J.R.F; PINTO, S.M.; ANGELO, F.F;
SOUZA, G.N. Qualidade microbiol6gica do leite refrigerado nas fazendas.
Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.58, n.3, p.440-446,
2006.

5. BARRETO, N. S. E. et al. Qualidade microbiol6gica e suscetibilidade
antimicrobiana do leite in natura comercializado em Cruz das Almas, Bahia.
Semina: Ciéncias Agréarias, v. 33, n. 6, p. 2315-2326, 2012.

6. BELOTI, V.; RIBEIRO JUNIOR, J.C.; TAMANINI, R. et al. Qualidade
microbiolégica e fisico-quimica do leite cru refrigerado produzido no municipio de
Sapopema/PR. Revista Cientifica Eletrédnica de Medicina Veterinéria, ano IX,
n.16, p.2, 2011.

7. BEUX, S. Tecnologia de Leite e Derivados. Pato Branco: Universidade
Tecnolégica Federal do Parana. 2013. 89 p. [ Apostila].

8. BORGES, K. A.; REICHERT, S.; ZANELA, M. B.; FISCHER, V. Avaliacao da
qualidade do leite de propriedades da regido do Vale do Taquari no estado do Rio
Grande do Sul. Acta Scientiae Veterinariae, v. 37, n. 1, p. 39-44, 2009.

9. BOTARO B. G.; LIMA, Y. V. R.; AQUINO, A. A.; FERNANDES, R. H. R;
GARCIA, J. F; SANTOS, M. V. Effect of beta-lactoglobulin polymorphism and
seasonality on bovine milk composition. Journal of Dairy Research, v.75, n.02,
p.176-181, 2008.

10. BOTARO, B. G.; CORTINHAS, C. S.; MESTIERI, L.; MACHADO, P. F;
SANTOS, M. V. Composicao e fracbes protéicas do leite de rebanhos bovinos
comerciais. Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, v. 18, n. 1, p. 81-91, 2011.

11. BRASIL. Regulamentos técnicos de producao, identidade e qualidade do
leite tipo A, do leite tipo B, do leite tipo C, do leite pasteurizado e do leite cru
refrigerado e o regulamento técnico da coleta de leite cru refrigerado e seu
transporte a granel... Ministério da Agricultura da Pecuéaria e Abastecimento —
Diario Oficial da Unido. 2002. Secéo 1, pagina 13. Brasilia-DF.

12. BRASIL. Instrucdo Normativa n° 69, de 13 de dezembro de 2006. Institui
critério de Avaliacdo da qualidade do leite in natura, concentrado em po,
reconstituidos, com base no método analitico oficial fisico-quimico denominado
“Indice CMP”, de que trata a Instrugdo Normativa n° 68 de 12 de dezembro de
2006. Diario Oficial da Unido, 15 de dezembro de 2006, Secdo 1, Pagina 67.

Ministério da Agricultura e Abastecimento.



62

13. BRASIL. Instru¢do Normativa n°® 68, de 12 de dezembro de 2006. Oficializa
0os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e Produtos
Lacteos, determinando que sejam utilizados nos Laboratérios Nacionais
Agropecuarios. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 14 dez. 2006a, Secéao 1,
Pagina 8.

14. BRASIL. Instru¢do Normativa n° 62 de 29 de setembro de 2011. Dispde
sobre regulamento técnico de producdo, identidade e qualidade do leite tipo A, do
leite cru refrigerado, do leite pasteurizado e o regulamento técnico da coleta de
leite cru Refrigerado e seu Transporte a Granel. Diario Oficial da Uni&o, Brasilia.
15. BUENO, V.FEB.; MESQUITA, AJ.; NICOLAU, E.S.; OLIVEIRA, AN
OLIVEIRA, J.P. NEVES, R.B.S.; MANSUR, J.R.; THOMAZ, L.W. Contagem celular
somatica: relacdo com a composicdo centesimal do leite e periodo do ano no
Estado de Goias. Ciéncia Rural, v. 35, n. 4, p. 848-854, 2005.

16. CAMPOS, Everton Molina. Estruturacdo de uma organizagcao vertical
para o sistema agroindustrial do leite no Estado de Sdo Paulo. 2007.160f.
Dissertacdao (Mestrado em Administracdo de Organizacfes) - Faculdade de
Economia, Administragéo e Contabilidade de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o
Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

17. CARROLL, S.M.; DEPETERS, E.J.; TAYLOR, S.J.; ROSENBERG, M
PEREZ-MONTI, H.; CAPPS, V. A. Milk composition of Holstein, Jersey, and Brown
Swiss cows in response to increasing levels of dietary fat. Animal Feed Science
and Technology, v. 131, n. 3, p. 451- 473, 2006.

18. FAGAN, E. P. et al. Avaliacdo de padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos
do leite em diferentes fases de lactacdo nas estacfes do ano em granjas leiteiras
no Estado do Parana — Brasil. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 29, n. 3,
p. 651-660, jul./set. 2008

19. FORSBACK, L.; LINDMARK-MANSSON, H.; ANDREN, A.; AKERSTEDT,
M.; ANDREE, L.; SVENNERSTEN-SJAUNJA, K. Day-to-day variation in milk yield
and milk composition at the udder-quarter level. Journal of Dairy Science, v. 93,
n. 8, p. 3569-3577, 2010.

20. FURLANI, C.C.; ONOFRE, S.B. Avaliacdo das caracteristicas
microbiolégicas do leite pasteurizado comercializado na cidade de Francisco
Beltrdo - PR. Revista de Biologia e Saude da UNISEP, v.3, n.1, p.87- 94, 2009.
21. GLANTZ, M. et al. Effects of animal selection on Milk composition and



63

processability. Journal of Dairy Science, v. 92, n. 9, p. 4589- 4603, 2009.

22. GIGANTE, M. L.; COSTA, M. R. Influencia das células somaticas nas
propriedades tecnolégicas do leite e derivados. In: Congresso Brasileiro de
Qualidade do Leite, 3., 2008, Recife. Anais... Recife: Universidade Federal Rural
de Pernambuco, 2008, p.161-174.

23. GIOMBELLI, C.J.; TAMANINI, R.; BATAGLINI, A.P.P.; MAGNANI, D.F.;
ANGELA, H.L.; BELOTI, V. Avaliagdo da qualidade microbioldgica, fisico -
guimica e dos parametros enzimaticos de leite pasteurizado e leite tipo B,
produzidos no Parana. Semina: Ciéncias Agrérias, v.32, n.4, p.1539-1546, 2011.
24. HECK, J. M. L.; VAN VALENBERG, H. J. F; DIJKSTRA, J.; VAN
HOOIJDONK, A. C. Seasonal variation in the Dutch bovine raw milk composition.
Journal of Dairy Science, v. 92, n. 10, p. 4745-4755, 2009.

25. IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecuéria, Pesquisa
Trimestral do Leite, 2013. I e 2014. Disponivel em
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/producaoagrope
cuaria/abate-leite-couro-ovos_201401comentarios.pdf. Acesso em 25/ 08/2014.
26. LIMA, M. C. G. et al. Contagem de células somaticas e analises fisico-
quimicas e microbioldgicas do leite cru tipo C produzido na regido Agreste do
estado de Pernambuco. Arquivo Instituto Bioldgico, v. 73, n. 1, p. 89-95, 2006.
27. LOPEZ, S.; LOPES, J.; STUMPF, Jr. Producdo e composicdo do leite e
eficiéncia alimentar de vacas da raca Jersey suplementadas com fontes lipidicas.
Asociaciéon Latinoamericana de Produccion Animal. v. 15, n. 1, 1-9, 2006.

28. LORENZETTI, D. K. Influéncia do tempo e da temperatura no
Desenvolvimento de microrganismos psicrotréficos no leite cru de dois
estados da regido sul. 2006. 73f. Tese de Doutorado. Universidade Federal do
Parand. Curitiba, PR.

29. LUZ, D.F.; BICALHO, F.A.; OLIVEIRA, M.V.M.; SIMOES, A.R.P.Avaliacao
microbiolégica em leite pasteurizado e cru refrigerado de produtores da regido do
Alto Pantanal Sul — Mato - Grossense. Revista Agrarian, v.4, n.14, p.367-374,
2011.

30. MAGALHAES MA. Determinacéo de fraude de leite com soro de leite
pela andlise de CMP e Pseudo-CMP por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa com deteccdo por espectrometria de massa. 2008.

57f. Dissertacao [Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos] - Universidade


http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/producaoagropecuaria/abate-leite-couro-ovos_201401comentarios.pdf.%20Acesso%20em%2025/
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/producaoagropecuaria/abate-leite-couro-ovos_201401comentarios.pdf.%20Acesso%20em%2025/

64

Estadual de Vicosa; MG.

31. MALEK, C.B.; SANTOS, M.V. Estratégias para reducdo de células
somaticas no leite.In: Simposio sobre Bovinocultura Leiteira, 2008, Piracicaba.
Anais... Piracicaba: Fundacao de Estudos Agrarios Luiz de Queiroz, 2008, p. 65-
80.

32. MAPEKULA, M.; CHIMONYO, M.; MAPIYE, C.; DZAMA, K. Fatty acid,
amino acid and mineral composition of milk from Nguni and local crossbred cows
in South Africa. Journal of Food Composition and Analysis, v. 24, n. 4, p. 529-
536, 2011.

33. MARTINS, J. N. et al. Qualidade microbiolégica de leites pasteurizados
comercializados na cidade de Morada Nova, Cearad. Revista Verde de
Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel, v. 7, n. 3, p. 119-123, 2012.

34. MAZAL, G.; VIANNA, P. C. B.; SANTOS, M. V.; GIGANTE, M. L.; Effect of
somatic cell count on prato cheese composition. Journal Dairy Science, v. 90, n.
2, p. 630-636, 2007.

35. MULLER, U.; SAUERWEIN, H. A comparison of somatic cell count between
organic and conventional dairy cow herds in West Germany stressing dry period
related changes. Livestock Science, v. 127, n. 1, p. 30-37, 2010.

36. NAUTA, W. J.; BAARS T.; BOVENHUIS, H. Converting to organic dairy
farming: Consequences for production, somatic cell scores and calving interval of
first parity Holstein cows. Livestock Science, v. 99, n. 2, p. 185-195, 2006.

37. NERO, L.A.; MATTOS, M.R.; BELOTI, V. et al. Leite cru de quatro regides
leiteiras brasileiras: perspectivas de atendimento dos requisitos microbiolégicos
estabelecidos pela Instrucdo Normativa 51. Ciencia e Tecnologia de Alimentos,
v. 25, n. 1, p. 191-195, 2005.

221. NOBREGA, D. B.; LANGONI, H. Influéncia da raca e esta¢do em aspectos
de qualidade do leite e na ocorréncia de mastites. Pesquisa Veterinéria
Brasileira, v. 31, n. 12, p. 56-65, 2011.

222. NORO, G.; GONZALEZ, F. H. D.; CAMPOS, R.; DURR, J. W. Fatores
ambientais que afetam a producdo e a composicdo do leite em rebanhos
assistidos por cooperativas no Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de
Zootecnia, v 35, n. 3, p. 1129-1135, 2006.

38. QUINTANA, R. C.; CARNEIRO, L. C. Avaliagdo do leite in natura

comercializado clandestinamente no municipio de Morrinhos, GO. Revista do



65

Instituto Adolfo Lutz, v. 65, n. 3, p. 194-198, 2006.

39. RANGEL et al. Avaliacdo da qualidade do leite cru com base na contagem
de células somaticas em rebanhos bovinos comerciais no estado do Rio Grande
do Norte, Brasil. Archives of Veterinary Science, v.18, n.1, p.40-45, 2013.

40. RIBEIRO, M.G. et al. Microrganismos patogénicos, celularidade e residuos
de antimicrobianos no leite bovino produzido no sistema organico. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, vol. 29, n. 1, p. 52-58, 2009.

41. REIS, A. M. et al. Efeito do grupo racial e do nimero de lactacdes sobre a
produtividade e a composicdo do leite bovino. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 33,
n. 6, suplemento 2, p. 3421-3436, 2012.

42. REYES, L. A.; VALENZUELA, F. D. A.; CALDERON, A. C.; QUINTERO, J.
S. S.; ACUNA, R. R.; ZARATE, F. J. V.; FLORES, C. F. A.; ROBINSON, P. H.
Evaluacion de un sistema de enfriamento aplicado em el periodo seco de ganado
lechero durante el verano. Revista Mexicana de Ciencias Pecuarias, v. 45, n. 2,
p. 209 a 225, 2012.

43. RIBAS, N.P.; HARTMANN, W.; MONARDES H. G.; ANDRADE, U.V. C.
Solidos totais do leite em amostras de Tanque nos Estados do Parana, Santa
Catarina e Sao Paulo. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 33, n.6, p.2343-2350,
2004.

44. RIBEIRO JUNIOR, José Carlos et al. Avaliacdo da qualidade microbioldgica
e fisicoguimica do leite cru refrigerado produzido na regido de Ivaipord, Parana.
Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, v. 68, n. 392, p. 5-11, 2013.
45. SABEDOT, M. A.; POZZA, M. S. S. dos; POZZA, P. C.; ALMEIDA, R. Z. de;
NUNES, R. V.; ECKSTEIN, I. I. Correlacéo entre contagem de células somaticas,
parametros microbiol6gicos e componentes do leite em amostras de leite in
natura. Arquivos de Ciéncias Veterinarias e Zoologia da UNIPAR, v. 14, n. 2, p.
101-106, jul./dez. 2011.

46. SALVADOR, S. C.; PEREIRA, M. N.; SANTOS, J. F; MELO, L. Q.
CHAVES, M. L. Resposta de vacas leiteiras a substituicdo total de milho por polpa
citrica e a suplementagcdo com microminerais organicos Il: Desempenho e
economia. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.60, n.5,
p.1142-1149, 2008.

47. SANCHEZ, N.; SPORNDLY, E.; LEDIN, I. Effect of feeding different levels of

foliage of Moring oleifera to creole dairy cows on intake, digestibility, milk


http://seer.ibict.br/index.php?Itemid=109&link_id=24&option=com_mtree&task=viewlink

66

production and composition. Livestock Production Science, v.101, n. 1, p.24-31,
2006.

48. SANTOS, M.V.; CORTINHAS, C.S. (2010). Avaliacdo da qualidade
microbioldgica do leite cru. Disponivel em: <http.//www.milkpoint.com.br/artigos-
tecnicos/qualidade-do-leite/avaliacao-da-qualidade-microbiologica-do-leite-cru-
61643n.aspx> Acesso em: 22 mai. 2011.

49. SANTOS, M.V.; FONSECA, L.F.L. Estratégias para o controle da mastite
e melhoria da qualidade do leite. Barueri, SP: Manole, v. 314, p. 39, 2007.

50. SANTOS, L.C.; SIMM, E.M. Qualidade do leite pasteurizado tipo C
padronizado, comercializado na cidade de Para de Minas, MG. Higiene
Alimentar, v.25, n.202/203, p.87-91, 2011.

51. SATO, K.; BARTLETT, P.C.; ERSKINE, R.J.; KANEENE, J.B. A comparison
of production and management between Wisconsin organic and conventional dairy
herds. Livestock Production Science, n. 93, p. 105-115, 2005.

52. SHARMA, N.; SINGH, N. K.; BHADWAL, M. S. Relationship of Somatic Cell
Count and Mastitis: An Overview. Asian-Australasian Journal of Animal
Sciences, v. 24, n. 3, p. 429-438, 2011.

53. SILVA, E. C. L.; MODESTO, E. C.; AZEVEDO, M.; FERREIRA, M. A,
DUBEUX JR, J. C. B.; SCHULER, A. R. P. Efeitos da disponibilidade de sombra
sobre o desempenho, atividades comportamentais e parametros fisiolégicos de
vacas da raga Pitangueiras. Revista Acta Scientiarum. Animal Sciences,
Maringa, v. 31, n.3, p. 295-302, 2009.

54.  SILVA, L.C.C.; BELOTI, V.; TAMANINI, R. et al. Rastreamento de fontes da
contaminag¢do microbiolégica do leite cru durante a ordenha em propriedades
leiteiras do Agreste Pernambucano. Semina Ciencias Agrarias, v.32, n.1, p.267-
276, 2011.

55. SILVA, M.C.D.; SILVA, J.V.L.; RAMOS, A.C.S.; MELO, R.O.; OLIVEIRA,
J.O. Caracterizacdo microbiolégica e fisico-quimica de leite pasteurizado
destinado ao programa do leite no Estado de Alagoas. Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v.28, n.1, p.226-230, 2008.

56. SOUZA, G.N.; SILVA, M.R.; SOBRINHO, FE.S.; COELHO, R.O.; BRITO,
M.A.V.P.; BRITO, J.R.F. Efeito da temperatura e do tempo de armazenamento
sobre a contagem de células somaticas no leite. Arquivo Brasileiro Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v. 57, n. 5, p. 830-834, 2005.



67

57. SUNDBERG, T.; BERGLUND, B.; RYDHMER, L.; STRANDBERG E.
Fertility, somatic cell count and milk production in Swedish organic and
conventional dairy herds. Livestock Science, v. 126, n.1, p. 176-182, 2009.

58. TEIXEIRA, R.M.A.; LANA, R.P.; FERNANDES, L.O.; OLIVEIRA, AS,;
QUEIROZ, A.C.; PIMENTEL, J.J.O0. Desempenho produtivo de vacas da raga Gir
leiteira em confinamento alimentadas com niveis de concentrado e proteina bruta
nas dietas. Revista Brasileira de Zootecnia, v.39, n.11, p.2527-2534, 2010.

59. VALLIN, V.M.; BELOTI, V.; BATTAGLINI, A.P.P. et al. Melhoria da qualidade
do leite a partir da implantacdo de boas praticas de higiene na ordenha em 19
municipios da regido central do Parana. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 30, n. 1,
p. 181-188, 2009.

60. VERNEQUE R. S.; MARTINEZ, M. L.; BRITO, J. R. F,; TEODORO, R. L;
SILVA, M. V.; PEIXOTO, M. V. Constituintes do leite nas ragcas Gir e Guzera
leiteiras. In: Carvalho LA, Zoccal R, Martins PC, Arcuri pb, Moreira MS, editores.
Tecnologia e gestdo na atividade leiteira. Juiz de Fora: Embrapa Gado de
Leite; p.323, 2005.

61. WAGENAAR, J. P.; KLOCKE, P.; BUTLER, G.; SMOLDERS, G.; NIELSEN,
J. H. A;; CANEVER, A.; LEIFERT, C. Effect of production system, alternative
treatments and calf rearing system on udder health in organic dairy cows. NJAS -
Wageningen Journal of Life Sciences, v. 58, n. 3, p. 157-162, 2011.

62. WELLNITZ, O.; DOHERR, M.G.; WOLOSZYN, M.W.; BRUCKMAIER, R.M.
Prediction of total quarter milk somatic cell counts based on foremilk sampling.
Journal of Dairy Research, v. 76, n. 03, p. 326-330, 2009.

63. WICKSTROM, E.; PERSSON-WALLER, K.; LINDMARK-MANSSON, H.;
OSTENSSON, K.; STERNESJO, A. Relationship between somatic cell count,
polymorphonuclear leucocyte count and quality parameters in bovine bulk tank
milk. Journal of Dairy Research, v. 76, n. 02, p. 195-201, 2009.

64. YUKSEL, Z.; ERDEM, Y.K. Detection of the milk proteins by RP-HPLC.
GIDA / The Journal of FOOD, v. 35, n. 1, 2010.

65. USDA (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE). Dairy:
world markets and trade - July 2012. Disponivel em: <http://www.

fas.usda.gov/psdonline/circulars/dairy.pdf>. Acesso em: 12 ago. 2012.



68

CAPITULO 3 - AVALIACAO DO POTENCIAL HIDROGENIONICO E ACIDEZ
TITULAVEL DOS SOROS DOS QUEIJOS MINAS FRESCAL E
MUSSARELA EM DIFERENTES CONDICOES DE
TEMPERATURA E ESTOCAGEM

RESUMO: Com esta pesquisa buscou-se avaliar o potencial hidrogeniénico (pH)
e acidez titulavel em diferentes condicdes de temperatura e estocagem, e a
qualidade microbiologica dos soros dos queijos minas frescal e mussarela. O
experimento foi conduzido em 2013, na Unidade de Processamento de Leite do
Instituto Federal Goiano Campus Urutai-GO. Realizadas afericbes do pH e
determinacdes da acidez titulavel, por nove semanas acompanhados por 21 dias
de estocagem nas temperaturas de 4+1°C e 8+1°C. Os dados foram submetidos a
analise de variancia com o modelo three-way anova. As médias das combinac¢des
de tipo de soro e temperatura de armazenagem foram comparadas por meio de
intervalos de 95% de confianca, construidos, em cada tempo, a partir da variavel
t-Student, e as andlises realizadas com o software R versdo 3.0.3. Para a
avaliacdo da qualidade microbiologica dos soros lacteos foram realizadas
contagens de coliformes totais e termotolerantes. Nos resultados analiticos fisico-
qguimicos do momento da obtencdo das amostras observou-se nos dois tipos de
soros lacteos uma inadequacdo (66,67%) com a Portaria n°53/2013/MAPA.
Durante todo o periodo de estocagem, o soro do queijo minas frescal,
armazenado a 4+1 °C apresentou adequacdo com a legislacdo para o pH e a
acidez titulavel. Os soros do queijo minas frescal, armazenados a 4+1 °C e 8+1 °C
comecaram a apresentar diferencas significativas a partir do terceiro dia de
estocagem. No soro do queijo mussarela, analisando os valores médios de pH e
acidez titulavel pode-se observar uma inadequacdo legal e diferencas
significativas entre si, durante todo o periodo de estocagem, independente da
temperatura de armazenamento, registrando valores de pH de 5,71 a 4,67 e de
0,17 a 0,30 g de acido lactico/100g para a acidez, ndo apresentando diferencas
significativas somente nos dias 1, 6 e 7 de estocagem. Somente para coliformes
termotolerantes, os valores foram acima dos critérios microbiolégicos
estabelecidos pelo regulamento técnico, sendo 11,11% das amostras dos soros
dos queijos mussarela e, 5,56% das amostras dos soros dos queijos minas

frescal.
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CHAPTER 3 - EVALUATION OF POTENTIAL HYDROGENIONIC (pH) AND
ACIDITY TITRATABLE WHEY OF FRESH CHEESE AND
MOZZARELLA IN DIFFERENT CONDITIONS OF
TEMPERATURE AND STORAGE.

ABSTRACT : This research aimed to evaluate the potential hydrogenionic (pH)
and titratable acidity in different conditions of temperature and storage, and the
microbiological quality of the whey of cheeses fresh and mozzarella. The
experiment was conducted in 2013 in Unit of Milk Processing of IF Goiano
Campus Urutai-GO. Performed measurements of pH and titratable acidity
determinations, for nine weeks followed by 21 days of storage at temperatures of 4
+1°C and 8 + 1 °C. Data were subjected to analysis of variance with the three-
way ANOVA model. The average of the combinations of the types of the whey and
storage temperature were compared using intervals of 95% confidence, built in
each time, from the Student t variable, and the analyzes performed with the
software R version of 3.0.3 . To evaluate the microbiological quality of whey of milk
were made counts of total and termotolerants coliforms. In physicochemical
analytical results of the time of obtaining the samples was observed in both types
of milk whey mismatches (66.67%) to the Ordinance n° 53/2013/MAPA.
Throughout the storage period, the whey fresh cheese, stored at 4+1°C had
adequate with the rules for pH and titratable acidity. Whey of fresh cheese, stored
at 4+1°C and 8+1°C began to show significant differences from the third day of
storage. In mozzarella cheese whey, analyzing the mean values of pH and
titratable acidity can observe a legal inadequacy and significant differences, for the
entire storage period, regardless of storage temperature, storage pH values
recorded at 5.71 4.67 and 0.17 to 0.30 g lactic acid/100g for acidity, with no
significant difference only on day 1, 6 and 7 of storage. Only for termotolerants
coliform values were above the criteria set out by the technical regulation, with

11.11% of the whey of mozzarella cheese and 5.56% of the whey of fresh cheese.

Key words: physico-chemical analysis, cooling, sweet whey
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1 INTRODUCAO

A expressiva producédo de leite que vem aumentando acentuadamente
nas ultimas décadas, juntamente com a producdo de queijo (DERMIKI et al.,
2008), geram um importante montante de residuo liquido (85% a 95% do volume
total de leite), denominado soro de queijo (DRAGONE et al., 2009; BARBOSA et
al., 2010).

No momento em que é separado da massa do queijo, 0 soro lacteo
apresenta composi¢cdo com variacdes dependentes dos processos tecnoldgicos
empregados, do leite utilizado e do tipo de queijo fabricado (TEIXEIRA &
FONSECA, 2008; LING, 2008; BALDASSO, 2008).

No Brasil, a producdo do soro lacteo é constituida quase que
exclusivamente do resultado da fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela,
que estdo entre 0os queijos mais comercializados no pais (ZACARCHENCO et al.,
2008).

Nos ultimos anos, o interesse da populacdo por uma vida mais
saudavel, transformou os produtos a base de soro de queijo num alto potencial de
sucesso (HARAGUCHI et al., 2006; KRISSANSEN, 2007; TERADA et al., 2009), e
para PINTO et al. (2011) existem poucos estudos sobre as caracteristicas fisico-
guimicas dos soros de queijo produzidos no Brasil.

Quanto a qualidade microbiolégica, o soro pode ser um produto de
curto prazo de validade devido ao elevado valor nutritivo, as condicbes de
umidade e pH, que sao favoraveis ao crescimento microbiano (CHIAPPINI et al.
1995), assim o uso desse produto sé deve ser feito quando o mesmo for obtido
em condi¢des higiénico-sanitarias satisfatérias (FREITAS, 2011).

Acreditando na importancia do conhecimento da composi¢cao dos soros
lacteos para a melhoria qualitativa do aproveitamento industrial destes
compostos, com a presente pesquisa buscou-se verificar e acompanhar o
potencial hidrogeniénico (pH) e acidez titulavel dos soros dos queijos minas
frescal e mussarela em diferentes condicbes de temperatura e tempo de

estocagem, além de avaliar a qualidade microbioldgica.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no primeiro semestre de 2013 na Unidade
de Processamento de Leite do IF Goiano Campus Urutai, no periodo de fevereiro
a abril de 2013, quando foram obtidos os soros lacteos da producdo dos queijos
minas frescal e mussarela para a avaliacdo do potencial hidrogenionico (pH) e

acidez titulavel em diferentes condicdes de temperatura e tempo de estocagem.

2.1 Obtencéao dos soros dos queijos minas frescal e mussarela

Para o processo de fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela
foram destinados iguais volumes de leite cru refrigerado submetido a
pasteurizacdo lenta (25 litros), e realizadas todas as etapas especificas de
fabricacdo de cada um dos produtos ja mencionados.

Foram respeitados os procedimentos padrdo de fabricacdo dos queijos
adotados pela Unidade de Processamento de Leite do IF Goiano Campus Urutai
em acordo com FURTADO & LOURENCO NETO (1994).

2.2 Procedimentos de amostragem

As colheitas das amostras para as analises fisico-quimicas e
microbiolégicas para avaliacdo dos soros dos queijos minas frescal e mussarela
produzidos no IF Goiano Campus Urutai - GO foram realizadas por nove semanas
consecutivas e conduzidas seguindo os padrbes estabelecidos na RDC n°12/2001
(BRASIL, 2001).

As amostras dos soros dos queijos foram obtidas apés a dessoragem
da massa, filtradas, submetidas a pasteurizacao lenta, seguidas do resfriamento
rapido entre 25°C a 30°C, e armazenadas imediatamente sob as temperaturas de
refrigeracao, definidas pelo delineamento experimental.

Cabe ressaltar que, para o acondicionamento de todas as amostras,
foram utilizados recipientes plasticos higienizados, assim como, todos os
utensilios necessarios ao processo, com lavagem em detergente neutro, enxague

e sanitizagdo com hipoclorito de sédio a 100 mg/L por 15 minutos.



73

2.3 Procedimentos analiticos

Para avaliacdo do pH e acidez titulavel dos soros lacteos da producao
dos queijos minas frescal e mussarela em diferentes condi¢cdes de temperatura e
tempo de estocagem foi estabelecido que o0s objetos de estudo seriam,
igualmente acondicionados, e acompanhados na tentativa de simular situacdes de
armazenagem vivenciadas pelos produtores de pequeno, médio e grandes
volumes.

No Laboratério de andlises fisico-quimicas da Unidade de
Processamento de Leite do IF Goiano Campus Urutai as afericbes do pH e
determinacdes da acidez titulavel foram realizadas durante nove semanas
consecutivas de colheitas de amostras.

Para cada afericdo do pH, a quantidade de 20 mL de cada amostra foi
coletada diretamente da embalagem de armazenamento, e transferida para
recipientes menores, para determinacao direta através do pHmetro da marca MS
Tecnopon - modelo: mPA210, previamente aferido com solucdes tampdes de pH
4,0 e 7,0 conforme as instru¢des do fabricante, a cada etapa de afericdo do pH, a
temperatura de referéncia de 25°C (BRASIL, 2006).

A acidez foi determinada utilizando o método Dornic, que se baseia na
titulacdo com a solucdo Dornic, empregando a fenolftaleina como indicador do
ponto final da titulacdo, com o aparecimento de coloracdo résea persistente por
aproximadamente 30 segundos, e 0s resultados expressos em gramas (g) de
acido latico/100 mL (BRASIL, 2006).

Para a avaliacdo da qualidade microbiologica dos soros dos queijos
minas frescal e mussarela, pelo Laboratério de Controle de Qualidade de
Alimentos da Faculdade de Farmacia - LCQA da UFG foram encaminhadas
amostras, com o volume de 200 mL cada, para a determinacdo do NMP de
coliformes totais (35°C) e NMP de coliformes termotolerantes (45°C), com provas
efetuadas em duplicatas, sendo os resultados apresentados pelas médias dos
valores encontrados. A metodologia adotada pelo Laboratério de Controle de
Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farmacia - LCQA da UFG foi FIL 100B:
1991.
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2.4 Delineamento experimental

Os dados foram submetidos a analise de variancia de acordo com o
modelo three-way anova, contendo os fatores de tratamento: tipos de soro (soro
do queijo minas frescal e soro do queijo mussarela), temperatura de
armazenamento (4+£1°C e 8+1°C) e tempo de armazenamento (dia 1° ao 21° dia),
com trés repeticoes.

As nove semanas de colheita foram tomadas como fator de controle
local.

Foi avaliada a necessidade de transformacdo de dados pelo método
poténcia Otima de Box-Cox, com vistas a se obter normalidade e
homocedasticidade residual.

As médias das combinacbes de tipo de soro e temperatura de
armazenagem foram comparadas por meio de intervalos de 95% de confianca,
construidos, em cada tempo, a partir da variavel t-Student.

Todas as analises foram realizadas com o software R versédo 3.0.3 (R
CORE TEAM, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 pH e acidez titulavel nos soros dos queijos minas frescal e mussarela

Os resultados das aferices do pH e determinacfes da acidez titulavel
dos soros dos queijo minas frescal e mussarela pesquisados, realizadas no
momento da obtencdo das amostras dos soros lacteos, durante o 1°semestre de
2013, apresentou valores de pH de 4,42 a 6,43 e acidez titulavel de 0,11 a 0,32 g
de &cido lactico/100g, como observa-se na Tabela 1.

De acordo com a Portaria n® 53/2013/MAPA que estabelece parametros
a serem atendidos pelos diferentes tipos de soros de queijos (BRASIL, 2013)
pode-se notar uma alta ndo conformidade dos resultados aferidos (66,67%), no
momento da colheita das amostras dos soros lacteos, para com os parametros a
serem estabelecidos por esta legislacéo, que preconiza valores de 6,0 a 6,8 para

o pH do soro doce liquido.
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TABELA 1 — Acidez titulavel e pH dos soros dos queijos minas frescal e

mussarela.

pH acidez (g de ac.lactico/100g)
Amostras Soro QMF Soro QM Soro QMF Soro QM

1 6,12 6,43 0,15 0,11

2 5,79 4,78 0,17 0,28

3 6,05 6,01 0,14 0,14

4 5,75 4,54 0,13 0,32

5 5,37 4,62 0,19 0,29

6 5,59 4,74 0,14 0,29

7 5,57 4,69 0,15 0,28

8 5,99 5,23 0,13 0,19

9 6,11 4,42 0,11 0,32

meédia 5,81 5,01 0,15 0,25

QMF = queijo minas frescal, QM = queijo mussarela,

Verifica-se pela Tabela 1 que, no momento da colheita, apenas 33,33%
das amostras analisadas apresentaram-se em acordo com a Portaria n°
53/2013/MAPA (BRASIL, 2013), sendo 22,22% das amostras do soro do queijo
minas frescal (04 amostras) e 11,11% das amostras do soro do queijo mussarela
(02 amostras).

Vérios autores afirmaram que o soro doce apresenta pH entre 5,9 e 6,6
(BALDASSO, 2008; ZACARCHENCO et al., 2008), logo, verifica-se pela analise
da Tabela 1 que apenas 33,33% das amostras dos soros estudados estariam
dentro dessa faixa de pH.

Pela Tabela 1, observa-se ainda que, no momento da colheita, os
valores meédios observados para o pH nos soros dos queijos minas frescal (5,81)
e mussarela (5,01) foram inferiores aos preconizados por ORDONEZ (2005), que
afirma que o pH do soro doce liquido deve estar em torno de 6,40.

A analise dos resultados das determinacfes da acidez titulavel dos

soros dos queijos minas frescal e mussarela, no momento da obtencdo das
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amostras, permitiu observar uma relevante ndo conformidade (61,11%) com a
legislacdo, quando resultados dos tipos de soros dos queijos estudados
apresentaram-se fora do intervalo de 0,08 a 0,14 g de &acido lactico/100g
estabelecidos pela Portaria n°53/2013/MAPA (BRASIL, 2013), sendo que 27,78%
dos resultados encontrados representados por amostras analisadas do soro do
queijo minas frescal (05 amostras) e 11,11% por amostras do queijo mussarela
(02 amostras) apresentaram-se em acordo com esta portaria.

Cabe destacar que, para a acidez titulavel dos soros pesquisados,
foram encontrados, no momento da obtencdo das amostras, valores médios
diferenciados entre os soros pesquisados (queijo minas frescal — 0,14 e queijo
mussarela — 0,23), valores superiores aos encontrados por CUNHA et al. (2008) e
SILVA et al (2010) que obtiveram os valores de 0,11 para acidez titulavel em seus
estudos com soro do queijo minas frescal.

Na Figura 1 podem ser observados os resultados estatisticos obtidos
dos 21 dias de armazenamento, nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C para 0s

soros dos queijos minas frescal e mussarela, para a variavel pH.
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—— Frescal (8°C)
-~ Mussarelal (4°C)
[—~" Mussarela (8°C)
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FIGURA 1 - Médias e intervalos de confianca (95%) dos valores do pH dos soros
dos queijos minas frescal e mussarela nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C ao

longo do periodo de armazenamento de 21 dias.
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No soro do queijo minas frescal, armazenado na temperatura de 4+1
°C observou-se comportamento estdvel do pH durante todo o periodo de
estocagem, apresentando adequacdo com a Portaria n° 53/2013 (BRASIL, 2013),
que preconiza valores de 6,0 a 6,8 para o pH do soro doce liquido.

Ainda no soro do queijo minas frescal, armazenado na temperatura de
81 °C, observou-se acentuada queda do pH a partir do 4°dia de estocagem até o
fim do periodo experimental, registrando valores de pH de 6,05 a 4,75.

Somente durante os trés primeiros dias de observagcdo, os soros do
queijo minas frescal, armazenados nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C néo
apresentaram diferengcas significativas (p>0,05), conforme se observa pela
justaposicéo dos respectivos intervalos de confianca.

Cabe destacar também que o soro do queijo minas frescal armazenado
na temperatura de 81 °C apresentou adequacdo com a Portaria n° 53/2013
(BRASIL, 2013) da variavel pH somente neste periodo em que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05).

Analisando os valores médios de pH apresentados pela Figura 1 pode-
se afirmar que, ao longo do periodo experimental, somente os soros dos queijos
minas frescal armazenados na temperatura de 4+1 °C estariam em acordo com 0s
autores ORDONEZ (2005); BALDASSO (2008) e ZACARCHENCO et al. (2008)
gue afirmaram que o soro doce apresenta pH entre 5,9 e 6,6.

Os dados apresentados pela Figura 1 permitem ainda, observar que o
soro do queijo minas frescal, armazenado na temperatura de 4+1 °C diferiu
significativamente (p>0,05) dos soros do queijo mussarela, armazenados nas
temperaturas de 4+1 °C e 81 °C, conforme registrado pela néo justaposicéo dos
respectivos intervalos de confianca, exceto aos 21 dias, quando o soro do queijo
mussarela armazenado nas temperatura de 4+1 °C néo diferiu do soro do queijo
minas frescal, também armazenado na temperatura de 4+1 °C.

No soro do queijo mussarela, nos valores médios de pH apresentados
pela Figura 1, pode-se observar uma inadequacdo com a Portaria n® 53/2013
(BRASIL, 2013) durante todo o periodo de estocagem, independente da
temperatura de armazenamento, registrando valores de pH de 5,71 a 4,67.

Em relagdo ao potencial hidrogeniénico (pH), valores superiores ao
observados neste estudo foram registrados por TEIXEIRA & FONSECA (2008)

que ao avaliar o perfil fisico-quimico de soros obtidos dos queijos mussarela e
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minas frescal observaram pH entre 6,19 e 6,30, que assemelham-se aos
encontrados por MORR (1990), CHIAPPINI & SANTOS (1995) e MACIEL et al.
(1999), que variaram entre 5,0 e 6,6, com maior concentracdo de valores entre
6,0 e 6,5.

Mais uma vez, valores de pH superiores aos observados neste estudo
para o soro obtido da fabricagcdo queijo Minas Frescal, foram verificados por
PAULA et al. (2012), CUNHA et al. (2008) e SILVA et al. (2010) que obtiveram os
seguintes resultados de pH de 6,46; 6,23; 6,45; nesta ordem.

PAULA et al. (2012) afirmaram que tal composicao estaria diretamente
ligada ao processo de fabricacdo do queijo, que no caso do Minas Frescal
normalmente utiliza-se a pré-acidificacdo do leite com &cido latico, o que
naturalmente modifica a composicéo do soro obtido.

AQUARONE et al. (2001) afirmaram que as caracteristicas préprias
aos diferentes tipos de queijos sao favorecidas pela acidificacao do leite, obtida a
partir da fermentacdo da lactose pelas culturas bacterianas, que promovem a
reducdo do pH produzindo acido lactico e sinerese da coalhada (VERRUMA-
BERNARDI et al.,, 2000; FERNANDES, 2009). Assim, o soro de queijo tem
caracteristicas de acordo com a qualidade do leite e tipo de processamento
utilizado na separacdo da coalhada (MARSHALL, 2004; SMITHERS, 2008;
LEINDECKER, 2011). Aspectos que devem ser considerados quando observadas
as diferencas verificadas entre os soros dos queijos minas frescal e mussarela.

TEIXEIRA & FONSECA (2008) também afirmaram que a diferenca
estatistica do tipo de soro, provavelmente refletiria a influéncia da qualidade da
matéria-prima e do processamento utilizado em cada tipo de queijo, como a
diferenca de fermento entre mussarela e minas-padrdo, a acidez do leite
destinado a producéo dos queijos, entre outros fatores. O que poderia justificar
as diferencas observadas entre os soros dos queijos pesquisados neste estudo.

O queijo mussarela no Brasil apresenta grandes variagcdes nos
métodos de elaboragdo (CANSIAN, 2005) e o tempo na operacdo de dessora,
que envolve agitacdo e cozimento, varia de acordo com o0 queijo desejado
(SPADOTI & OLIVEIRA, 1999). WALSTRA et al. (1999) observaram que a adi¢cao
direta de agua na massa, como ocorre na fabricacdo do queijo mussarela,
promove a migracdo da lactose incorporada no coagulo protéico para o soro, e

gue maior teor de lactose leva ao aumento no teor de acido lactico. AUGUSTO &
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VIOTTO (2008) afirmaram que o pH é um dos parametros de controle na
composi¢cdo dos queijos, sendo diretamente influenciado pela conversao da
lactose em acido lactico. Este cenario permite reafirmar as diferencas observadas
entre 0s soros dos queijos minas frescal e mussarela.

Entretanto, TEIXEIRA & FONSECA (2008) ndo observaram diferenca
entre tipos de soro pesquisados, e afirmaram que este fato facilitaria a inspecéo,
uma vez que o soro estudado era oriundo de varios tipos de queijos e chegava ao
local de beneficiamento ja misturado.

A Figura 1 permite, ainda considerando a variavel pH, observar que, o
soro do queijo mussarela, armazenado na temperatura de 4+1 °C difere do soro
do queijo mussarela, armazenado a 8+1 °C, conforme registrado pela né&o
justaposicdo dos respectivos intervalos de confianca na maioria do dias
observados, ndo havendo diferenca significativa (p>0,05) somente nos dias 1, 6 e
7 de observacgéo.

Observa-se o efeito causado pelos dias de armazenamento para a
acidez titulavel nos soros dos queijos minas frescal e mussarela, nas
temperaturas de 41 °C e 8+1 °C de estocagem, pelos resultados apresentados
na Figura 2, a seguir.

0.5 — — Frescal (4°C)
— - Frescal (8°C)
"""~ Mussarelal (4°C)
—=" Mussarela (8°C)

Acidez

0.0

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Dias
FIGURA 2 - Médias e intervalos de confianca (95%) dos valores do acidez
titulavel dos soros dos gqueijos minas frescal e mussarela nas temperaturas de

441 °C e 8+1 °C ao longo do periodo de armazenamento.
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Os resultados das determinacdes da acidez titulavel dos soros dos
queijos minas frescal e mussarela, ao longo do periodo de armazenamento,
permitiram observar que apenas o0 soro do queijo minas frescal estocado na
temperatura de 4+1 °C apresentou adequacao com a legislacdo, que estabelece o
intervalo limite de 0,08 a 0,14 g de &cido lactico/100g (BRASIL, 2013), registrando
valores de 0,12 a 0,14 neste estudo.

Foi possivel ainda observar pelas determinacdes de acidez titulavel
que, o soro do queijo minas frescal estocado na temperatura de 4+1 °C diferiu
significativamente (p>0,05) dos soros do queijo mussarela, armazenados nas
temperaturas de 4+1 °C e 8tl1l °C, pela nao justaposicdo dos respectivos
intervalos de confianca.

Valores semelhantes aos observados nesta pesquisa para 0s soros do
queijo minas frescal foram verificados por TEIXEIRA & FONSECA (2008) que
avaliaram o perfil fisico-quimico de soros de leite obtidos dos queijos mussarela e
minas frescal e observaram a acidez titulavel entre 0,12 e 0,13 g de acido
lactico/100g.

No soro do queijo minas frescal, armazenado na temperatura de 8+1
°C, no entanto, observou-se um comportamento ascendente nas determinacdes
da acidez titulavel durante o periodo experimental, registrando valores de 0,12 a
0,32 g de acido lactico/100g e que, por varios momentos nao diferiu
significativamente (p>0,05) dos soros do queijo mussarela, armazenados nas
temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C, pela justaposi¢céo dos respectivos intervalos de
confianca.

Destaca-se que o soro do queijo minas frescal armazenado na
temperatura de 8t+1 °C apresentou adequacdo com a Portaria n°® 53/2013
(BRASIL, 2013) do parametro acidez titulavel nos cinco primeiros dias de
observacéo quando apresentou valores de 0,12 a 0,14 g de &cido lactico/100g.

Ainda analisando o parametro acidez titulavel, somente durante o0s
quatros primeiros dias de observagdo, os soros do queijo minas frescal,
armazenados nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C nao apresentaram diferencas
significativas, conforme se observa pela justaposi¢cdo dos respectivos intervalos
de confianca.

Os resultados das determinacdes da acidez titulavel dos soros do

gueijo mussarela, armazenados nas temperaturas de 4+1 °C e 8%1 °C, ao longo
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do periodo de armazenamento, permitiram observar que estes compostos
apresentaram uma inadequacdo com a legislacdo, que estabelece o intervalo
limite de 0,08 a 0,14 g de acido lactico/100g (BRASIL, 2013), quando registrado
valores de 0,17 a 0,30 g de &cido lactico/100g.

Os valores médios da acidez titulavel observados neste estudo para o
soro do queijo mussarela diferem da média da acidez titulavel verificada por
SERPA (2005) nos onze ensaios realizados com o soro do queijo mussarela de
0,12 g de acido lactico/100g concordando com os valores citados FARRO &
VIOTTO (2003) e PAULA et al. (2012).

Analisando a acidez tituldvel nos soros dos queijos mussarela
estocados nas temperaturas de 41 °C e 8+1 °C, durante o periodo experimental,
observa-se pelos resultados que estes soros lacteos diferem significativamente
(p>0,05) entre si, nos 21 dias, conforme registrado pela ndo justaposicdo dos
respectivos intervalos de confianga.

TEIXEIRA & FONSECA (2008) encontraram valores para acidez
titulavel que apresentaram uma relacao diretamente proporcional aos valores para
contagem de coliformes, realizada em trabalho paralelo por TEIXEIRA et al.
(2007). Estes mesmos autores afirmaram que quanto maior a contagem
bacteriana maior acidez do soro, e que isto se deve ao fato de o principal produto
metabdlico bacteriano ser o acido lactico proveniente da metabolizacédo da lactose

pelas bactérias.

3.2 Caracterizacdo microbiolégica dos soros dos queijos minas frescal e

mussarela

Na Tabela 2 estdo os resultados das analises microbiolégicas dos
soros dos queijos minas frescal e mussarela.

O soro do queijo minas frescal apresentou valores de < 0,3 a 6,3 x 10°
para coliformes totais e de < 0,3 a > 10° para coliformes termotolerantes,
enquanto o soro do queijo mussarela apresentou valores de < 0,3 a 3,0 x 10? para

coliformes totais e de < 0,3 a 2,3 x 10° para coliformes termotolerantes.
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TABELA 2 - Analises microbioldgicas dos soros dos queijos minas frescal e

mussarela.
Soro de QMF Soro de QM
Amostras  coliformes a 35°C  Coliformes a 45 °C  Coliformes a 35°C  Coliformes a 45 °C
(NMP/mL) (NMP/mL) (NMP/mL) (NMP/mL)
2 2 2 2
1 6,3x10 1,0x 10 3,0x10 2,0x10
2 3 2 2
2 4,6 x 10 >10 2,0x 10 2,3x 10
3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
4 4,3 4,3 0,36 0,36
2
5 1,1x 10 3,6 2,3 0,36
6 <0,3 <0,3 0,36 <0,3
7 <0,3 <0,3 0,36 0,36
8 <0,3 <0,3 0,36 0,36
9 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3

QMF = queijo minas frescal, QM = gueijo mussarela, NMP = nimero mais provavel.

Observando a Portaria, ja citada, que estabelece os padrbes de
identidade e qualidade de soro de queijo (BRASIL, 2013), onde os critérios de
qualidade microbiolégicos para contagem de coliformes totais devem ser até 1,0 x
10® e para contagem de termotolerantes até 1,0 x 10?, pode-se registrar a
adequacao legal dos soros lacteos estudados para a contagem de coliformes
totais, quando os resultados apontaram os valores de < 0,3 a 6,3 x 102.

Em relagdo a contagem microbiana encontrada para coliformes
termotolerantes, a porcentagem de amostras nos dois soros lacteos pesquisados
gue apresentaram valores acima dos critérios microbiolégicos estabelecidos pelo
regulamento técnico foi de 16,67%, sendo 11,11% nas amostras do soro do queijo
mussarela, e de 5,56% nas amostras do soro do queijo minas frescal, que
poderiam explicar os resultados fisico-quimicos observados neste estudo,
segundo TEIXEIRA & FONSECA (2008) quando afirmaram que valores para
acidez titulavel apresentam uma relacdo diretamente proporcional aos valores
para contagem de coliformes.

Diferentemente, DESCONSI et al. (2014) verificaram que o soro obtido
do processamento do queijo mussarela apresentou contagens tanto para

coliformes totais como para coliformes termotolerantes em concentracdes
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adequadas com a legislacéo.

No estudo de TEIXEIRA et al. (2007), 58,4% das amostras
apresentaram valor de 2,4 x 10" para coliformes totais e 1,1 x 10 para coliformes
termotolerantes no soro de queijo minas frescal, valores inferiores aos observados
em 27,78% das amostras do soro do queijo minas frescal pesquisado.

Ainda no soro de queijo minas frescal, SANTOS & HOFFMANN (2010)
observaram valores médios de 6,3 x 10> NMP/mL para coliformes totais e 2,7 x
10 NMP/mL para coliformes termotolerantes, resultados observados em 11,11%
da amostras pesquisadas para coliformes totais e inferiores aos valores
registrados (22,22%) para coliformes termotolerantes neste estudo.

Poucos séo os trabalhos que avaliaram a microbiota do soro (PINTO et
al.,, 2011), mas ressalta-se a importancia do respeito as normas legais

estabelecidas para a preservacao da qualidade dos produtos alimenticios.

4 CONCLUSAO

Os resultados das afericbes do pH e das determinacdes da acidez
titulavel dos soros dos queijos minas frescal e mussarela, realizadas no momento
da colheita das amostras, permitiram observar nos dois tipos de soros lacteos
uma inadequacéo (66,67%) com a legislacao vigente.

Durante todo o periodo de estocagem, o soro do queijo minas frescal,
armazenado a 4+1 °C apresentou adequacédo com a legislacéo vigente para pH e
acidez titulavel, o soro deste mesmo queijo armazenado a 8t1 °C, apresentou
conformidade legal para pH somente durante os trés primeiros dias observados, e
para acidez titulavel nos cinco primeiros dias de observacao, assim, os soros do
queijo minas frescal armazenados nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C
apresentaram viabilidade de utilizacdo somente até o 3°dia de armazenamento.

Os soros do queijo mussarela apresentaram uma inadequacédo legal
para pH e acidez titulavel durante todo o periodo de estocagem, independente da
temperatura de armazenamento.

A verificacdo da contagem microbiana para coliformes termotolerantes
acima dos critérios microbiolégicos legalmente estabelecidos demonstram que a
utilizacdo do soro de queijo sO deve ser realizada em condi¢cdes higiénico-

sanitarias seguras.
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CAPITULO 4 - AVALIACAO PROTEICA DO SORO LACTEO DOS QUEIJOS
MINAS FRESCAL E MUSSARELA EM DIFERENTES
CONDICOES DE TEMPERATURA E ESTOCAGEM

RESUMO: Objetivou-se avaliar o teor protéico, verificar o perfil eletroforético dos
soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela em
diferentes temperaturas e tempos de estocagem, e avaliar o perfil microbiolégico
destes compostos lacteos. Durante trés semanas de outubro de 2013, foram
obtidos os soros lacteos da fabricacdo dos queijos pela Unidade de
Processamento de Leite do Instituto Federal Goiano Céampus Urutai. Os
procedimentos analiticos aconteceram em duas etapas: Em um primeiro
momento, semanalmente, foram realizadas, em triplicatas, as provas de
determinacdo dos teores de proteina total, pelo método de micro-Kjeldahl. No
segundo momento, foram verificados os perfis eletroforéticos pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Para a avaliacdo da qualidade
microbiolégica dos soros lacteos foram realizadas as contagens de coliformes
totais e termotolerantes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia de
acordo com o modelo three-way anova. As médias das combinacdes de tipo de
soro e temperatura de armazenagem foram comparadas por meio de intervalos
de 95% de confianc¢a, construidos, em cada tempo, a partir da variavel t-Student,
e as analises realizadas com o software R versdo 3.0.3. Os teores médios de
proteina, nas condi¢cfes deste estudo, indicaram parametros em consonancia com
a legislacéo, que estabelece o conteddo minimo de 0,50¢g/100g de sélidos totais
no soro doce liguido. Os soros lacteos armazenados nas temperaturas fixadas,
independente do tipo de queijo, ndo apresentaram diferencas significativas ao
longo do periodo de observacdo e, reafirmaram a importancia do respeito ao
menor periodo de estocagem, até o sétimo dia de estocagem, apresentando
comportamentos diferenciados no restante do periodo de estocagem, ainda que
em acordo coma legislacdo. No perfil eletroforético observou-se um intervalo de
09 a 11 bandas representativas de proteinas com pesos moleculares entre 14,4 a
116 kDa, em ambos os géis produzidos, por todo o periodo estudado, o soro do
queijo minas frescal permitiu a observacéo de uma relativa uniformidade entre as
bandas, no entanto, no soro do queijo mussarela visualizou-se uma concentracao

mais acentuada nas bandas representativas até o sétimo dia de armazenamento.
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A contagem microbiana para coliformes totais apresentou-se dentro dos
parametros legais estabelecidos, enquanto que, para a contagem de coliformes
termotolerantes, os soros lacteos apresentaram 16,67% das amostras analisadas
em desacordo com a legislacao.

Palavras chaves: andlise fisico-quimica, proteinas do soro, qualidade.
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CHAPTER 4 - PROTEIN EVALUATION OF LACTEAL WHEY OF FRESH
CHEESE AND MOZZARELLA IN DIFFERENT CONDITIONS OF
TEMPERATURE AND STORAGE.

ABSTRACT: This study aimed to assess the protein content, check the
electrophoretic profile of lacteal whey obtained from the manufacture of cheese
fresh and mozzarella at different temperatures and storage times, and evaluate
the microbiological profile of these compound milk. For three weeks in October
2013, we obtained the milk whey of cheese production by Milk Processing Unit of
the Federal Institute Goiano Campus Urutai. Analytical procedures took place in
two stages: Firstly, weekly, they were performed in triplicate, the trials to determine
the total protein content by the method of micro-Kjeldahl. In the second phase, the
electrophoretic profiles were checked by electrophoresis on polyacrylamide gel. To
evaluate the microbiological quality of milk whey were carried out scores of total
and termotolerants coliforms. Data were subjected to analysis of variance
according to the three-way ANOVA model. The average of combinations of the
types of the whey and storage temperature were compared using intervals of 95%
confidence, built in each time, from the Student t variable, and the analyzes
performed with the software R version of 3.0.3 . The average protein content
under the conditions of this study indicated parameters in line with the legislation
establishing the minimum content of 0.50 g/100 g of total solids in the liquid sweet
whey. Dairy whey stored in fixed temperatures, regardless of the type of cheese,
no significant differences over the observation period, and reaffirmed the
importance of respect for shorter storage until the seventh day of storage,
presenting different behaviors in the rest of storage period, although in agreement
eat legislation. Electrophoretic pattern observed an interval 09-11 representative
bands of proteins with molecular weights between 14.4 to 116 kDa in both gels
produced throughout the study period, whey fresh cheese allowed the observation
of a relative uniformity among the bands, however, mozzarella cheese whey was
visualized to further concentration in the bands representing up to the seventh day
of storage. Microbial counts of coliforms was presented within the legal
parameters, while for the count of termotolerants coliforms, milk whey were
16.67% of the samples analyzed in compliance with the legislation.

Key words: physical-chemical analysis, whey proteins, quality.
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1 INTRODUCAO

Héa cada vez mais evidéncias de que o soro lacteo contém proteinas e
teores de aminoacidos essenciais que atendem as exigéncias da Organizacéo
das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO) e da Organizacao
Mundial de Saude (OMS) em beneficio a saude (MING, 2002), com custos
atrativos para a formulacéo de alimentos novos e tradicionais (MADUREIRA et al.,
2007; ZACARCHENCO et al.,, 2013), fazendo das proteinas do soro um
importante componente do mercado de alimentos (PEDROSA et al.,, 2011,
MACEDO, 2011; ZHOU, WANG, Al et al., 2012).

Além das propriedades nutricionais, as proteinas do soro apresentam
propriedades tecnolégicas de grande interesse para a industria de alimentos,
como: boa solubilidade, estabilidade, viscosidade, emulsificante, geleificante e
boa absor¢cédo de dgua (FLETT & CORREDING, 2009; NICORESCU et al., 2009;
SPELLMAN et al, 2009; YE & TAYLOR, 2009).

A atencdo dos pesquisadores em estudos sobre a utilizacdo de
proteinas como ingredientes funcionais é crescente, a exemplo disso, existem no
mercado internacional produtos lacteos comerciais e ingredientes com apelo
funcional (SMITH, 2003; MACEDO, 2011).

Existem aspectos fundamentais relativos as estruturas e as relacées
estruturas-funcbes das proteinas do soro, ndo totalmente compreendidos, em
razdo dos varios fatores presentes no processamento, no armazenamento e na
distribuicdo dos alimentos para o consumo (SGARBIERI, 2005) que justificam a
continuidade de estudos detalhados sobre o assunto.

Neste contexto, buscou-se com este estudo, avaliar o teor protéico e
verificar o perfil eletroforético dos soros lacteos obtidos da fabricacdo dos queijos
minas frescal e mussarela, em diferentes temperaturas e tempos de estocagem, e
o perfil microbiolégico destes compostos lacteos, gerando informacdes que
contribuam para o aporte tecnolégico no desenvolvimento de produtos

alimenticios com qualidade.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante o segundo semestre de 2013 por
trés semanas do més de outubro de 2013, na Unidade de Processamento de
Leite do Instituto Federal Goiano Campus Urutai — GO. Para a avaliacdo do teor
protéico e verificacdo do perfil eletroforético, em diferentes condigbes de
temperatura e tempo de estocagem, e verificacdo do perfil microbioldgico, foram

obtidos os soros lacteos da producéo dos queijos minas frescal e mussarela.

2.1 Obtencéao dos soros dos queijos minas frescal e mussarela

Respeitados os procedimentos padrdao de fabricacdo dos queijos
adotados pela Unidade de Processamento de Leite do IF Goiano Campus Urutai,
em acordo com FURTADO & LOURENCO NETO (1994), foram destinados iguais
volumes de leite cru refrigerado submetido a pasteurizagéo lenta (25 litros) para o
processo de fabricacdo dos queijos minas frescal e mussarela para posterior

obtencado dos soros lacteos.

2.2 Amostragem

Para o estudo do teor protéico e verificacdo do perfil eletroforético e
microbiolégico, as amostras dos soros foram obtidas seguindo os padrbes
estabelecidos na RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001), retiradas ap0s a dessoragem
das massas, filtradas, submetidas a pasteurizacao lenta, seguido de resfriamento
rapido entre 25°C a 30°C, e armazenadas na Unidade de Processamento de Leite
do IF Goiano Campus Urutai sob as temperaturas e tempo de armazenamento
refrigerado, definidas pelos momentos de pesquisa do delineamento
experimental.

Amostras armazenadas a 4+1°C foram reservadas em camara fria de
temperatura controlada da Unidade de Processamento de Leite do IF Goiano
Campus Urutai, enquanto amostras armazenadas a 8+1°C foram dispostas em
refrigerador doméstico duplex no laboratério de analises fisico-quimicas da
plataforma de recepcéo de leite da unidade de processamento.

Para o estudo dos soros dos queijos minas frescal e mussarela foi
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estabelecido que, semanalmente, volumes de cinco litros de cada um dos tipos
dos soros lacteos estivessem igualmente acondicionados, na tentativa de simular
situacdes reais de armazenagem.

Cabe ressaltar que, para o acondicionamento de todas as amostras,
foram utilizados recipientes plasticos higienizados, assim como, todos os
utensilios necessarios ao processo, com lavagem em detergente neutro, enxague
e sanitizacdo com hipoclorito de sédio a 100 mg/L por 15 minutos.

Na primeira etapa do delineamento experimental, para a determinacao
dos teores de proteina e analises microbioldgicas, se usou aliquotas das
amostras dos soros dos queijos minas frescal e mussarela, estocados a 4+1°C e
8+1°C, homogeneizadas manualmente, e armazenadas sob refrigeracdo, em
refrigerador doméstico duplex, por até um prazo maximo de 24 horas, para serem
encaminhadas, em caixas isotérmicas com gelo reciclavel, ao Laboratério de
Controle de Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farmacia - LCQA da UFG.

Numa segunda etapa do delineamento experimental, as amostras dos
soros dos queijos minas frescal e mussarela, armazenadas a temperatura de
4+1°C, atendendo a Portaria n° 53/2013/MAPA (BRASIL, 2013), foram
selecionadas para a realizacdo dos procedimentos analiticos de determinacgéo
das fracBes de proteina predominantes pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), originalmente descrito por Laemmli (1970), e para
tanto, foram realizados também os procedimentos analiticos de determinacao das
fracbes de proteina pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Estas
amostras foram acondicionadas em frascos padronizados, com o conservante
bacteriostatico azidiol®, produzido por Laborclin Produtos para Laboratérios Ltda,
fornecidos pelo LQL/CPA/EVZ/UFG, preservadas a -20°C, em freezer doméstico
vertical, até o momento de serem transportadas, apos o periodo total de dias do
experimento, em caixas isotérmicas com gelo reciclavel, ao Laboratério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da UFG-GO (ICB-II/UFG) para a realizacdo dos procedimentos

analiticos.

2.3 Processos analiticos

Os procedimentos analiticos dos soros lacteos destinados a avaliacéo
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do teor protéico, verificacdo do perfil eletroforético e perfil microbiolégico foram
realizados em duas etapas:

Foram encaminhadas, para o Laboratorio de Controle de Qualidade de
Alimentos da Faculdade de Farmécia - LCQA da UFG, amostras com o volume de
200 mL cada, para a realizacédo, em triplicata, das provas de determinacdo dos
teores de proteina total, pelo método de Kjeldahl utilizando 6,38, como fator de
conversdo de nitrogénio total para proteina total, pela metodologia descrita pelo
Instituto Adolf Lutz (BRASIL, 2008).

Para a avaliagdo da qualidade microbiolégica dos soros dos queijos
minas frescal e mussarela, pelo Laboratorio de Controle de Qualidade de
Alimentos da Faculdade de Farméacia — LCQA da UFG foram encaminhadas
amostras, com o volume de 200 mL cada, para a determinacdo do NMP de
coliformes totais (35°C) e NMP de coliformes termotolerantes (45°C), com provas
efetuadas em duplicatas, sendo os resultados apresentados pelas médias dos
valores encontrados. A metodologia adotada pelo Laboratério de Controle de
Qualidade de Alimentos da Faculdade de Farmacia — LCQA da UFG foi FIL 100B:
1991.

Na segunda fase do trabalho, foram transportadas para o Laboratorio
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da UFG - GO (ICB-II/UFG), de uma unica vez, todas as amostras
destinadas a realizagdo, em duplicatas, das provas de quantificacdo de proteinas
totais conduzida por espectrofotometria (Espectrofotbmetro Pharmacia Biotech,
modelo Ultrospec 2000), de acordo com o método de Bradford (BRADFORD,
1976).

A determinacdo do conteudo proteico foi realizada, em 1,0 mL do
reagente de Bradford, foram adicionados 100 pL do material diluido a ser
analisado, apdés 15 min, efetuada a leitura da absorbancia no comprimento de

onda de 595 nm no espectrofotdmetro citado, usando BSA como padréo, e

determinada a concentracdo de proteinas, expressa em mg mLL. A diluicdo do

material foi realizada a partir de 40 pL do soro com 960 pL de agua deionizada.
A fim de observar as fracdes de proteinas predominantes nas amostras

dos soros dos queijos minas frescal e mussarela, armazenadas a temperatura de

4+1°C foi realizada a analise qualitativa pela técnica de eletroforese em gel de
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poliacrilamida (SDS-PAGE), no sistema descontinuo, em que as proteinas sao
separadas por faixa de peso molecular. Para isso, utilizou-se a cuba de

eletroforese da marca Bio-rad modelo Mini-protein® tetra-cell, orientada
verticalmente.

Primeiramente, a mini-cuba de eletroforese e as placas de vidro foram
limpas com alcool. As placas de vidro foram montadas conforme instru¢des do
fabricante, formando um “sanduiche” com as placas separadas pelos
espacadores.

Para a realizagdo do procedimento analitico as amostras foram
tratadas com TCA/acetona (10%), e ap0s o overnight (aproximadamente 12
horas) centrifugadas em 12.000 rpm por 15 minutos para em seguida, ap0s o
descarte do sobrenadante, lavadas por trés vezes com acetona refrigerada e
novamente centrifugadas nas mesmas condi¢cdes, para depois receberem a
solugéo tampao Tris-HCI (1,0 mol L-1; pH 6,8) e serem dispostas no gel.

A eletroforese em gel foi realizada mediante a presenca de géis de
poliacrilamida com concentracdo de 5 % (m/v) em tampéao Tris-HCI (1,0 mol L-1;
pH 6,8) e géis de separacdo com 12 % (m/v) de poliacrilamida em tampao Tris-
HCI (1,5 mol L-1; pH 8,8), na presenca de 0,1 % de dodecil sulfato de sodio (SDS)
a 10%.

Procedeu-se a preparacdo de um gel de cada vez e aplicou-se
vagarosamente, no interior de cada uma das placas até aproximadamente 0,5 cm
da parte superior. Aguardou-se 40 minutos para a completa polimerizacdo do gel.
Apos a polimerizacado foram aplicados nos géis volumes de 20 yL de amostra por
pista, sendo as primeiras pistas destinadas aos marcadores moleculares
utilizados, com massa de 14,4 kDa a 116,0 kDa.

Em seguida, aplicou-se sobre os géis da eletroforese a solu¢do-tampéo
eletrolitica, sendo o volume restante vertido dentro da cuba. A tampa do conjunto
foi encaixada, atentando para a conexdo dos eletrodos e os fios destes ligados a
fonte. O tempo de corrida foi de aproximadamente 2 horas e 30 min. a uma
corrente constante de 15 mA por placa com voltagem fixa de 100 V.

Encerrada a corrida, o gel de eletroforese foi retirado da célula, lavado
em agua deionizada e transferido para um recipiente contendo o corante

Coomassie Brilhant Blue. Apés a coloragéo, sob agitacéo, por aproximadamente 1
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hora, o gel foi revelado com solucdo descorante (acido acético a 10%) até
descorar. Posteriormente, visualizou-se o gel em transiluminador UV e fotografou-
se. Para a manutencdo e armazenagem dos géis, o material foi mantido no acido

acético a 10%.

2.4 Delineamento do experimento

Foi empregado na conducéo do primeiro momento do experimento que
avaliou o teor proteico total dos soros lacteos, o periodo de estocagem (0, 7, 14 e
21 dias), as temperaturas de armazenamento (4+1°C e 8+1°C) e os tipos de soro
lacteo (soro do queijo minas frescal e soro do queijo mussarela), com trés
repeticoes.

Os dados resultantes da primeira etapa do experimento foram
submetidos a analise de variancia de acordo com o modelo three-way anova,
contendo os fatores de tratamento: tipo de soro de queijo (minas frescal e
mussarela), temperatura de estocagem (4+1°C e 8%1°C) e tempo de
armazenamento (21 dias), com trés repeticdes. As semanas de colheita foram
tomadas como fator de controle local.

A conducdo da segunda etapa do experimento foi, mais uma vez,
formada pelo periodo de estocagem (0, 7, 14 e 21 dias) e pela combinacéo de
dois tipos de soro (soro do queijo minas frescal e soro do queijo mussarela), neste
momento, exclusivamente com as amostras armazenadas a 4+1°C, em
consonancia com a Portaria n°53/2011 (BRASIL, 2011).

Os dados resultantes da segunda etapa do experimento foram
submetidos a andlise de variancia de acordo com o modelo three-way anova,
contendo os fatores de tratamento: tipo de soro de queijo (minas frescal e
mussarela) e periodo de estocagem (0, 7, 14 e 21 dias), na temperatura de
estocagem (4+1°C), com trés repeticbes. As semanas de colheita foram tomadas
como fator de controle local.

Foi avaliada a necessidade de transformacéo de dados pelo método
poténcia Otima de Box-Cox, com vistas a se obter normalidade e
homocedasticidade residual.

As médias das combinacdes do tipo de soro e temperaturas de

armazenagem foram comparadas por meio de intervalos de 95% de confianca,
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construidos, em cada tempo, a partir da variavel t-Student.
Todas as analises foram realizadas com o software R versdo 3.0.3 (R
CORE TEAM, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios, obtidos da média geométrica aplicada, para o
teor protéico dos soros dos queijos minas frescal e mussarela, contidos na Tabela
1, indicam, tanto para as diferentes temperaturas de armazenamento (4+1°C,
8+1°C) como nos 21 dias de armazenamento empregado, dosagens em acordo
com a Portaria n°® 53/2013/MAPA, que estabelece o conteddo minimo de 0,50
g/100g de solidos totais para o soro doce liquido de queijo (BRASIL, 2013).

O teor médio de proteina, encontrado no momento da obtencdo dos
soros dos queijos minas frescal e mussarela, foi de 0,69 g/100g, e ao final dos 21
dias de observacdo, foi registrado um comportamento de queda nos teores
quantificados, apresentando um intervalo de 0,51 a 0,62 g/100g para o teor médio
de proteina dos soros dos queijos minas frescal e mussarela nas duas

temperaturas estudadas.

TABELA 1 — Teor protéico médio dos soros dos queijos minas frescal e mussarela

sob diferentes tempos e temperaturas de armazenamento.

Armazenagem Teor protéico médio / SQMF - g/100g Teor protéico / SQM - g/100g
(dias) 4+ 1°C 8 +1°C 4+1°C 8 +1°C
0(zero) 0,69 0,69 0,69 0,69
07 0,73 0,78 0,83 0,71
14 0,55 0,57 0,60 0,57
21 0,51 0,58 0,57 0,62

SQMF= soro do queijo minas frescal, SQM= soro do queijo mussarela

Os resultados médios obtidos neste estudo para o soro lacteo do queijo
minas frescal, até o 7° dia de armazenamento, estdo inseridos no intervalo
verificado por FONSECA et.al. (2008) que quantificaram 0,78% de proteinas e
CUNHA et.al. (2009) 0,66%.
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Valor superior aos teores protéicos medios encontrados neste estudo
para o soro proveniente do queijo tipo mussarela, FORNARI (2006) quantificou
0,83% de proteinas.

A maioria dos valores para o teor de proteina nos soros lacteos,
verificados neste estudo, diferiram dos resultados observados por TEIXEIRA &
FONSECA (2008) que afirmaram que, os valores para o teor de proteina no soro
de queijo minas padrao foram de 0,71 a 0,99/100g (média de 0,8g/100g) e no
soro de queijo mussarela de 0,77 a 0,95¢g/100g (média de 0,84g/100g), enquanto
os encontrados por SIQUEIRA (2000) foram de 1,43+0,54g/100g (com resultados
entre 0,87 e 2,55¢g/100g) e 1,28+0,45¢/100g (com resultados entre 0,7 e
1,669/100g) para soro de queijos minas padrdo e mussarela, respectivamente,
sendo todos superiores aos valores médios verificados neste experimento.

Com excecdo para os resultados das analises realizadas nos soros dos
queijos estudados, armazenados por sete dias de estocagem, independente da
temperatura de armazenamento, que apresentou resultados entre 0,71 a 0,83
g/100g, compativeis com os resultados observados por TEIXEIRA & FONSECA
(2008), e por SIQUEIRA (2000). Este ultimo autor observou resultados proximos
somente para o0 soro do queijo mussarela, armazenado por sete dias de
estocagem, independente da temperatura de armazenamento.

Em continuidade, os autores supracitados relataram que uma
explicacdo para a variacdo observada nos resultados pode ser atribuida as
metodologias empregadas nas andlises (método de Kjehldal no experimento de
TEIXEIRA & FONSECA (2008) e método de Pyne em SIQUEIRA (2000).

A afirmativa de TEIXEIRA & FONSECA (2008) possibilitou o
entendimento da proximidade dos resultados obtidos neste experimento, quando
foi empregado o método de micro-Kjeldahl utilizando 6,38, como fator de
conversao de nitrogénio total para proteina total, pela metodologia descrita pelo
Instituto Adolf Lutz (2008).

De acordo com ANDRADE (2006), a metodologia de Kjeldahl,
largamente aplicada em analise de alimentos, usada como método de referéncia
padréo oficial de analises, fundamenta-se na caracteristica quimica da proteina
em possuir em sua molécula o atomo de Nitrogénio, sendo este utilizado para a
determinacao indireta da proteina, ndo determina a quantidade de proteina e sim

0 nitrogénio organico total (AOAC, 1995).
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O soro de queijo contém aproximadamente metade dos sélidos totais
do leite, incluindo proteinas e, compostos nitrogenados n&o-protéicos (uréia e
acido urico) (CASTELLO et al., 2009; DRAGONE et al., 2009; ZIEGLER &
SGARBIERI, 2009; CHAVES et al., 2010; LEITE et al.,, 2012). Assim, 0s
resultados observados neste estudo, para o soro de queijo tipo minas frescal,
armazenado a 8+1°C que apresentaram, durante o periodo do experimento,
valores superiores aos observados no soro lacteo deste mesmo queijo, quando
armazenado a 4+1°C, podem relfetir a solubilidade do composto afetada por
fatores ambientais como a temperatura, tempo de armazenagem e pH
(STANCIUC et al., 2012).

Os resultados percentuais verificados para os teores médios de
proteina estudados nos soros dos queijos minas frescal e mussarela,
apresentados pela Tabela 1, reafirmam a importdncia do reduzido periodo de
armazenagem antes do processamento final destes compostos para a
preservacdo dos seus conteudos protéicos, atendendo as prerrogativas da
Portaria n° 53/2013/MAPA (BRASIL, 2013).

A Portaria supracitada estabelece que, o soro lacteo resfriado, no
estabelecimento destinado ao processamento final, devera ser estocado em
temperatura de até 5°C, por periodo maximo de 72h, contados a partir do
momento da recepc¢ao, e permite, ainda, o transporte do soro de queijo resfriado
ou concentrado para industrializacdo em outro estabelecimento, devendo, no
entanto, ser observada a temperatura méaxima de 10°C do produto, no momento
do recebimento no estabelecimento onde sera processado (BRASIL, 2013).

Os resultados estatisticos para a variavel proteina total, obtidos na
primeira etapa experimental, quando realizou-se a determinacdo dos teores de
proteina total, pelo método de micro-Kjeldahl, para os soros dos queijos minas
frescal e mussarela armazenados nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C durante

os 21 dias de estocagem, podem ser observados na Figura 1.
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FIGURA 1 - Médias e intervalos de confianca (95%) dos teores de proteina dos
soros dos queijos minas frescal e mussarela nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C

ao longo do periodo de armazenamento.

Observando a Figura 1, os soros lacteos armazenados nas
temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C, independente do tipo de queijo, né&o
apresentaram diferencas significativas ao longo do periodo de observacéao,
conforme se observa pela justaposicdo dos respectivos intervalos de confianca.

Entretanto, alguns autores afirmaram que as proteinas do soro podem
exibir diferencas na sua composicdo de macronutrientes e micronutrientes,
dependendo da forma utilizada para sua obtencdo (HARAGUCHI; ABREU,;
PAULA, 2006; FISCHBORN, 2012).

Os dados apresentados pela Figura 1 permitem, observar um
comportamento ascendente para os soros dos gueijos minas frescal armazenados
nas temperaturas de 4+1 °C e 8+1 °C e para o soro do queijo mussarela
armazenado a 4+1 °C até o 7°dia de estocagem. Neste mesmo periodo, o soro do
gueijo mussarela armazenado a 81 °C apresentou um comportamento proximo a

linearidade.
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No intervalo de tempo do 7° ao 14° dia de estocagem, os teores da
variavel proteina em todos os soros lacteos estudados apresentaram um
comportamento descendente. A partir do 14° dia de estocagem até o fim do
periodo de observacdo, o0s soros lacteos apresentaram comportamentos
diferenciados, ou seja, o soro do queijo minas frescal armazenado a 4+1 °C
continuaram com teores de proteina em queda, onde foram encontrados o0s
menores teores protéicos.

SERPA (2005) afirmou que a pasteurizacdo do leite, antes da
fabricacdo de queijos, com temperaturas proximas a 75°C aliada a variacao da
concentracdo de minerais (Ca, Na e P) podem interferir nas propriedades das
proteinas do soro de queijo, sua termorresisténcia e sua interacdo com micelas de
caseina, alterando a percentagem de proteinas retidas com estas micelas de
caseina (HAVEA et al., 2002) e, consequentemente, reduzindo a percentagem de
proteinas no soro lacteo.

Cabe destacar também que, o soro do queijo minas frescal
armazenado na temperatura de 8+1 °C apresentou, durante todo o periodo de
estocagem, teores de proteina total entre os valores determinados para os teores
protéicos nos soros lacteos dos queijos minas frescal e mussarela, armazenados
a4+l °C.

Na segunda etapa do experimento, observa-se o efeito causado pelos
dias de armazenamento para os teores de proteina total, de acordo com o método
de Bradford (BRADFORD, 1976), nos soros dos queijos minas frescal e
mussarela, na temperatura de 4+1 °C de estocagem, pelos resultados estatisticos

representados pelos intervalos de confianca, na Figura 2, a seguir.
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FIGURA 2 - Médias e intervalos de confianca (95%) dos teores de proteina total
dos soros dos queijos minas frescal e mussarela na temperatura de 4+1 °C ao

longo do periodo de armazenamento.

De acordo com a Portaria n°® 53/2013/MAPA (BRASIL, 2011) que
estabelece que o soro de queijo que se destina ao consumo humano, devera ser
submetido a refrigeracdo e manutencdo em temperatura maxima de 5°C, como ja
observado na Figura 1, e neste momento pela analise da Figura 2, constatou-se
que 0s soros lacteos armazenados nas temperaturas de 4+1 °C, independente do
tipo de queijo, ndo apresentaram diferencas significativas ao longo do periodo de
observacéo, pela justaposi¢do dos respectivos intervalos de confianca.

SOUZA (2013) afirmou que as temperaturas as quais o leite é
submetido durante o processamento conduzem a mudancas fisico-quimicas nas
diferentes fracGes protéicas, contrariando o que foi observado neste estudo,
comprovado pela auséncia de diferencas significativas entre os soros lacteos
pesquisados.

NICORESCU et al. (2009) e DISSANAYAKE et al. (2013) afirmaram
que alguns fatores, além da temperatura, afetam as propriedades das proteinas
alimentares, os intrinsecos, tais como: a sequéncia e a composicdo de

aminoacidos, a estrutura secundaria e terciaria, o caracter hidroéfilo/hidréfobo da
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superficie da proteina, e fatores como pH, forga ionica e a interagdo com outros
ingredientes alimentares. Acredita-se que os valores dos teores protéicos ao
longo do experimento sejam resultados dos efeitos dos fatores citados por
NICORESCU et al. (2009), DISSANAYAKE et al. (2013).

Ainda pela Figura 2, no soro do queijo minas frescal, armazenado na
temperatura de 4+1 °C, observou-se uma acentuada queda nos teores da variavel
proteina total, desde o momento de colheitas das amostras até o sétimo dia de
estocagem, quando entdo este comportamento alterou-se, apresentando um
crescimento nos valores observados até o fim do periodo experimental.

Os dados apresentados pela Figura 2 permitem ainda, observar que o
soro do queijo mussarela, armazenado na temperatura de 4+1 °C, apresentou um
comportamento ascendente nos teores da variavel proteina total, desde o
momento de colheitas das amostras até o sétimo dia de estocagem, uma curva
descendente entre os dias 7 e 14 de estocagem, para novamente apresentar um
comportamento ascendente apos o 14°dia até o fim do periodo estudado de
estocagem.

Os teores protéicos observados entre os soros lacteos estudados, nos
momentos analiticos, que ndo apresentaram diferencas significativas
demonstradas justaposicdo dos intervalosde confianca, podem ser atribuidos as
metodologias empregadas (método de micro-Kjehldal no 1° momento
experimental e método de Bradford no 2° momento experimental). Fato
semelhante foi relatado por TEIXEIRA & FONSECA (2008) que também
observaram a proximidade de seus resultados quando empregaram diferentes

metodologias analiticas.

3.1 Perfil eletroforético dos soros dos queijos minas frescal e mussarela.

Pela intensidade da banda formada no gel, com auxilio dos marcadores
moleculares empregados, as bandas representando o0s quatros momentos
analiticos representativos do periodo de armazenamento (0, 7, 14 e 21 dias) na
temperatura de 4 + 1°C, estdo apresentadas na Figura 3.

O perfil eletroforético do soro do queijo minas frescal, apresentado pela
Figura 3, permitiu a observacdo de uma relativa uniformidade entre as bandas

reveladas pela coloracdo, com destaque para 09 a 11 proteinas com pesos
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moleculares variando entre 14,4 a 116 kDa.
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FIGURA 3 - Perfil eletroforético dos soros dos queijos minas frescal mantidos a

4+1°C em diferentes tempos de armazenagem.

ApO6s o descoramento do gel foram visualizadas véarias bandas
protéicas principais, nas amostras do soro do queijo minas frescal, que
apresentaram os aparentes valores de massa molar: 14,4 kDa, 18,4 kDa, 25 kDa,
varias entre 45 a 66,2 kDa e outras proximas a 116 kDa.

As bandas observadas neste estudo sugerem a possivel identificacéo
revelada pela coloragdo com Coomassie blue das fragcbes: a-lactalbumina (14
kDa), B-lactoglobulina (18 kDa), CMP (25 A 30 kDA), de varias imunoglobulinas
(55 a 70 kDa), albumina de soro bovino (66,2 kDa) entre outras.

Resultados semelhantes foram verificados por OLIVEIRA et.al (2008)
que dentre as proteinas mais abundantes, presentes no soro com massas
molares proximas das observadas em seus estudos, destacaram-se a
imunoglobulina (55 kDa); a B-lactoglobulina (18 kDa), e a a-lactalbumina (14 kDa),
indicando a possivel identidade das proteinas reveladas pela coloracdo com
Coomassie blue.

CAVALCANTI (2010) também observou que algumas proteinas do soro
apresentam caracteristicas muito semelhantes, o que dificulta o isolamento. Por
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exemplo, as proteinas B-lactoglobulina (B-Lg) e a-lactoalbumina (a-La) que
apresentam ponto isoelétrico e massa molecular bastante semelhante, o que
dificulta a observacéao, principalmente quando se usa a eletroforese para separar
as bandas.

Observando o perfil eletroforético do soro do queijo mussarela,
apresentado pela Figura 4, visualizou-se uma concentragdo mais acentuada nas
bandas representativas de até o sétimo dia de estocagem, com destaque para 09

a 11 proteinas com varios pesos moleculares entre 14,4 e 116 kDa.
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FIGURA 4 - Perfil eletroforético dos soros dos queijos mussarela mantidos a

4+1°C em diferentes tempos de armazenagem.

Foram visualizadas véarias bandas protéicas principais nas amostras do
soro do queijo mussarela, apés o descoramento do gel, que apresentaram 0s
aparentes valores de massa molar 14,4 kDa, 18,4 kDa, vérias fragfes entre 35 a
66,2 kDa e outras proxima a 116 kDa.

Dentre as proteinas presentes no soro de queijo, duas se destacam
pelo seu elevado valor nutricional e funcional, a a-lactoalbumina e a -
lactoglobulina, consideradas quantitativamente as duas mais importantes
proteinas do soro (CHATTERTON et al., 2006).

As proteinas B-lactoglobulina e a-lactoalbumina apresentam ponto
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isoelétrico e massa molecular bastante semelhante, o que dificulta sua
observacao, principalmente, quando se usa a eletroforese para separar as bandas
(OLIVEIRA et al., 2008), o que poderia explicar a concentragdo da coloracdo da
parte inferior do gel produzido, observado na Figura 4.

Entre as proteinas presentes no soro com massas molares proximas e
superiores da faixa de 35 kDa encontrada, destacam-se a imunoglobulina (55
kDa); a albumina de soro bovino (BSA) que apresenta 66,2 kDa, a lactoferrina de
76kDa e as lactoperoxidades tendo médio peso molecular de 78 KDa e a
lactoferrina com 81 KDa (SGARBIERI, 2005; BALDASSO, 2008), indicando a
possivel identidade das proteinas reveladas pela coloragdo com Coomassie blue

neste estudo.

3.2 Perfil microbioldgico dos soros dos queijos minas frescal e mussarela

Os resultados das analises microbiolégicas dos soros dos queijos
minas frescal e mussarela, apresentados na Tabela 2, foram analisados de acordo
com a Portaria n° 53/2013 (MAPA), que criou o “Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Soro de Queijo” que fixou parametros para o soro de
queijo do tipo doce e do tipo acido pasteurizado ou em pd e pelo soro em po

desmineralizado e reduzido em lactose (BRASIL, 2013).

TABELA 2 - Perfil microbiolégico das amostras dos soros dos queijos minas
frescal (QMF) e mussarela (QM).

Soro de QMF Soro de QM
Amostras ) ) ) )
Coli 35 °C (NMP/mL) Coli 45 °C (NMP/mL)  Coli 35 °C (NMP/mL)  Coli 45 °C (NMP/mL)
1 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
2 4,6 x 10 >10° 2,0 x 10 2,3 x 102
3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3

QMF = queijo minas frescal, QM = queijo mussarela

Vérios estudos relatam contaminacdo de deteriorantes e patogénicos
em variados tipos de queijos (ZAFFARI et al., 2007; SHNEIDER, 2009; SANTOS e
HOFFMANN, 2010), entretanto, poucos s&do os trabalhos que avaliaram a
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microbiota do soro (TEIXEIRA et al., 2007).

Observando a Portaria, j4 citada, que estabelece os padrdes de
identidade e qualidade de soro de queijo (BRASIL, 2013), onde os critérios de
qualidade microbioldgicos para contagem de coliformes totais devem ser até 1,0 x
10° e para contagem de termotolerantes até 1,0 x 107 registra-se que na
contagem microbiana encontrada para coliformes totais e termotolerantes, os
soros lacteos estudados apresentaram 16,67% de inadequacéo com a legislacao,
sendo este percentual observado somente na contagem de coliformes
termotolerantes.

Apesar do soro de queijo ser fonte de bactérias lacticas e de conter
excelentes proteinas, o uso desse produto s6 deve ser feito quando o mesmo for
obtido em condic8es higiénico-sanitarias satisfatorias (FREITAS, 2011).

No estudo de TEIXEIRA et al. (2007), em relacdo a contagem
microbiana encontrada para coliformes totais e termotolerantes, a porcentagem
de amostras que apresentou-se com maior contaminacdo foi o soro do queijo
mussarela, observando os resultados das analises microbiologicas dos soros dos
queijos minas frescal e mussarela deste estudo, registra-se, na contagem de
coliformes termotolerantes, uma contaminagdo no soro do queijo minas frescal
(>10°) maior do que a contagem observada no soro do queijo mussarela (2,3 x

10?) pesquisado.
4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas dosagens de proteina total nos soros dos
gueijos minas frescal e mussarela nas condicbes deste estudo indicaram
paradmetros em consonéancia com a legislagao.

Os resultados percentuais para os teores médios de proteina nos soros
dos queijos minas frescal e mussarela, armazenados nas temperaturas de 4+1 °C
e 8+1 °C, independente do tipo de queijo, ndo apresentaram diferencas
significativas ao longo do periodo de observacgao e, reafirmam a importancia do
respeito ao menor periodo de estocagem, para a preservacao da qualidade dos
soros lacteos.

O perfil eletroforético do soro do queijo minas frescal permitiu a

observacdo de uma relativa uniformidade entre as bandas reveladas, com
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destaque para 09 a 11 proteinas com valores de massa molar de 14,4 a 116 kDa,
enquanto o perfil eletroforético do soro do queijo mussarela possibilitou a
visualizacdo de uma concentracdo mais acentuada de proteinas nas bandas
representativas de até o sétimo dia de estocagem e, para as massas moleculares
semelhantes as observadas no soro do queijo minas frescal.

Na contagem microbiana encontrada para coliformes totais e
termotolerantes, o0s soros lacteos estudados apresentaram 16,67% de
inadequacdo com a legislacdo, somente na contagem de coliformes

termotolerantes.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados das analises realizadas no leite produzido no IF Goiano
Campus Urutai, sinalizaram para a urgéncia de acdes corretivas na obtencao
deste produto e de todos os seus derivados, buscando a adequacdo as normas
legais e os preceitos das Boas Praticas de Producdo para a preservacdo da
qualidade.

O soro de queijo, por muito tempo desvalorizado e gerador de grandes
problemas de ordem ambiental, responde com éxito a crescente demanda da
populacdo por uma alimentacdo saudavel e equilibrada para a saude. Entretanto,
a regulamentacao brasileira ainda ndo contempla todas as possibilidades do seu
uso e adequado aproveitamento, e nesse sentido, considerando a Portaria n°
53/2013/MAPA, instrumento normativo para o soro de queijo, confirma-se a
importancia do respeito as obrigatoriedades legais para o aproveitamento com
qualidade deste composto lacteo.

Destaca-se ainda, a preservacdo do conteddo protéico dos soros
lacteos pesquisados, uma vez que, armazenados nas temperaturas fixadas,
independente do tipo de queijo, ndo apresentaram diferencas significativas ao
longo do periodo de observacdo, mantendo-se em consonancia com os limites
legais estabelecidos.

Finalizando, cabe ressaltar a importancia dos requisitos minimos de
qualidade no adequado aproveitamento do soro de queijo, para a garantia da
seguranca e estabilidade de produtos comercializaveis, e consequentemente da
satisfacdo das necessidades nutricionais, da seguranca alimentar e da saude da

populacao.
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ANEXOS



Anexo A: Analises de variancia

Response: pH

Df Sum Sg Mean Sqg F value Pr (>F)
Semana 8 241.41 30.176 154.3943 < 2.2e-16 **~*
Tipo 1 155.39 155.388 795.0307 < 2.2e-16 *x*xx*
Temp 1 261.21 261.209 1336.4560 < 2.2e-16 *x*x%*
Dia 20 35.55 1.777 9.0934 < 2.2e-16 ***
Tipo:Temp 1 0.08 0.077 0.3949 0.5298
Tipo:Dia 20 29.92 1.496 7.6550 < 2.2e-16 ***
Temp:Dia 20 30.09 1.504 7.6974 < 2.2e-16 ***
Tipo:Temp:Dia 20 15.96 0.798 4.0825 3.246e-09 ***
Residuals 2176 425.30 0.195
Signif. codes: 0 Y***/ (0.001 ‘**/ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1
Response: acidez titulavel

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Semana 8 2.3223 0.2903 125.0784 < 2.2e-16 *x*x%*
Tipo 1 2.0840 2.0840 897.9522 < 2.2e-16 *x*xx*
Temp 1 4.9813 4.9813 2146.3109 < 2.2e-16 *x*xx*
Dia 20 0.8887 0.0444 19.1462 < 2.2e-16 ***
Tipo:Temp 1 0.0232 0.0232 9.9858 0.001599 **
Tipo:Dia 20 0.4762 0.0238 10.2582 < 2.2e-16 ***
Temp:Dia 20 0.7464 0.0373 16.0800 < 2.2e-16 ***
Tipo:Temp:Dia 20 0.3468 0.0173 7.4709 < 2.2e-16 ***
Residuals 2176 5.0502 0.0023
Signif. codes: 0 Y***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 '.” 0.1
Response: Teor Protéico a 4%1°C

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)

Semana 2 0.153179 0.076590 12.3512 7.370e-05 **x*
Tipo 1 0.000169 0.000169 0.0272 0.8698
Dia 3 0.196940 0.065647 10.5865 3.383e-05 **xx*
Tipo:Dia 3 0.060523 0.020174 3.2534 0.0321 *
Residuals 38 0.235638 0.006201
Signif. codes: 0 Y***’ (0.001 ‘**x’ 0.01 *’ 0.05 '.” 0.1
Response: Teor Protéico a 4+1°C e 8+1°C

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr (>F)
Semana 2 0.22036 0.11018 15.0022 1.431e-06 ***
Tipo 1 0.02947 0.02947 4.0127 0.04731 *
Temp 1 0.00000 0.00000 0.0000 1.00000
Dia 3 0.96127 0.32042 43.6299 < 2.2e-16 ***
Tipo:Temp 1 0.03674 0.03674 5.0021 0.02707 *
Tipo:Dia 3 0.01196 0.00399 0.5430 0.65373
Temp:Dia 3 0.03380 0.01127 1.5341 0.20892
Tipo:Temp:Dia 3 0.03594 0.01198 1.6313 0.18544
Residuals 126 0.92536 0.00734
Signif. codes: 0 Y***’ (0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 '.” 0.1

\
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Anexo B: Tratamento das médias para a variavel pH
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Trat/Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
F:1 6.05a 6.09a 6.05a 6.08a 6.08a 6.09a 5.99a 6.09a 6.07a 6.07a 6.04a
F:2 6.05a 6.05a 6.02a 593a 5.86a 5.69b 5.54b 557b 5.48b 5.35b 5.32b
M:1 551b 555b 5.63b 5.48b 5.46b 545b 5.47b 5.46b 556b 5.5b 5.49b
M:2 5.02c 4.93c 4.96c 4.84c 4.87c 4.96c 4.93c 4.8c 4.77c 4.72c 4.72¢
Trat/Dias 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

F:1 6.06a 6.06a 6.04a 6.03a 6.02a 6a 5.94a 595a 5.96a 5.95a

F:2 5.2c  5.09c 5¢c 5.05c 4.99c 5.09c 4.97c 4.91c 4.79c 4.75b

M:1 5.45b 5.45b 5.44b 5.48b 551b 5.62b 555b 5.52b 5.66b 5.72a

M:2 4.73d 4.82d 4.84c 4.72d 4.68d 4.77d 4.68d 4.78d 4.94c  4.97b
Anexo C: Tratamento das médias para a variavel acidez titulavel

Trat/Dias 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
F:1 0.12¢ 0.12¢ 0.12c 0.13c 0.12c 0.13c 0.13c 0.13c 0.13d 0.13d 0.13d
F:2 0.13c 0.12c 0.13c 0.14c 0.14c 0.15c 0.16b 0.18b 0.2b 0.21b 0.22b
M:1 0.17b 0.18b 0.18b 0.190 0.2b 0.190b 0.18b 0.17b 0.17c 0.18c 0.19c
M:2 0.23a 0.24a 0.27a 0.28a 0.28a 0.29a 0.28a 0.28a 0.28a 0.28a 0.29a
Trat/Dias 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

F:1 0.13d 0.13d 0.13d 0.13d 0.13c 0.13c 0.14c 0.13c 0.13c 0.12c

F:2 0.23b 0.23b 0.24b 0.26b 0.28a 0.27a 0.28a 0.29a 0.3a 0.32a

M:1 0.19c 0.19c 0.19c 0.2c 0.18b 0.18b 0.17b 0.17b 0.17b 0.18b

M:2 0.29a 0.3a 0.29a 0.29a 0.3a 0.29a 0.28a 0.28a 0.29a  0.3a




