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RESUMO

O propdsito deste estudo foi avaliar a influéncia do nivel das CS e dos PSI presentes
em dez lotes de leite cru, sobre a qualidade do leite antes e apds processamento UHT,
no decorrer da vida de prateleira, avaliando os parametros fisico-quimicos de
qualidade e indices de protedlise. O leite cru foi avaliado quanto ao nivel de CS,
bactérias totais, PS| e caracteristicas fisico-quimicas, submetido a pasteurizagao
rapida, clarificagao e padronizagao da gordura, em seguida foi efetuada a esterilizagao
comercial por processo UHT direto, depois envasado assepticamente. As analises do
leite UHT foram realizadas nos dias 0, 30, 60, 90 e 120 de armazenamento.
Adicionalmente, os lotes foram categorizados em grupos de média, intermediaria e
alta CCS, foram também divididos em baixo, médio e alta contagem de PSI. Nos testes
de significancia estatistica, (p<0,05), para o leite cru, apenas a estabilidade ao alcool
foi superior em niveis mais baixos de CS. Ja no leite pasteurizado nao foi observada
influéncia da CS ou dos PSI nos parametros de qualidade avaliados. Ao comparar o
leite cru com o pasteurizado, foi observada redugcao da CS em todas as amostras apés
pasteurizacao/clarificacdo. Para o leite UHT, ndo foram observadas alteragdes
significativas nos resultados de acidez, gordura, extrato seco total, viscosidade,
densidade e lactose relacionados aos grupos de CS ou de PSI. Os valores de pH,
proteina verdadeira, caseina, indice de protedlise e sedimentacdo apresentaram
alteracgdes significativas ao longo do armazenamento. Os indices de protedlise e
caseina foram influenciados pelos grupos de alta CS e PSI. A viscosidade aumentou
no decorrer do armazenamento, porém sem diferenca significativa entre os grupos
estabelecidos. Conclui-se que, a CS e parte dos resultados de PSI apresentaram
valores elevados, indicando que os aspectos higiénico-sanitarios ainda deixam a
desejar. As altas contagens influenciaram no aumento da protedlise da caseina,
contudo foram em niveis que ndo causaram alteragdes visuais ou sensoriais que
pudessem causar rejeigao por parte dos consumidores.

Palavras-chave: células somaticas, psicrotroficos, leite UHT, mastite, protedlise.



ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the influence of the level of SC and PSI
present in ten batches of raw milk, on the quality of milk before and after UHT,
processing throughout its shelf life, evaluating the physicochemical quality parameters
and indices of proteolysis. Raw milk was evaluated for SC level, total bacteria, PSI,
and physicochemical characteristics, subjected to rapid pasteurization, clarification,
and standardization of fat, followed by commercial sterilization by direct UHT process,
then aseptically filled. UHT milk analyzes were performed on days 0, 30, 60, 90, and
120 of storage. Additionally, the lots were categorized into groups of the medium,
intermediate and high SC, further divided into low, medium, and high PSI counts. In
tests of statistical significance, (p<0.05), for raw milk, only alcohol stability was superior
at lower SC levels. In pasteurized milk, however, there was no influence of CS or PSI
on the quality parameters evaluated. When comparing raw and pasteurized milk, a
reduction in CS was observed in all samples after pasteurization/clarification. For UHT
milk, no significant changes were observed in the results of acidity, fat, total dry extract,
viscosity, density, and lactose related to CS or PSI groups. The values of pH, true
protein, casein, proteolysis index, and sedimentation showed significant changes
during storage. Proteolysis indices were influenced by high CS and PSI groups.
Viscosity increased during storage, but with no significant difference between the
established groups. It is concluded that CS and PSI presented high values, indicating
that the hygienic-sanitary aspects still fall short. The high counts influenced the
increase in casein proteolysis, however, they were at levels that did not cause visual
or sensory changes that could cause rejection by consumers.

Keywords: somatic cells, psychrotrophics, UHT milk, mastitis, proteolysis
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1 INTRODUGAO

Segundo o Art. 235 do Regulamento de Inspecédo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (DECRETO 10.468, 2020), entende-se por leite, sem
outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em

condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.

Trata se de um alimento de alto valor nutritivo, fonte de proteinas, carboidratos,
lipidios, vitaminas e sais minerais. Contém em torno de 87,6% de agua, 12,4% de
solidos totais, 4,52% de lactose, 3,61% de gordura e 3,28% de proteina. A caseina é
a principal proteina do leite, enquanto a lactose € o agucar caracteristico e o solido
mais predominante (ALMEIDA, 2013).

A qualidade do leite é definida por parametros fisico-quimicos, sanidade do
animal lactante, higiene na ordenha e estocagem. Os teores de proteina, gordura,
lactose, sais minerais e vitaminas determinam a qualidade da composicao, que, por
sua vez, é influenciada pela alimentagédo, manejo, genética, raca e sanidade do animal
(ALMEIDA, 2013).

O leite longa vida UHT “ultra high temperature” consagrou-se como uma
alternativa altamente segura e confidavel para o consumo de leite no Brasil.
Apresentada ao pais em 1972, a tecnologia que prolonga a vida do leite dispensa
utilizacao de conservantes e preserva as qualidades naturais do produto (SANTOS et
al., 2018).

Alteragdes indesejaveis podem ocorrer durante o periodo de validade do UHT
apo6s processamento, como a sua desestabilizacdo, com consequente formacao de

gel ou sedimentos no fundo da embalagem (SILVA, 2017).

A principal causa dos problemas observados no leite UHT é a ma qualidade da
matéria-prima. O processo UHT promove a “esterilizacdo comercial” do leite, processo
que elimina quase a totalidade da microbiota presente, no entanto, muitas enzimas
proteoliticas e lipoliticas enddgenas (secretadas pela glandula mamaria) e exégenas
(produzidas por microrganismos psicrotroficos) permanecem estaveis ao tratamento
térmico e continuam causando alteracées durante o armazenamento do leite UHT
(SILVA, 2014).
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A inflamacéao da glandula mamaria, denominada mastite, destaca-se como um
dos principais fatores que alteram a qualidade do leite destinado ao consumo humano,
devido ao aumento da liberagao de células somaticas (CS) e aumento da atividade
enzimatica no leite (FERNANDES, 2007).

As Células Somaticas sédo todas as células presentes no leite, incluindo as
originarias da corrente sanguinea como os leucocitos e as células de descamagao do
epitélio glandular secretor. Em quantidades elevadas exercem influéncia prejudicial

sobre a composigao e as caracteristicas fisico-quimicas do leite. (MULLER, 2002).

Para mitigar alteragdes apds o processamento UHT, é imprescindivel que o
leite cru que atenda padrées minimos de qualidade. As consequéncias tecnologicas
desfavoraveis tanto para o processamento como para o produto final, podem ser
reduzidas quando sido atendidos os quesitos basicos para a matéria prima que €

entregue nas plataformas.

Este trabalho justifica-se pela importancia econémica da produgao de leite
bovino no Brasil, em especial no estado de Minas Gerais, que movimenta a economia
e contribui expressivamente na distribuigcdo de renda e gera empregos no meio urbano
e rural. Dessa forma, a avaliacdo do leite cru em niveis de Células Somaticas e de
microrganismos psicrotroficos € de grande importancia, por se tratar de um dos
quesitos mais envolvidos nas alteragdes do leite e derivados. Nos processos
produtivos em laticinios, estas informagdes servem de embasamento para
investimentos que promovam melhoria continua da qualidade, visando garantir

atividade viavel e confiabilidade por parte dos consumidores.

1.1 Objetivos

Este estudo teve como propdsito avaliar a influéncia do nivel de células
somaticas e dos microrganismos psicrotréficos presentes no leite cru sobre a
qualidade do leite UHT durante o tempo de vida de prateleira de 120 dias, através de

avaliacao de parametros de qualidade fisico-quimicos e dos indices de protedlise.



19

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Composicao do Leite

A quantidade e a qualidade do leite, juntamente com sua composigéo, podem
variar de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos. Dentre estes fatores
destacam-se a raga, fisiologia, periodo de lactacéo, alimentagao, saude, periodo de
cio, idade, caracteristicas individuais, clima, espacgo entre as ordenhas, estagbes do
ano, doengas, fraudes e adulterag¢des, dentre outros (VIDAL; SARAN NETTO, 2018).

A biossintese de muitos constituintes do leite relaciona-se a constituicao
sanguinea e as condigdes do epitélio da glandula mamaria, e esta sobre o controle
hormonal do animal. E estimado que exista cerca de cem mil constituintes distintos
relacionados ao leite, embora a maioria deles ndo tenha ainda sido identificada
(COSTA, 2014).

A agua é a maior fragcado presente no leite, na qual estao dissolvidos, dispersos
ou emulsionados os demais componentes. E em sua maior parte encontrada como
agua livre, embora haja agua ligada aos constituintes como proteinas, lactose e
substancias minerais (SILVA, 2003).

A estrutura lipidica presente no leite encontra-se em forma de pequenos
globulos de gordura e contém, principalmente, triacilglicerdis, envolvidos por uma
membrana lipoproteica. O leite de vaca possui, aproximadamente, 440 ésteres de

acidos graxos e os principais sao o acido palmitico e o acido oleico (COSTA, 2014).

A gordura é o constituinte mais susceptivel a variagbes quantitativas e
qualitativas, principalmente em razdo da alimentacéao, raca, estacao do ano e periodo
de lactacdo. Além disso, essa fracao lipidica pertencente ao leite tem como
propriedade a absorg¢ao das vitaminas lipossoluveis A, D, E e K (VALSECHI, 2001).

No leite também sdo encontrados muitos compostos nitrogenados, dentre
esses, aproximadamente 95% séo proteinas e 5% compostos nitrogenados nao-
proteicos. O nitrogénio proteico é a fragdo do leite, considerada mais importante do
ponto de vista econdmico, e é constituido de cerca de 80% de nitrogénio caseinico
(caseinas) e de 20% de nitrogénio nao-caseinico representado pelas proteinas do
soro e outras fragdes peptidicas (COSTA, 2014).
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O leite contém também diversas enzimas enddgenas, como as lipases,
proteinases, oxido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. Algumas destas
enzimas sao utilizadas no controle de qualidade do leite, a exemplo da fosfatase
alcalina, que € um dos indicadores de eficiéncia da pasteurizagcédo do leite (SILVA,
2003).

Os acucares do leite sdo constituidos pela lactose, que é formada a partir da
associagao entre glicose e galactose. Este glicidio pode ser modificado em sua
estrutura, principalmente, por agao de tratamentos térmicos, 0 que ocasiona possiveis
reacdes de escurecimento, em que ocorre uma diminuigao do valor nutricional do leite,

proporcional a intensidade e o tempo de aquecimento (SILVA, 2003).

Dentre as principais propriedades nutricionais da lactose, destaca-se a acao
benéfica sobre a microbiota intestinal de recém-nascidos, fonte de energia,
acidificagao do tubo digestivo e aumento na microbiota intestinal, além de contribuir
com a sintese de outros elementos, como as proteinas e o colesterol (VALSECHI,
2001).

Em se tratando dos sais minerais presentes no leite, aqueles que mais se
destacam sao os fosfatos, citratos, cloretos, sulfatos, carbonatos, e bicarbonatos de
sodio, potassio, calcio e magnésio. Desses, os mais importantes nutricionalmente séo
0s sais associados ao calcio e ao fdsforo, pois contribuem para formacao e
manutengao 6ssea (COSTA, 2014).

As associagdes entre os sais e as proteinas do leite sdo determinantes para a
estabilidade das caseinas frente a diferentes agentes desestabilizantes,
principalmente fosfato de calcio que, particularmente, faz parte da estrutura das
micelas de caseina e proporciona a estabilidade da fase coloidal (SILVA JUNIOR,
2001).

2.2 Proteinas do Leite

As proteinas do leite sdo as substancias mais representativas da chamada
fracdo nitrogenada do leite. Essa fracdo é constituida por dois grupos, dos quais o
principal € o das proteinas, sendo o outro formado por matérias nitrogenadas nao
proteicas (VIDAL-MARTINS et al., 2005).
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O nitrogénio proteico do leite é constituido de cerca de 80 por cento de
nitrogénio caseinico e de 20 por cento de nitrogénio nao-caseinico (albuminas e
globulinas). Diversos fatores influenciam na composi¢ao e na distribuicdo das fragdes
nitrogenadas do leite bovino, tais como temperatura ambiente, doengas do animal,
estagio de lactagdo, numero de pari¢cdes, raga, alimentagdo e teor energético da
alimentacao (FILHO et al., 2009).

Em suma, sdo seis produtos genéticos da glandula mamaria de carater
majoritario: as1-caseinas, as2-caseinas, p-caseinas, k-caseinas, Blactoglobulinas e
a-lactoalbuminas. Todas as caseinas formam um complexo esférico altamente

hidratado, contendo fosfato de calcio, denominado micela (COSTA, 2014).

2.2.1 Caseina

De acordo com Costa (2014), a caseina tem uma composi¢cao de aminoacidos
apropriada para o desenvolvimento dos animais jovens. A micela ndo é formada
apenas por caseina, mas também por compostos de baixo peso molecular, que
recebem o nome de fosfato coloidal, também conhecido pela sigla CCP (colloidal
calcium phosphate); apesar de seu nome, o CCP nao é formado apenas de fosfato

calcico, mas também de citrato, magnésio e outros elementos minerais.

As micelas sao particulas esféricas com diametro entre 40 um e 300 um ou
mais e sdo bastante hidratadas. Gracgas as caracteristicas anormais das caseinas e
do complexo micelar, as proteinas do leite podem separar-se facilmente em duas das
fracdes caseina e proteina do soro (VIDAL; SARAN NETTO, 2018).

A caseina é uma fosfoproteina relativamente hidrofébica, constituida de
subunidades micelares (submicelas) de 15 nm a 20 nm de diametro, que tem ao redor
de 10 moléculas de outros quatro tipos de caseina (as1, as2, B, K) em proporgdes
variaveis (VIDAL; SARAN NETTO, 2018).

A estrutura interna da micela de caseina é constituida predominantemente por
as1-, as2-, 3-caseina e de nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal, enquanto que
a Kk-caseina estéd localizada preferencialmente na superficie da micela (MALMGREN
et al., 2017)
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De acordo com Vidal e Neto (2018), a estrutura micelar da caseina é importante
na digestao do leite no estbmago e no intestino. Também é a base para os produtos
da industria de laticinios e a base para separar facilmente componentes proteicos de

outros componentes do leite.

O arranjo micelar das subunidades de caseina, conforme (Figura 1), confere a
micela resisténcia aos tratamentos térmicos industriais e estabilidade aos derivados
lacteos durante a armazenagem nas prateleiras do comércio varejista, uma vez que
precipitados poderiam ocorrer se houvesse alteragdes principalmente na

concentragéo de k-caseina e de calcio idnico do leite (BRASIL et al., 2015).

Figura 1 - Imagem do arranjo micelar da caseina.
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Fonte: Di Martins, A. (2012). http://www.revistaleiteintegral.com.br/noticia/fatores-que-alteram-a-

estabilidade-do-leite.

A estrutura aberta das micelas de caseina, resultantes da clivagem da k-
caseina, facilita o acesso de proteinases. Essa clivagem expde o interior hidrofobico
da micela de caseina, resultando em susceptibilidade das micelas de caseina em
formar coagulo (FORTUNA, 2015).

2.2.2 Proteinas do Soro

Segundo Filho et al., (2009), as proteinas mais abundantes no soro de leite séo
a B-lactoglobulina e a a-lactoalbumina. No leite de vaca, a mais abundante é a [3-
lactoglobulina, que corresponde a 9,5% do nitrogénio total (NT) do leite e 50% das

proteinas do soro.
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Entre as quatro principais proteinas do soro, apenas duas sao sintetizadas na
glandula mamaria (B-lactoglobulina e a-lactalbumina), enquanto as outras séao
originadas do sangue (albumina sérica e imunoglobulinas). Em condi¢ées normais, a
B-lactoglobulina é a proteina do soro presente em maior concentragdo no leite
(AUGUSTO; REZENDE, 2010).

A fungao bioldgica da B-lactoglobulina ainda nao é totalmente conhecida, mas
esta associada com o metabolismo do fosfato na glandula mamaria e no transporte
da vitamina A e outras moléculas hidrofébicas, como os acidos graxos no trato
gastrintestinal de neonatos (BRASIL et al., 2015).

A B-lactoglobulina € uma proteina termolabil e apresenta certa capacidade de
sequestrar o calcio em um dado pH; os niveis de calcio determinam as interacdes da

B-lactoglobulina com as demais proteinas do leite (BRASIL et al., 2015).

2.3 Consideragoes sobre Mastite e Contagem de Células Somaticas (CCS)

A inflamacé&o da glandula mamaria, denominada mastite, destaca-se como um
dos principais fatores que diminuem a qualidade do leite destinado ao consumo
humano, acarretando aumento na liberacao de células somaticas (CS) no leite (DIAS,
2007).

Quando a glandula mamaria é colonizada por algum agente patogénico, o
organismo do animal reage, mandando para o local células de defesa, na tentativa de
reverter o processo infeccioso. As células de defesa, somadas as células de
descamacao do epitélio secretor de leite nos alvéolos, sdao chamadas células
somaticas do leite (NETO; ZAPPA, 2011).

A mastite pode ser causada por injuria quimica, mecanica ou infecgcao
microbioldgica, sendo esta ultima, a mais comum. Considerando-se a relagéo direta
entre a ocorréncia de mastite e a perda das caracteristicas do leite, justifica-se o
crescente interesse na realizagao de estudos que avaliem o impacto da contagem de
células somaticas (CCS) sobre a qualidade do leite e seus derivados (LANGONI,
2013).

Cerca de 90% das mastites sdo ocasionadas por bactérias, principalmente dos
géneros Staphilococcus e Streptococcus. As espécies Streptococcus agalactiae e
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Staphilococcus aureus sdao os agentes mais comuns da mastite (CUNHA et al.,
2008a).

As consequéncias dessa patologia sao alteracbes nas propriedades fisico-
quimicas do leite e no parénquima glandular. Existem duas formas de apresentacéo,
que se denominam mastite clinica, quando as alteragdes sao visiveis
macroscopicamente e mastite subclinica, quando as alteragdes nao sao visiveis a olho
nu (HADRICH et al., 2018).

2.3.1 Mastite clinica, mastite ambiental e mastite contagiosa

A mastite caracteriza-se pelo aparecimento de edemas, aumento de
temperatura, endurecimento e dor na glandula mamaria ou aparecimento de grumos,
pus ou quaisquer altera¢des das caracteristicas do leite. Leva a perdas elevadas por
descarte do leite, gastos com medicamentos, perda funcional de glandulas e até por
morte do animal, pode ser de origem contagiosa ou ambiental. (FONSECA; SANTOS,
2001).

O diagnéstico da mastite clinica é possivel pela avaliagdo do aspecto do leite,
quanto as caracteristicas peculiares desse produto, a existéncia de grumos e as
alteragbes do parénquima glandular, como o aumento de temperatura, vermelhidao

local e consisténcia enrijecida da glandula (MULLER, 2002).

A mastite clinica pode ser causada por varios patdogenos, na maioria dos casos,
os principais sédo os Coliformes e Estreptococos ambientais, sendo que a maioria das
mastites causadas por coliformes apresentam cura espontdnea. Ja as mastites
causadas por Estreptococos ambientais (Ex. S. Uberis e S. dysgalactiae) apresentam
baixa taxa de cura espontanea, mas respondem bem ao tratamento quando realizado
da forma correta (LANGONI, 2013).

Os microrganismos causadores da mastite clinica séo classicamente divididos
em espécies contagiosas ou ambientais. A distingdo entre estes dois grupos de
microrganismos depende, principalmente, de sua forma de transmissao. O perfil de
bactérias contagiosas € caracterizado pela transmissao de vaca para vaca, enquanto
o perfil de transmissdo ambiental é caracterizado pela infeccdo da vaca por bactérias
de origem do ambiente (CUNHA et al., 2008b).
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O diagndstico de mastite contagiosa ou ambiental em nivel de rebanho s6 pode
ser realizado com precisao quando as trés fontes de informacdes (analise dos dados,
avaliacdo dos fatores de risco e perfil de infecgdo) sdo avaliadas detalhadamente
(DIAS, 2007).

2.3.2 Mastite subclinica

Por nao apresentar sinais visiveis, a mastite subclinica pode passar
despercebida. Promove alteracbes na composicdo do leite, tais como aumento na
CCS e alteragbes nos teores de caseina, calcio, gordura e lactose, determinando
menor rendimento na produgéo dos seus derivados e diminuindo o tempo de prateleira
dos produtos (DIAS, 2007).

Na mestite subclinica ndo existem sinais evidentes da doenga, nédo sendo
possivel diagnostica-la sem a utilizagcao de testes auxiliares. Salientam, ainda, estes
autores que o sinal classico da mastite subclinica é a elevacédo da CCS, que pode ser
mensurada direta ou indiretamente por meio dos testes California Mastitis Test (CMT),
Wisconsin Mastitis Test (WMT) ou pela contagem eletrénica de células somaticas
(CCS) (CUNHA et al., 2008b).

O teste CMT ¢ pratico, pois pode ser feito na hora da ordenha, possibilitando a
detecgdo de vacas com a doenga subclinica. Os primeiros jatos de cada teto devem
ser colocados numa placa especial, na qual é adicionado o reagente purpura de
bormocresol. Por meio de agitacao da placa e o aspecto que a mistura adquirir (leite
mais reagente) referente a viscosidade e formacao de grumos, pode-se saber se ha

ou nao presencga de infeccdo (LANGONI, 2013).

Ja a contagem de células somaticas (CCS) no leite € um exame laboratorial
especifico, que expressa o numero de células somaticas por mililitro de leite,
determinada através de citometria de fluxo que, com o auxilio de produtos quimicos
como o brometo de etidio, marca o DNA nas células somaticas do leite, as quais por
tornarem-se fluorescentes, emitem um flash de luz, que passara por uma série de
filtros épticos que as contardo (Somacount 300, Bentley Instruments, EUA) (SILVA et
al., 2012).
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2.3.3 Legislagao acerca da CCS e incentivos para melhoria da qualidade

Os parametros microbiologicos recentemente sofreram alteragdes importantes.
Para o leite cru refrigerado, além da redugdo dos valores para contagem bacteriana
total, esta estabelecida pela Instrugdo Normativa N° 76/2018 que para a contagem de
células somaticas (CCS) a média geométrica trimestral maxima ficou estabelecida em
500.000 células/mL em nivel de produtor de leite. A periodicidade de analises CCS
continua mensal (BRASIL, 2018).

E importante esclarecer as diferencas entre pagamento por qualidade e
regulamentacao da qualidade. Ainda que sejam temas correlacionados, as normas de
producdo de leite no Brasil ndo implicam que havera pagamento por qualidade
(MATTIELLO et al., 2018).

Programas de pagamento baseados na qualidade do leite sdo utilizados em
varios paises do mundo, inclusive no Brasil, como incentivo para melhoria da
qualidade do leite. Desta forma, os laticinios oferecem recompensas financeiras aos

produtores que atendem aos parametros estipulados (SILVA, 2017).

Trata se de um acordo entre fornecedor e comprador, devendo, todavia, ser
consideradas as varias peculiaridades de cada industria e de cada regido. Desta
forma, parametros de legislacdo e pagamento por qualidade ndo devem ser
considerados sinbnimos, e em muitos casos nao tém relacao direta entre si (SANTOS,
2007).

2.3.4 Células Somaticas e seus efeitos na composicao do leite

A alta CCS implica em consideraveis prejuizos a industria de laticinios,
relacionados as alteragbes que provoca na composig¢ao do leite, reduzindo os teores
de calcio, lactose, caseina e gordura, além de aumentar os niveis de ions sddio, cloro
e de proteinas séricas (CUNHA et al., 2008a).

As alteracdes de composicao do leite ocorrem em consequéncia a inflamacao,
que causa diminuicdo na capacidade de sintese da glandula mamaria e aumento da
permeabilidade vascular (PINTO et al., 2016).
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Por outro lado, vacas com mastite produzem leite com maior teor de proteinas
do soro, as quais sdo compostas principalmente por imunoglobulinas e enzimas. Do
ponto de vista de processamento do leite, as alteragdes de composi¢ao causadas pela
mastite resultam em reducgao do rendimento de fabricagao de derivados lacteos como

0s queijos € o leite em pd (CUNHA et al., 2008).

O teor de gordura, por sua vez, normalmente € maior entre as amostras do leite
de animais com maior CCS. Entretanto, ao avaliar as variaveis segundo a classe de
CCS, aumento é referente a redugao na produgao de leite dos animais com mastite
subclinica. Por sua vez, o maior percentual proteico verificado entre os animais com
alta CCS se justifica pela maior concentragao de proteinas séricas no leite, resultado

da maior inflamacéao da glandula mamaria (MATTIELLO et al., 2018).

No leite pasteurizado com alta CCS, pode ocorrer o desenvolvimento de
‘rancidez” entre 14 e 21 dias apds o processamento, enquanto o leite com baixa CCS
nao apresenta este defeito, devido ao fato das células somaticas podem produzirem
lipases resistentes a pasteurizacdo e que reduzem a vida de prateleira do leite
pasteurizado (FERNANDES, 2007).

Além do efeito negativo sobre as caracteristicas sensoriais e rendimento
industrial, a mastite causa aumento da atividade enzimatica do leite, pois tanto a
presenca de maior CCS quanto as alteragcbes causadas pela inflamagcdo aumentam
significativamente a concentracdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas
(FERNANDES, 2007).

O numero destas células é usualmente, menor que 200.000 células/mL de leite.
Uma glandula mamaria saudavel apresenta de 50.000 a 200.000 células/mL, ja acima
de 283.000 células/mL, a glandula é considerada infectada e, nos casos clinicos, a
contagem de células somaticas chega a milhdes de células por mL (MELO JUNIOR,
2005).

Segundo Fernandes (2007), nos seus estudos sobre o efeito da CCS do leite
sobre a qualidade do leite ultrapasteurizado (UHT), foram encontradas diferengas nas
caracteristicas sensoriais do leite produzido com leite contendo alta CCS e também
apresentou tendéncia a coagular durante o armazenamento mais rapidamente do que

o leite normal.



28

Os lisossomos das células somaticas contém enzimas proteoliticas, dentre elas
a catepsina D, que pode produzir caseinomacropeptideo a partir da k-caseina, em

altas concentragdes, pode causar a coagulagao do leite (HURLEY et al., 2000).

A origem da catepsina D no leite ndo é conhecida, pode ser secretada tanto por
células epiteliais mamarias e por células secretoras de leite, uma vez que os linfécitos

ativados podem secretar enzimas lisossomais (FOX; KELLY, 2006).

De acordo com Silva (2003) foi encontrada correlagédo positiva (P<0,05) entre
a contagem de células somaticas no leite cru e a massa de sedimentos no leite UHT
com 120 dias de estocagem, com coeficiente 0,7643, n=7. Fundamentando-se nos
resultados obtidos, ficou comprovada a influéncia da alta contagem de células
somaticas sobre a ocorréncia de geleificagdo e sobre a formagdo de sedimentos

durante o periodo de armazenamento do leite UHT.

2.4 Protedlise

A protedlise no leite UHT durante o armazenamento € um exemplo de redugao
da estabilidade, devido a formagéo de sedimento ou gel, configurando assim um
problema de qualidade (SANTOS, 2003).

A presenca de geleificagdao ou sedimentos durante a estocagem é considerado
um grande problema na industria de leite UHT, uma vez que reduz a vida de prateleira

e pode ocasionar rejei¢cao do leite pelo consumidor (LIMA, 2012)

A protedlise consiste na quebra das ligacbes peptidicas das proteinas
presentes no leite pela acdo de enzimas especificas, fenbmeno chamado clivagem
hidrolitica. Estas enzimas podem ser provenientes do sangue do animal lactante,
como em caso de mastite, contendo proteases enddgenas que estdo naturalmente
presentes no leite ou podem ser resultantes do metabolismo de bactérias
psicrotroficas (LIMA, 2012).

2.4.1 Proteases de origem bacteriana (Psicrotréficas)

Em geral, o leite ndo € diretamente processado apds a ordenha, dependera da
logistica da fazenda até o laticinio e também da legislagdo de cada pais. Em algumas
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situagdes, o leite pode ser mantido armazenado refrigerado na fazenda por até 4 dias.
Este armazenamento refrigerado por periodo longo cria condi¢des seletivas para o
desenvolvimento bacteriano, neste caso as bactérias psicrotroficas (PINTO et al.,
2016).

No Brasil, o leite pode ser mantido refrigerado por até 48 horas na fazenda até
ser transferido para a industria. A legislagao brasileira recomenda que nesse tempo o
leite seja mantido numa temperatura em torno de 4°C para inibir a deterioracéo do
produto por bactérias meséfilas (DECRETO 10.468, 2020). Contudo, ao minimizar tal
problema, outro imediatamente surge, ja que temperaturas abaixo de 7°C facilitam a

proliferagdo de bactérias psicrotroficas (SANVIDO, 2007).

A contaminagao antes e pds-processamento do leite e produtos lacteos esta
comumente associada a higienizacado deficiente de equipamentos e superficies em

contato com alimentos (LIMA, 2012).

A contagem de microrganismos psicrotroficos no leite cru esta relacionada com
as condig¢des higiénicas de producdo em combinagdo com tempo / temperatura que o
leite permanece estocado até o momento do processamento. Em condi¢des higiénico-
sanitarias adequadas de obtencdao do leite, a microbiota psicrotrofica representa
menos que 10% da microbiota total inicial, comparada a mais de 75% sob condi¢ées
nao sanitarias. A estocagem prolongada e temperaturas de refrigeracédo oscilatorias

potencializam a multiplicagdo de psicrotréficos no leite cru (PINTO et al., 2016).

Ainda que durante a pasteurizagédo do leite a maioria dos psicrotréficos seja
destruida, este tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das enzimas

termorresistentes produzidas por estes (LIMA, 2012).

A maioria das bactérias psicrotroficas contaminantes do leite inclui espécies de
bactérias Gram-negativas dos géneros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas,
Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium e bactérias Gram-positivas
dos géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus e Microbacterium spp. Dentre as bactérias psicritroficas
contaminantes, Pseudomonas constitui o género encontrado com maior frequéncia no

leite e em derivados mantidos sob-refrigeragcéo (PINTO et al., 2016).
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Bactérias psicrotroficas podem produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas, que
estao diretamente relacionados a perda de qualidade e vida util reduzida do leite,
mesmo apdés o tratamento térmico, uma vez que tais enzimas sao altamente
resistentes (MURPHY et al., 2016).

Além da questdo da protedlise em UHT, o resultado de altas contagens de
bactérias totais e psicrotroficas no leite sdo a instabilidade ao calor, pode sofrer
alteragdes fisico-quimicas como coagulagdo durante o aquecimento, geleificacao
durante armazenamento e desenvolvimento de sabores estranhos (HARYANI et al.,
2003).

Nem todas as amostras de leite com altos niveis de bactérias psicrotroficas
produzem proteinases. Datta e Deeth (2003), em seus estudos observaram que
algumas amostras de leites cru com alta contagem de psicrotréficos, nao
apresentaram evidéncias de enzimas proteoliticas no leite UHT, enquanto outras
amostras de leite armazenados em condigdes semelhantes e com contagens de

psicrotroficos semelhantes apresentavam altos niveis de enzimas proteoliticas.

Recio (2000), Zhang (2018), citam em seus estudos que, na maioria dos casos
a geleificagao causada pelas enzimas de origem psicrotrofica € geralmente atribuida
a hidrolise de k-caseina, produzindo "para-k-caseina" e um subproduto semelhante a

um "glicomacropeptideo" de fase sérica.

Esta hidrélise de k-caseina € acompanhada por hidrélise das outras fragdes de
caseina, em particular B-caseina, mas geralmente menos extenso do que a k-caseina.
A hidrdlise da k -caseina que se manifesta rapidamente em micelas de caseina muito
instaveis (MACHADO et al., 2017b).

Em suma, como as bactérias psicrotréficas produzem enzimas extracelulares
no final da fase de crescimento exponencial, um leite de boa qualidade que é
pasteurizado logo apds a coleta na fazenda e processado por UHT rapidamente, ndo
tera problemas com geleificagdo através por enzimas exégenas (STOECKEL et al.,
2016Db).
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2.4.2 Proteases de origem enddgena (Mastite)

A contagem de células somaticas (CCS) do tanque tem sido utilizada como a
pratica mais usual para identificagcdo de leite proveniente de vacas com mastite
subclinica (MULLER, 2002).

O efeito da mastite sobre a concentragao total de proteina do leite é variavel.
Entretanto, devido ao aumento do influxo de proteina de origem do sangue, como
imunoglobulinas e soroalbumina bovina, e a concomitante diminuigado da sintese de
proteina nas células epiteliais (a-caseina, [B-caseina, a-lactoalbumina e -
lactoglobulina), o efeito geral € de manutencao de niveis proteina total relativamente
constante ou de mudangas muito pequenas (SANTOS; FONSECA, 2007).

Por ser a proteina de maior concentragao no leite e possuir alta susceptibilidade
devido a sua estrutura desorganizada, a caseina é a mais atingida pela protedlise,
consequentemente, a que mais sofre redug¢ao, sendo a plasmina, principal protease

presente no leite, a responsavel por sua hidrélise (VERDI; BARBANO, 1991).

As proteinas do soro também sao afetadas pela alta CCS, ja que elas
apresentam uma elevagdo em seus numeros, assim como a soroalbumina bovina e
imunoglobulinas em razao do aumento do ja citado influxo de substancias do sangue
para o leite. p-lactoglobulina e a-lactoalbumina, como sao sintetizadas na glandula

mamaria, apresentam consideravel redugcao em seus niveis (AULDIST et al., 1996).

A atividade proteolitica enddgena no leite pode ser estimulada por duas classes
distintas de proteases, o plasminogénio e as enzimas proteoliticas provenientes dos
leucécitos (SANTOS et al., 2018).

2.4.3 Plasmina no leite

Plasmina € uma importante enzima presente no sangue dos mamiferos,
responsavel por degradar muitas proteinas do plasma sanguineo, mais notavelmente
os coagulos de fibrina em processos de hemostasia (DRAXLER; MEDCALF, 2015).

A plasmina é considerada a principal protease do leite de origem enddgena.
Origina-se do sangue e sua atividade no leite é regulada por um sistema complexo,
composto por diversas proteinas (proteases séricas e inibidores), que regulam a
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geracao de plasmina, uma enzima ativa, produzida a partir de uma proenzima inativa
(plasminogénio) (KELLY; FOX, 2006).

Em vacas com mastite, ha um aumento da permeabilidade vascular nos
alvéolos do ubere, aumentando o influxo de componentes de origem do sangue para
o leite (p. ex., imunoglobulinas e soroalbumina bovina, neutrdfilos e linfocitos) e

concomitante proteases como a plasmina (NETO; ZAPPA, 2011).

A plasmina é considerada uma enzima enddgena do leite, classificada como
uma proteinase alcalina. No leite normal, a plasmina é encontrada na forma de

precursor inativo, o plasminogénio (SILVA, 2003).

O plasminogénio encontra-se associado as micelas de caseina e as
membranas dos globulos de gordura, concentracbes mais altas desta substancia séo
encontradas na fracdo caseinica do leite, comparadas as concentracdes existentes

no soro e na gordura (PINTO et al., 2016).

De acordo com Pinto et al., 2015, no leite de boa qualidade, relagado entre
plasmina ativa e plasminogénio €, na maioria dos casos, de 1:5. No leite estdo
presentes também substancias termolabeis inibidoras de plasmina. Como
consequéncia, o potencial de degradagao do sistema plasmina-plasminogénio no leite

depende do balango entre enzima ativa e seus precursores e inibidores.

Em funcado da baixa concentragéo de plasmina no leite, problemas tecnolégicos
nao se manifestam em produtos de vida de prateleira curta. Entretanto, em
concentracbes moderadas, a atividade desta enzima pode ser deletéria para produtos
de vida de prateleira longa (MARECHAL et al., 2011).

A gelificagao do leite UHT pode ocorrer mesmo em baixa concentragcao de
plasmina (0,15 mg/L), durante o periodo de estocagem a temperatura ambiente. A

gelificacdo é acompanhada de um aumento da viscosidade (FERNANDES, 2007).

Segundo Gaucher et al., (2008), qualquer fator que converta o plasminogénio
em plasmina resulta na protedlise da caseina, e proporciona um impacto negativo na
funcionalidade da proteina do leite. Os constituintes das células somaticas sao

capazes de realizar esta conversao.
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A ativagao de plasminogénio no leite € promovida principalmente pela presenca
das células somaticas. Os principais ativadores da plasmina sdo a trombina, catepsina
D, proteases acidas do leite e aminopeptidases, além das proteases derivadas de
células somaticas (PINTO et al., 2016).

De acordo Zhang et al (2018) a B-a caseina € mais suscetivel a acédo da
plasmina, seguida por as1-caseina e as2-caseina. Embora a k-caseina contenha

residuos de lisina, parece ser mais resistente a plasmina.

Zhang et al (2018) em seus estudos também identificaram que a estrutura do
gel induzido pela plasmina ao hidrolisar a B- e as-caseina € macia e fragil.
Propriedades fisicas semelhantes de géis induzidos por plasmina foram relatadas por
Kohlmann, Nielsen e Ladisch (1988), Kelly e Foley (1997), Newstead et al. (2006) e
Rauh, Sundgren et al (2014).

A contribuicdo da atividade proteolitica além da plasmina € normalmente
significativa apenas quando a CCS é mantida acima de 1 milhdo de cels/mL. Em
termos gerais, em altos niveis de CCS do leite também ocorre aumento da atividade
proteolitica de origem das células somaticas, através da liberacéo de proteases ativas
no leite (SILVA, 2003).

2.5 Processo UHT

Entende-se por leite UHT ou UAT, o leite (integral, parcialmente desnatado ou
semidesnatado e desnatado) homogeneizado que foi submetido, durante 2 a 4,5
segundos, a temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico de fluxo
continuo, homogeneizado por pressao e na sequéncia resfriado a temperatura inferior
a 32 °C e envasado em condicbes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas (RIISPOA, 2017; DECRETO 10.468, 2020).

Antes do processamento UHT, o leite passa pelo controle da matéria-prima,
filtragem, resfriamento a temperaturas inferiores a 4°C, pasteurizagao, clarificagao por
centrifugacao, padronizacdo do teor de gordura e por fim, o leite segue para o
tratamento UHT (SILVA, 2007).

Existem dois métodos, o indireto, que é feito mediante trocadores de calor € o
direto, por injecao de vapor. A homogeneizacao por pressao pode ser feita antes ou
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depois do superaquecimento. Apds o tratamento térmico, o leite sofre um resfriamento

rapido a temperatura ambiente e acondicionamento asséptico (TETRA PACK, 2020).

O objetivo do UHT é maximizar a eliminagéo de microrganismos com o minimo
de alteragbes quimicas ao produto. Isso significa encontrar a combinagao ideal de

temperatura e tempo de processamento (TETRA PACK, 2020).

De acordo com a International Dairy Federation, durante o tratamento UHT, as
caracteristicas do leite sdo preservadas: a aparéncia, a consisténcia, o aroma e o
sabor. O leite UHT apresenta a mesma quantidade de proteina e o mesmo valor
nutricional do leite cru (BOCKELMANN, B.; BOCKELMANN, 1988).

Conforme atesta relatério conjunto da Organizagao das Nagdes Unidas para a
Agricultura e a Alimentagdo (FAO) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o
processo de ultrapasteurizagdo preserva a grande maioria das qualidades nutritivas
do leite. Iguala-se ao leite pasteurizado ndo somente quanto ao valor nutritivo, como
também quanto a cor e ao sabor(BOCKELMANN, B.; BOCKELMANN, 1988).

Desta maneira, o processamento UHT é uma forma confiavel de conservagao
de alimentos, e garante a qualidade e seguranca microbiologica dos leites e produtos
a base de leite sem interferir nos beneficios nutricionais tdo importantes para a saude
(TETRA PACK, 2020).

2.5.1 Efeitos do aquecimento sobre os constituintes do leite

Os melhores processos sao aqueles capazes de promover a eliminagao de
microrganismos patogénicos e deterioradores e a inativagdo de enzimas, sem,
contudo, provocar modificagdes indesejaveis nas caracteristicas gerais das matérias-
primas submetidas ao tratamento (ROCHA, 2004).

O termo “esterilizagcao comercial” indica que o alimento € microbiologicamente
estavel, visto que os microrganismos que sobreviveram a esterilizacdo sao espécies
termdfilas e sé conseguem se desenvolver em temperaturas superiores a 45°C e,
portanto, ndo s&o capazes de se desenvolver nas condicdes normais de

armazenamento do leite (SILVA, et al., 2007).
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De acordo com Rocha (2004), o tratamento térmico do leite origina a
desnaturacao das proteinas do soro. O efeito varia dependendo da severidade do
aquecimento desde a desnaturacdo parcial durante a pasteurizacdo até a total na
esterilizagdo convencional. As imunoglobulinas sdo as proteinas mais labeis e em
ordem crescente de estabilidade, a albumina sérica, B- lactoglobulina e a-

lactoalbumina.

As caseinas ndo se comportam, frente ao aquecimento, como as proteinas
soluveis. Para poder constatar alguma modificagdo, € necessario o aquecimento a
temperaturas muito elevadas, superiores a 120°C, por mais de 10 minutos (SILVA et
al., 2012).

Os componentes da matéria gorda sdo pouco sensiveis aos tratamentos
térmicos moderados. E preciso alcancar temperaturas muito superiores a 100°C e
realizar um aquecimento prolongado durante varias horas a 70-80°C para detectar
uma degradagéao dos glicerideos (MATTIELLO et al., 2018).

Em se tratando de vitaminas, as lipossoluveis A, D e E e as hidrossoluveis
biotina, acido nicotinico, acido pantoténico e riboflavina, sdo relativamente estaveis ao
calor e ndo se produzem perdas muito significativas das mesmas durante a

pasteurizacdo e nem na maior parte dos tratamentos UHT (MATTIELLO et al., 2018).

Durante a pasteurizagdo perde-se menos de 10% de acido fdlico, tiamina,
vitamina B6 e vitamina B12; as perdas de vitamina B6 sao ligeiramente maiores no
tratamento UHT. As perdas mais importantes se produzem na vitamina C, cujo
conteudo total (acido ascorbico e acido dehidroascoérbico) se reduz a 10-25% durante

a pasteurizagao e em 25% ou mais durante o tratamento UHT (ROCHA, 2004).

As perdas do conteudo total de vitamina C se devem quase por completo a sua
instabilidade ao calor da forma oxidada, o acido dehidroascérbico, e, portanto, podem
reduzir-se limitando a quantidade de oxigénio dissolvido que contém no leite (ROCHA,
2004).

No que diz respeito ao comportamento dos minerais frente aos tratamentos
térmicos, os sais do leite sdao de dois tipos: 0s que ndo passam por nenhuma
modificagdo como o sédio, potassio, cloro e enxofre € 0os que sao afetados pelo
aquecimento como calcio, magnésio, citrato e fosfato. O tratamento UHT modifica os



36

equilibrios dos sais de calcio produzindo uma diminuicdo do calcio soluvel e a
precipitacdo do fosfato de calcio (MACHADO et al., 2017a).

A diminuicdo de calcio soluvel e precipitacdo do fosfato de calcio, tornando
calcio e fésforo menos disponiveis para a absor¢cdo, podem ser as principais
modificagdes causadas pelo processamento UHT aos minerais do leite. Cerca de 40%
a 50% do calcio soluvel aparece na fase coloidal, com diminuigdo da absorc¢ao deste
pelo organismo (VIDAL; SARAN NETTO, 2018).

Ja com relagao a lactose, o aguecimento acarreta consequéncias tecnologicas
importantes, sobretudo quando o agucar esta em presenga de proteina. Isto € a origem
do escurecimento ndo enzimatico observado durante a fabricacdo e armazenamento
dos diversos produtos lacteos, porém pouco perceptiveis em leite UHT (ROCHA,
2004).

Outra transformacao sofrida pela lactose durante o aquecimento, € o processo
de isomerizagao, se transformando em lactulose, um dissacarideo formado por
residuos de frutose e galactose (NEVES, 2015).

De acordo com Neves (2015) a lactulose ndo ocorre naturalmente no leite
sendo formada apenas em produtos lacteos submetidos ao calor e, portanto, é

considerada um bom indicador de tratamento térmico para leite e derivados.

A Comissado Européia bem como a Federagao Internacional de Lacteos
(International Dairy Federation - IDF) propdem que para classificar um leite como UHT,
deve apresentar um teor de lactulose entre 100 mg/L e 600 mg/L (ELLIOTT et al.,
2005).

No tratamento UHT, varias enzimas do leite sdo inativadas e as provas da
inativagdo enzimatica, como os testes de fosfatase alcalina e lactoperoxidase, sédo
utilizadas desde muitos anos para comprovar que o leite tenha recebido tratamento
térmico adequado (ELLIOTT et al., 2005).

As lipases naturais do leite também se inativam, ja a principal proteinase do
leite, plasmina, é muito resistente a pasteurizagéo e ultrapasteurizagdao (ROCHA,
2004).
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Segundo Montanhin (2016), as lipases e proteases bacterianas apresentam
elevada resisténcia térmica, mantendo seu potencial de degradacdo enzimatico
mesmo apos o leite ser submetido aos tratamentos mais drasticos aplicados pela

industria de produtos lacteos, como o processo Ultra Alta Temperatura (UAT ou UHT).

Por esta razdo, considera-se tecnicamente inviavel a inaativacdo térmica
destas enzimas, uma vez que a temperatura necessaria para sua desnaturacao
provocaria, paralelamente, danos irreparaveis aos componentes do leite
(MONTANHINI, 2016).

2.6 Estabilidade térmica do leite

A estabilidade térmica do leite esta diretamente relacionada com a capacidade
de o leite resistir a coagulagcdo pelo calor e, portanto, as suas caracteristicas de
processamento. Diversos fatores afetam a estabilidade do leite: tempo x temperatura,
pH, equilibrio salino, concentracdo de uréia, estagio de lactagdo, alimentagédo e
ocorréncia de mastite (SILVA, 2007).

De forma geral, considera-se aceitavel estimar a estabilidade térmica do leite
pelo emprego da prova do alcool ou do alizarol, que € um teste muito utilizado para
determinar a aptidao do leite para o tratamento térmico. Atualmente, a prova do alcool
€ muito empregada nas industrias de laticinios como um teste para aceitagcdo ou
rejei¢cao do leite no momento da recepgéao na plataforma ou mesmo de fazenda leiteira
(BRITO, 2009).

Os resultados positivos dessa prova podem ser observados quando ocorre
acidez excessiva do leite decorrente da fermentacao da lactose e producgao de acido
latico, causada por micro-organismos. Tal acidez € considerada um dos principais
fatores da estabilidade reduzida do leite, além disso, tem sido relatado que mudancas
repentinas na dieta dos animais, subalimentagcdo, bem como acidose metabdlica
também podem diminuir a estabilidade do leite (MARQUES et al., 2011).

A legislacao brasileira estabelece que, para recebimento, o leite seja estavel ao
etanol a 68°GL (v/v) (DECRETO 10.468, 2020).

Apesar deste parametro minimo na exigéncia legal, industrias utilizam solugdes

de teor alcodlico acima desta concentracdo, isto €, 78°GL ou mesmo 80°GL,
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dependendo para qual seja seu uso industrial. Para que ocorra rejei¢ao por parte da
industria, o leite coagula ao ser testado nas graduagdes mais baixas, provando estar
improprio para o processamento devido a instabilidade e desenvolvimento de elevada
acidez (MARQUES et al., 2011).

A baixa estabilidade pode levar a sedimentacao, entendida como a perda da
estabilidade proteica do leite submetido a tratamentos térmicos. Ocorre formacao de
sedimentos decorrente da alta temperatura empregada no processamento, e se deve
a maior quantidade de proteinas desnaturadas e a precipitacdo dos sais minerais
(SILVA, 2014).

O pH é outro um fator importantissimo para se determinar a estabilidade do
leite. Para o leite com pH abaixo de 6,2, pode-se considerar como nula a estabilidade
térmica, uma vez que a quantidade de calcio ibnico no leite se elevara, aumentando a

chance de ocorrer a precipitacao (FORTUNA, 2015).

O equilibrio salino é outro ponto a ser destacado, € determinado pelas
concentracdes de calcio, fésforo e citrato presentes no leite e estes componentes
influenciam diretamente a estabilidade térmica do leite. As micelas de caseina s&o
unidas pelo fosfato de calcio, e a forca de unido entre elas é determinante para a
estabilidade do leite. Alteragdes no equilibrio entre calcio soluvel (ibnico e ligado ao
citrato e fosfato) e coloidal (ligado a proteinas) afetam diretamente os resultados da

prova do alcool e, consequentemente, a estabilidade térmica do leite (SILVA, 2007).

Outro fator relacionado ao equilibrio salino € a mastite, uma vez que altera a
permeabilidade vascular das células secretoras de leite, afetando o equilibrio dos sais
no leite (Na, CI, Ca, P e K). Além disso, o leite com elevada contagem de células
somaticas apresenta enzimas proteoliticas que podem causar a desestabiliza¢ao das
micelas (SANTOS, 2007).

2.7 Métodos de Monitoramento da Protedlise em Leite

A protedlise do leite ocorre devido a agao de enzimas nativas, como a plasmina,
por enzimas adicionadas ao leite, como a renina utilizada na fabricagcado de queijos ou
ainda por enzimas produzidas por micro-organismos presentes no leite (LASMAR et
al., 2011).
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O caseinomacropeptideo (CMP) € um peptideo presente no soro de queijo, que
€ formado a partir da quebra da k-caseina pela agdo da quimosina, durante a produgao
de queijo. Porém, pode ocorrer também a formagdo do pseudo-CMP pela acdo de
proteases endogenas do leite e bacterianas sobre a k-caseina (MOTTA; HOFF,;
BARRETO, 2014).

Apesar destas enzimas nao clivarem a k-caseina na posicao especifica 105-
106 (no caso da quimiosina), elas conseguem hidrolisar ligagbes peptidicas préximas,
como ligagdes entre a metionina (posicao 106) e alanina (posigao 107), por exemplo.
Isso resulta em polipéptidos (pseudo-CMP) com mesmo tamanho, ou proximo, e que
nao se distingue do CMP usando apenas High Performance Liquid Cromatography
(HPLC) (LOBATO et al., 2020).

Friedrich et al., (2010), citado por Lobato (2014) avaliaram a estabilidade de
amostras de leite UHT e de leite in natura em relagdo a temperatura e ao tempo de
armazenamento, quanto ao indice de CMP utilizando HPLC. Verificaram que a
protedlise foi progressiva tanto para as amostras de leite UHT como para leite in natura
refrigerado, durante o periodo de armazenamento, sendo o principal indicador do
aumento dos niveis de CMP, indicando que nem sempre uma concentragao de CMP
acima de 30 mg L-1, valor estabelecido pelo MAPA, representa adulteragéo por adigéo

de soro.

Problemas associados a producdo e qualidade da matéria prima,
processamento tecnoldgico e outros, ao longo de toda cadeia produtiva do leite,
podem prejudicar a exatiddo dos meétodos analiticos, baseados principalmente na
identificacdo do CMP, consistindo ainda em um desafio a ser vencido (FURTADO,
2010).

Para determinar quantitativamente o caseinomacropeptideo (CMP), resultante
da acgao proteolitica de enzimas, existem diferentes métodos. No Brasil, ha uma

legislacao que trata dessa quantificacéo, visando detectar fraude por adicdo de soro.

A legislagao vigente é a Instru¢do Normativa n°68, de 12 de dezembro de 2006
(BRASIL, 2006), que estabeleceu dois métodos para a determinagao de CMP no leite.
Um dos métodos é baseado na determinagao do CMP por HPLC, o outro método é o

da ninidrina acida, que é baseado na determinacédo espectrofotométrica quantitativa
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do acido sialico ligado ao caseinomacropeptideo que € liberado da kcaseina, na regiao
visivel do espectro, a 470 nm (FUKUDA, 2003).

2.7.1 Método da Ninidrina Acida

Baseia-se na presenca do acido sialico, também denominado de NANA (acido
N-acetil neuroaminico), que é um dos carboidratos ligados ao CMP. Para a execugao
dessa técnica é necessaria a precipitagao das proteinas com acido tricloroacético. O
macropeptideo ficara no filtrado e para o isolamento do acido sialico, € necessario
precipita-lo com a adigdo de acido fosfotungstico (AFT). Apds duas lavagens com
etanol e secagem, o NANA ¢ liberado como cromdéforo purpura devido a reagao com
o resorcinol (FUKUDA et al., 2009).

Fukuda et al. (2003), propuseram a padronizagdao do método da ninidrina acida
para a determinagdo quantitativa do acido sialico (NANA) livre ou ligado ao
glicomacropeptideo, utilizando a espectrofotometria a 470 nm. O método obteve bons
resultados com pequenas variagdes (ao redor de 2%), e mostrou-se de facil execucgao,
podendo ser usado na rotina por nao requerer equipamentos sofisticados e méao de

obra qualificada.

Furlanetti e Prata (2009), utilizaram o método da ninidrina acida para analise
de leite bovino durante a lactacao, e concluiram que o CMP livre varia em fungcao do

periodo de lactagcdo e em consequéncia de mastites clinicas e subclinicas.

2.7.2 Cromatografia — CLAE / HPLC

O HPLC, também conhecido como Cromatrografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) possui a capacidade de realizar anadlises quantitativas de amostras em que
estao presentes uma grande quantidade de compostos, em poucos minutos e com
alta resolugao, eficiéncia e sensibilidade. Por exemplo, o uso da cromatografia liquida
de alta eficiéncia com filtragcdo em gel (CLAE-FG), para determinar a quantidade de

CMP no leite é considerado um método sensivel e rapido (CUNHA et al., 2008b).

Vidal-Martins et al. (2005) observaram que a protedlise decorrente de bactérias
psicrotréficas do leite cru aumenta no decorrer do tempo de armazenamento do leite

UHT. O CMP, devido a sua constituicao, possui carater hidrofilico, estabilidade térmica
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elevada e peso molecular de 8.000 Daltons e pode ser separado de outros peptideos

e proteinas pela CLAE.

O MAPA oficializou a CLAE como o método fisico-quimico oficial para a
deteccao do CMP em leite e produtos lacteos. A curva de calibragdo do equipamento
de cromatografia deve ser feita com padrdées de CMP para que o método se torne
ainda mais seguro. O resultado € expresso em concentragao de CMP, em mg/L (IN
n°68 do MAPA) (MAPA, 2006).

De acordo com a IN n°69 do MAPA (2006), somente quando o indice de CMP
for de até 30 mg/L o leite podera ser destinado ao consumo direto. Quando o indice
de CMP do leite estiver entre 30 e 75mg/L este podera ser destinado a produgéo de
alguns derivados lacteos. Em valores acima de 75 mg/L resultara em destinagdo a
alimentagao animal, a industria quimica em geral ou a outro destino a ser avaliado
tecnicamente, pelo Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA).

Souza (2007) comparou as técnicas de CLAE, ninidrina acida e o método
colorimétrico adaptado por OLIVEIRA et al. (1998) para detecgao de soro de queijo
em leite. Os autores concluiram que o método da ninidrina acida possui sensibilidade
inferior a CLAE, mas em contrapartida podem ser usados como teste de triagem por

serem de facil execucéao e rapidos.

Segundo Magalhaes (2008), outros métodos para deteccao de soro e protedlise
no leite tém sido estudados, mas estes métodos ainda apresentam baixa sensibilidade

e longo tempo de analises.

2.7.3 Outros métodos para deteccao de CMP no Leite.

Bremer et al.(2008) testaram um ensaio imunoenzimatico inibitério (ELISA)
para a detecgédo de soro de queijo bovino em leite em pd. Este teste foi criado com
objetivo de ser um método de triagem alternativo, de facil utilizacdo, barato e
especifico. O método ELISA foi considerado de facil execugédo e tempo de ensaio
curto, quando comparado com a CLAE-FG, método oficial pela UE (Unido Européia).

Um teste qualitativo imunocromatografico (Stick c-GMP) para detec¢ao de CMP
no leite também foi desenvolvido, sendo considerado rapido e sensivel. O teste é
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baseado na reacdo do c-GMP presente nas amostras de leite com as particulas
coloidais que estdo recobertas com o anticorpo monoclonal especifico frente ao
glicomacropeptideo (LOBATO et al., 2020).

Hernandez et al. (2009) avaliaram o desempenho do teste (Stick c-GMP) em
leite em po6 desnatado, pasteurizado e UHT adicionados de 0, 1, 2, 4 ou 16 % (v/v) de
soro de queijo. As amostras com adicdo de soro de queijo de 2 a 16% foram
claramente detectadas como positivas enquanto as amostras de leite adicionadas de
1% de soro de queijo foram classificadas como fracamente ou muito fracamente

positivas.

Sessenta amostras de leite cru provenientes de fazendas leiteiras também
foram analisadas pelo Stick c-GMP e os resultados comparados a CLAE-FG e aos
meétodos a base de acido sialico. Em geral, os resultados obtidos pelos trés métodos
foram semelhantes ao método CLAE-FG e foram mais confiaveis do que os do método
colorimétrico (LOBATO et al., 2020).

Dessa forma, os autores propdéem o uso deste método como uma ferramenta
de triagem. As vantagens seriam a rapidez e eficiéncia, assim como pouca
necessidade de treinamento ou equipamento sofisticado. Seria, entdo, uma
ferramenta para aplicagdo na plataforma de recepcdo do leite nos lacticinios,
permitindo que acao seja tomada antes que o leite seja processado (LOBATO et al.,
2020).

Recio et al. (2000), citado por Lobato (2020) estudaram a aplicagdo da
eletroforese capilar para detecgao de solidos de soro de queijo em amostras de leite
UAT genuinas e adulteradas, bem como amostras comerciais. Além disso, dois lotes
de leite, com e sem soro de leite, foram adicionados ao leite UHT, sob condicbes
controladas de armazenamento e temperaturas diferentes, para avaliar a influéncia da

atividade proteolitica durante o armazenamento.

O indice de protedlise do leite também pode ser calculado quantitativamente
através da relagéo caseina (C) / proteina verdadeira (PV). Este indice expressa a
diminuigéo dos teores de caseina em relagao a proteina verdadeira (FERNANDES,
2007).
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Para a determinagdo do NT, utiliza-se o método de Kjeldahl, conforme
metodologia descrita pela AOAC (1995). A determinagao do nitrogénio n&o proteico
(NNP) pode ser efetuada apds prévia precipitagdo das proteinas do leite UAT com
acido tricloroacético a 15%, seguido de filtrag&do e analise do filtrado através do método
de Kjeldahl (COSTA, 2014).

O NNC é determinado através do procedimento descrito por Lynch e Barbano
(1998), os quais preconizam a precipitagdo da caseina com solugao de acido acético
e acetato de sédio (pH = 4,6), seguida de filtragao e analise da concentragao de N no
filtrado mediante o método de Kjeldahl. Do resultado final (NNC) é subtraido do valor
de NT, fornecendo assim a concentragdo de caseina na amostra (FERNANDES,
2007).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descrigao da usina de beneficiamento do leite UHT

As amostras de leite cru, pasteurizado e UHT utilizadas neste estudo foram
coletadas em uma usina de beneficiamento localizada no Municipio de Patos de Minas
- MG, submetida ao controle higiénico-sanitario permanente, através do Servigo de
Inspegdo Federal (SIF), na qual o volume médio de produgao de leite UHT é de
400.000 L/dia.

O processo produtivo de UHT deste laticinio esta representado no fluxograma

abaixo:

Tanques de expanséo — Fazenda | 5| Captaggo por caminhdes tanque isotérmicos

g

( N
Chegada a plataforma de recebimento, coleta de amostras para andlises fisico-

quimicas, microbiolégicas (CBT e CCS)

J

Recebimento, filtragem e resfriamento < 4°C ':> Estocagem em silos isotérmicos

U

Pasteurizagao (72 a 78°C), clarificagao por centrifugagéo, padronizagao da
gordura. Formagéo de lote para produgédo UHT (100.000 a 200.000L)
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4

Avaliacédo do Controle de Qualidade e coleta de amostras — Liberagéo para UHT

J

Processamento UHT (140 a 150°C) por 4,7 segundos 5 Envase Asséptico

U

Coleta de amostras em linha de producao e quarentena de 5 dias em estufa 38°C

J

Analises finais, Fisico-quimicas e Microbiologicas

J

Produto liberado para comercializagao

Fonte: Préprio autor (em azul foram os momentos de coleta das amostras)

O recebimento e resfriamento sao realizados logo que o leite cru é aprovado
pelo controle de qualidade. A pasteurizacao € realizada logo em seguida, assim que

s&o recebidos 100.000 litros de leite em um silo de estocagem.

O processamento de leite UHT neste laticinio é realizado pelo método direto,
ou seja, com injecao de vapor diretamente ao leite em sistema fechado, conforme
fluxograma abaixo (figura 2). O volume dos lotes processados varia entre 100.000 a

200.000 litros. Para este estudo, coletamos amostras dos lotes de 100.000 litros.



45

Figura 2 — Planta UHT sistema injecao direta de vapor
o900 o700 | sewie || PlantMaster ME |

Entrada de
produto 22010.6UH
-
22010.60H] Fre
: aquecimento

| . e

Homogeneizagdo Resfriamento

Fonte: Supervisério Plant Master Tetra Pack

3.2 Leite cru refrigerado e leite pasteurizado

3.2.1 Amostragem

As coletas do leite cru refrigerado e do leite pasteurizado foram realizadas
conforme o recebimento do leite a granel do laticinio, em dias e horarios diferentes,
nos meses de margo e abril de 2021, totalizando 10 amostragens, referentes a
1.000.000 de litros, divididos em 10 lotes de UHT processados. O ponto de coleta do
leite cru refrigerado e do leite pasteurizado esta destacado em azul no fluxograma do

item 3.1.

3.2.2 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas do leite cru refrigerado e do leite pasteurizado foram

realizadas no laboratério da propria usina de beneficiamento.
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3.2.2.1 Estabilidade ao alcool

Foi utilizado o método descrito por Pereira et al., (2000). Utilizando pipetas
graduadas, foram adicionados 2mL de leite em uma placa de petri, em seguida,
adicionados 2mL de alcool junto ao leite na placa e na sequéncia foi homogeneizado
com movimentos circulares. O leite foi considerado estavel a graduacgao alcodlica

testada quando nao foi observada a formagao de grumos na placa.

3.2.2.2 Acidez

Para a acidez titulavel do leite, foi determinada por titulacdo acido-base,
conforme Brasil (2003), utilizando uma solugéo padrao de hidroxido de sddio (NaOH)
0,111N (Dornic) como titulante. Na pratica, o que foi mensurado é o volume de

hidréxido de sddio necessario para neutralizar o acido latico presente no leite.

Utilizando uma pipeta graduada, foram adicionados 10mL de leite em um copo
Becker de 50mL, em seguida, com auxilio de um conta gotas foram adicionadas 3
gotas de solugéo alcodlica de fenolftaleina (C20H1404) a 1% (m/v). Na sequéncia foi
realizada a titulagdo com solugao Dornic até atingir coloragéo rosa claro na amostra.

Cada 1 mL de NaOH 0,11N equivale a 0,0090 g de acido latico presente na amostra.

3.2.2.3Proteina total, Lactose, Caseina, EST, Matéria Gorda, indice de

Crioscopia e Densidade

Para avaliacdo destes quesitos de qualidade, foram realizadas analises
utilizando o analisador FOOS Milkoscan FT1, que utiliza a tecnologia do infravermelho

meédio com Transformada de Fourier (FTIR).

A precisao e repetibilidade do método sédo parelhos aos métodos tradicionais.
A performance esta de acordo com a AOAC (Association of analitical chemists) e IDF

(International dairy federation).

Para as analises fisico-quimicas citadas utilizando o Milkoscan, foram utilizadas
amostras de 200mL de leite. Na pratica, as amostras sdo succionadas para a camara
de processamento por infravermelho, a leitura e processamento sao realizados em

cerca de 30 segundos. Os resultados foram langados em um software, depois
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exportados via planilha de Excel. O analisador é utilizado no laticinio 24h por dia. Nas
rotinas laboratoriais, o Milkoskan é aferido 3 vezes ao dia com amostra piloto e

calibrado semanalmente utilizando solugao padrido para cada item analisado.

3.2.2.4 Determinacéao da viscosidade

A viscosidade aparente foi realizada utilizando-se um reémetro, marca
Brookfield, modelo DV-Ill, conforme metodologia descrita por Pereira et al., (2000).
Foram utilizados cerca de 500mL por amostra, previamente homogeneizada e
acondicionada em um béquer com capacidade de 600mL e, em seguida, forma
realizadas as leituras, a cada periodo de um minuto, totalizando vinte minutos por
analise. Os valores de viscosidade aparente foram expressos e registrados em

centipoise (cP).

3.2.3 Analises microbioldgicas

As analises microbiolégicas do leite cru refrigerado e do leite pasteurizado
foram realizadas no laboratério de microbiologia da referida usina de beneficiamento.
As analises de CCS foram realizadas na Clinica do Leite (USP/ESALQ).

3.2.3.1 Contagem de Células Somaticas

Para as analises de CCS, foram coletadas amostras de 50 mL de leite cru
depois do recebimento e também apds a pasteurizagdo e clarificagdo. Foram
utilizados frascos especificos com conservante Bronopol e estocadas sob refrigeracao
a 2°C, em seguida foram encaminhadas para analises de CCS na Clinica do Leite —
(USP / ESALQ). As analises foram realizadas através dos métodos de determinagao
da contagem de células somaticas presentes no leite cru (CCS), realizadas através
do equipamento Somacount 300, que utiliza a metodologia de citometria de fluxo, cujo
resultado expresso em numero de células em cada mL de leite (CCS/mL de leite),
conforme previsto na IN 67 de 2018 seguindo a metodologia descrita na International
Dairy Federation 148A (1995).
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3.2.3.2Contagem Global de bactérias Mesdfilas e Psicrotréficas

Para a contagem padrao em placas (CPP), foi utilizado o método referenciado
pela International Dairy Federation (IDF) e pela American Public Health Association

(APHA) para a contagem bacteriana total no leite cru.

Esta técnica baseia-se na semeadura da amostra ou de suas diluigdes em agar
padrao para contagem, seguida de incubagao em temperatura de 21°C para contagem

de bactérias psicrotréficas e a 37°C para bactérias mesofilas.

As placas foram identificadas com a data da analise, data da coleta do produto,

tipo da analise, diluicdo e origem da amostra analisada;

Em uma capela de fluxo laminar, foram realizadas trés diluicbes em agua
peptonada esterilizada, utilizando pipetas e tubos de ensaio estéreis. Em seguida 2
ml da amostra diluida foi inoculada em duas placas de petri, 1mL em cada. Cada

amostra foi testada em duplicata.

Foram adicionados a placa de petri contendo a amostra aproximadamente 15
mL do meio de cultura (PCA) ja fundido e resfriado a 55°C, na sequéncia

homogeneizadas, girando as placas em movimentos em forma de oito.

Ap0s a solidificacao do agar, as placas foram incubadas a 21°C e 37°C por 48
horas. Apds este periodo de incubacéo, foram contadas, com o auxilio de um contador

de colbnias todas as colénias desenvolvidas sobre o agar nas placas;

Para expressar os resultados em UFC/mL, foi multiplicado o numero de

col6nias encontrado, pelo inverso da diluigao realizada;

3.2.4 Avaliagao da Protedlise

Para avaliar a protedlise, optou-se por analisar a quantidade de
glicomacropeptideo de caseina (c-GMP). Este composto € liberado da proteina apos
esta sofrer uma acao proteolitica. Assim, o aumento de c-GMP traz uma resposta
indireta sobre o grau de protedlise. Além do c-GMP, a protedlise foi determinada a
partir das analises de fracbes de nitrogénio, o que permitiu quantificar as proteinas do

soro e a caseina. Para isso, foram utilizadas duas metodologias diferentes:
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3.2.4.1 Stick c-GMP

Essa analise foi realizada no laboratério de fisico-quimica da prépria usina de

beneficiamento.

Trata se de um teste imunocromatografico para a detecgdo semiquantitativa do
glicomacropeptideo de caseina (c-GMP) no leite, produzido por degradagéo
enzimatica. Para este quesito, as analises foram realizadas no laboratério de fisico-
quimica da referida usina de beneficiamento. Esta andlise € contemplada em

legislacao (IN 69/2006) para deteccao de fraude de leite com soro.

Para esta analise, foram adicionados 6mL de leite em um tubo de ensaio, em
seguida, acrescentados 4mL de acido tricloroacético (TCA) a 20%, seguido de
homogeneizagdo e repouso por 10 minutos. Em na sequéncia, esta mistura foi

centrifugada por 10 minutos, filtrada com papel-filtro e reservada a amostra.

Foram adicionados 900 uL de diluente Buffer em 3 tubos de ensaio, numerados
de 1 a 3. Na sequéncia foram adicionados no tubo de ensaio n° 1, 100 uL da amostra
previamente preparada. Apos homogeneizar, foram transferidos 100 pyL do tubo de
ensaio n° 1 para o tubo de ensaio n° 2, depois de homogeneizar, foram transferidos
100 uL do tubo de ensaio n° 2 para o tubo de ensaio n° 3. Por fim, transferidos 500 uL
do tubo de ensaio n° 3 para um tubo de ensaio vazio numero n° 4, neste foi realizada

a leitura.

Para a leitura e interpretacdo dos resultados, a fita de leitura do teste
imunocromatografico semiquantitativa foi inserida no tubo de ensaio n° 4, depois de 5
minutos foi observado a coloragao da fita e interpretacéao, conforme o cartao referéncia
do teste. Os resultados possiveis de serem obtidos neste teste sdo de 0, 30 ou
75mgl/L.

3.2.4.2 Determinagao da protedlise a partir das analises de fragdes de nitrogénio

Essa analise foi realizada no laboratério da Universidade Federal de

Uberlandia, campus Patos de Minas — MG.

Para este método, a avaliacdo da protedlise do leite foi realizada por meio da

determinacao do percentual de proteina total por meio da quantificagdo do nitrogénio
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total (NT); o percentual de proteinas relacionadas ao soro de leite, através do
nitrogénio nao caseoso soluvel em pH 4,6 (NNC pH4,6); o percentual de peptideos e
aminoacidos contidos no leite, pela mensuragéo do nitrogénio ndo proteico soluvel em
acido tricloroacético 12% (NNP TCA12%); e o percentual de caseina nas amostras,
que sera obtido pela diferenga entre o percentual de nitrogénio total (NT) com o do

nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NNC pH4,6).

Para quantificar o NT, foi utilizada a metodologia descrita pelo método primario
de Kjeldahl (AOAC, 1995). Este método baseia-se na transformagao do nitrogénio da
amostra em sulfato de aménio através da digestdo com acido sulfurico e posterior

destilagao com liberagcao da aménia, que € fixada em solugéo acida e titulada.
Para expressar a porcentagem de nitrogénio total da amostra utilizou-se:
e NT=(VxNxfx0,014 x100)/ m
e % de proteina = % nitrogénio total (NT) x F

Onde:

V = volume da solugao de acido cloridrico 0,1N, gasto na titulagdo apos a corregéo do
branco, em mL,;

N = normalidade tedrica da solugao de acido cloridrico 0,1 N;
f = fator de corregao da solugao de acido cloridrico 0,1 N;
m = massa da amostra, em gramas;

F = fator de conversao da relagao nitrogénio/proteina, F = 6,38.

Para determinar o NNC (pH 4,6) e NNP (TCA 12%), foi utilizada metodologia
descrita por Costa (2014), Fernandes (2007), Lynch e Barrano (1998).

Em se tratando do NNC (pH 4,6), a analise foi realizada a partir do tratamento
de 100 mL da amostra de leite com 10 mL de solugao de acido cloridrico (HCI 1,41mol.
L-"). A mistura foi mantida em repouso por 5 minutos. Posteriormente foi realizada a
filtracdo através de algodao hidrdfilo, e o filtrado foi reservado para o prosseguimento

da analise.



51

Da mesma forma, para determinagcéo do NNP (TCA12%), foi realizada a analise
a partir do tratamento de 50 mL da amostra de leite com 50 mL de solugdo de TCA
24% S.R. A mistura foi mantida em repouso por 15 minutos, para posteriormente
proceder a filtragdo através de algodao hidrofilo. O filtrado foi também reservado para

0 prosseguimento da analise.

A partir das solugdes provenientes das suspensdes, foram utilizados 5 gramas
de cada filtrado reservado para determinagéo do nitrogénio pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 1995), seguindo as mesmas etapas de digestdo, destilacdo e titulacédo
descritas na analise de NT. Por meio deste método, foram obtidos os percentuais de

proteinas relacionadas a caseina e ao soro de leite.

Para o calculo do indice da protedlise do leite, foi adaptado o método citado por
Fernandes (2014), que descreve o indice de extensdo da protedlise (IP), que
representa a relagao entre a porcentagem de proteina verdadeira com a porcentagem

de caseina, conforme as equacdes abaixo:
e PV =(NT-NNP)x6,38
e C=(NT-NNC)x6,38
e IP=C/PV

Onde:

PV — proteina verdadeira

NT — nitrogénio total

NNP — nitrogénio n&o proteico
NNC — nitrogénio ndo caseoso
IP- indice de protedlise

C —caseina
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3.3 Leite UHT

3.3.1 Amostragem

Como foram realizadas 10 coletas de leite cru refrigerado e leite pasteurizado
em dias diferentes, foram coletadas também 10 caixas de leite UHT correspondente
aos lotes de producéo daquela coleta. As amostras de leite UHT foram armazenadas
por 120 dias, periodo este correspondente ao seu prazo de validade. Em intervalos
de 30 dias, os lotes de leite UHT foram avaliadas com relagcdo aos seguintes

parametros.

3.3.2 Analises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas do leite UHT, estabilidade ao alcool, acidez,
proteina, lactose, caseina, EST, matéria gorda, indice de crioscopia, densidade e
viscosidade foram realizadas no laboratério de fisico-quimica da usina de

beneficiamento, utilizando a mesma metodologia citada nos itens 3.2.2.3 € 3.2.2.4.

3.3.2.1 Grau de sedimentagao

O grau de sedimentacdo também foi realizado na prépria usina de
beneficiamento. Foi utilizada a metodologia padronizada por Silva (2003), conforme

descricdo a sequir:

A embalagem cartonada UHT foi aberta completamente pela parte superior,
com auxilio de tesoura, em seguida todo o leite foi escoado. Na sequéncia a
embalagem foi novamente cortada de modo a obter uma altura final de,
aproximadamente, 4 cm, a partir da base, depois foi invertida e mantida em posicao
vertical por 10 minutos, a fim de permitir que o leite escoe das paredes internas e do

fundo.

Apos decorridos os dez minutos, a embalagem foi cortada pelas arestas e
aberta completamente, de forma que permaneceu plana. Em seguida, as embalagens
foram mantidas com a face interna voltada para cima, a temperatura ambiente por 48

horas.
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Depois de decorridas as 48h, as embalagens foram pesadas, o peso registrado,
na sequéncia, removido completamente o sedimento seco com auxilio de espatula de
ponta fina. Por fim, as embalagens foram novamente pesadas e o valor registrado. A

massa de sedimentos foi obtida pela diferenga entre as duas pesagens.

3.3.3 Avaliacido da Protedlise

Para avaliar a protedlise no leite UHT durante sua vida de prateleira, foi utilizada

as mesmas metodologias descritas no item 3.2.4

3.4 Analise dos Resultados

As amostras foram coletadas de forma aleatoria, em dias distintos, totalizando
dez amostras de leite cru, dez de leite pasteurizado e cento e vinte amostras de leite
UHT.

Os resultados das analises fisico-quimicas, microbiologicas, c-GMP e IP foram
tabulados e avaliados. Inicialmente os resultados foram divididos em trés grupos,
conforme (Figura 3), tendo como referéncia para esta divisdo os resultados da
contagem de células somaticas (CCS) e da contagem de psicrotréficos (PSI). Para as
analises do leite UAT, além da divisao por estes parametros citados, os tratamentos
foram arranjados seguindo um esquema de parcela subdividida por tempo (dias de

estocagem).

Figure 3 - Divisdo das amostras baseado nos resultados de CCS e PSI

— | 556a624 |—— Amostras(2,5e7) \

CCS x 1.000 | Amostras (1,4,6 e 9)

730 a 859 ‘ Amostras (3,8 e 10) /

Correlagdo com indices de
qualidade e protedlise

PSI x 1.000 |

—| 140 a 260 Amostras (3,6 e 7)
Correlag8o com indices de

290 a 420 Amostras (1,2,5e9) qualidade e protedlise
450 a 670 | Amostras (4,8 e 10) /
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Fonte: Proprio autor

3.4.1 Analise Estatistica dos resultados

A média dos resultados dos trés grupos de CCS e de PSI foram relacionadas
com as variaveis estudadas. Os resultados foram testados quanto a normalidade pelo
teste de Shapiro Wilk em um nivel de significancia de 5%, (p < 0,05) utilizando o
software Statistica® 7. Na sequéncia os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e os grupos que apresentaram diferencas significativas foram
comparados pelo teste de Tukey, com significancia de 5% utilizando o software
Statistica® 7. Foi utilizado ainda o Microsoft Excel versdo 365 para elaboracédo de

graficos.

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagcao do Leite Cru

Em se tratando da CCS, para os 10 lotes amostrados, os resultados variaram
de 556.000 a 859.000 CS/mL.

Conforme descrito anteriormente, as amostras foram divididas em trés grupos,
consideradas como média, intermedia e alta. Ressalta-se que o limite estabelecido na
Instrucdo Normativa 76/2018, para o leite cru refrigerado nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste € de no maximo 500.000 CS/mL em nivel de produtor, com analises
mensais, depois sdo consideradas as médias geomeétricas dos resultados de um
trimestre (MAPA, 2018).

Os resultados apresentaram normalidade e variancias homogéneas, de acordo
com o teste de Shapiro Wilk, com nivel de significancia de 5%.

Para os resultados das analises fisico-quimicas e microbioldgicos do leite cru
dos 10 lotes avaliados individualmente estao disponiveis no (Anexo |). As médias dos
resultados para cada parametro de qualidade, correspondentes aos trés grupos de

CCS (baixa, intermediaria e alta), estdo apresentados na Tabela 1.
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Os valores preconizados pelas Instru¢des Normativas 76 e 77 (MAPA, 2018),

para o leite cru refrigerado estao descritos nos resultados junto as Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Média dos resultados dos parametros de qualidade em relagao aos trés
niveis de CCS.

Parametros de Qualidade CCS x 1.000 (C/mL) Legislagao
556 a 624 626a659 730a 859
Alcool (°GL) 82b 802 802 minimo - 72°GL
pH 6,722 6,752 6,712 *
1.C (°H) -0,545 @ -0,539 2 -0,5412 -0,530 a -0,555°H
Acidez (%) 0,1402 0,147 72 0,502 0,14 a0,18 %
Densidade (g/L) 1031,62 1031,732 1031,532 1028 a 1034 gr/L
Proteina % 3,322 3,342 3,33° minimo 2,9%
Caseina % 2,532 2,542 2,482 *
Lactose % 4418 441728 4,372 minimo 4,3%
Gordura % 3,812 3,622 3,672 minimo 3%
EST % 12,26 2@ 12,36 2@ 12,372  minimo 11,4%
Meséfilos (UFC/mL) 336.0002 260.0002 253.0002 maximo 900.000
PSI (UFC/mL) 323.0002 477.0002  503.000 2 *
c-GMP 0 0 0 < 30 mg/mL
Amostras 2, 5e7 1,4,6e9 3, 8e 10

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, nao diferem entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de significancia. Legislacdo (IN 76 e 77 de 2018).

Todos as amostras encontraram-se estaveis quanto aos testes do alcool com
grau acima de 79°GL e também com acidez menor que 0,15gr lactico/100mL. Os
resultados de densidade, indice crioscépico, sélidos totais e gordura estiveram de
acordo com a legislacdo, apresentando pequenas variagdes dentro dos limites

esperados.

Nao foram observadas diferencas significativas (p< 0,05), exceto a variavel
estabilidade ao alcool (Figura 4), o que pode sugerir um leite mais estavel em

resultados mais baixos de CCS.
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Figura 4 - Estabilidade ao alcool em relagao aos niveis de CCS estabelecidos

CCS x Alcool leite cru
Current effect: F(2, 7)=14,700, p=,00312
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

83,5

83,0 |
82,5 |
82,0
81,5}
81,0 |

Alcool

80,5 1

80,0 ¢

79,5
79,0 |

78,5

Médio Intermédio Alto
CCSs

Os resultados foram superiores ao descrito por Chavez (2004), sugeriu que,
para fins de producao do leite UAT, o leite cru deve resistir, no minimo, ao etanol 74%
(VIv).

Sobre a contagem de mesdfilos, os resultados observados encontraram-se
abaixo do limite maximo estabelecido pela legislacdo para o leite cru refrigerado em
nivel de industria, que é até 900.000 UFC/mL (MAPA, 2018). Os resultados obtidos
das 10 amostras deste estudo apresentaram-se abaixo de 670.000 UFC/mL. Valores
préximos aos das contagens de microrganismos psicrotroficos (PSI), que estiveram
entre 140.000 e 670.000 UFC/mL, conforme Figura 5.

Quanto aos testes rapidos semiquantitativos c-GMP para protedlise, todas as
amostras apresentaram resultados dentro do esperado, 0 mg/mL, indicando a que nao
havia tragos de protedlise ou soro no leite recebido no laticinio.

Os resultados do leite cru também foram avaliados tendo como referéncia os

resultados de contagens de psicrotréficos, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Média dos resultados dos parametros de qualidade em relagcéo aos niveis
de PSI.
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Parametros de Qualidade PSI x 1.000 (UFC/mL) Legislacao
140a 260 290a 420 450a 670
Alcool (°GL) 812 80,752 802  minimo - 72°GL
pH 6,74 2 6,732 6,732 *
1.C (°H) 05412  -05412  -05432 -0,530a-0,555°H
Acidez (% acido latico) 0,147 @ 0,14542 0,147 @ 0,14 a0,18 %
Densidade (gr/L) 1031,532 1031,882 1031,40° 1028 a 1034
Proteina % 3,332 3,332 3,342 Minimo 2,9
Caseina % 2518 2,552 2,532 *
Lactose % 4,402 441°2 4,382 minimo 4,3
Gordura % 3,712 3,692 3,682 minimo 3%
EST % 12,192 12,38 @ 12,4 2 minimo 11,4%
Meséfilos (UFC/mL) 121.0002 302.5002 366.6662 maximo 900.000
CCS (CS/mL) 649.0002 640.7502 739.000 2 *
c-GMP 0 0 0 < 30 mg/mL
Amostras 3, 6e7 1,2 5e9 4 8e 10

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, nao diferem entre si, pelo teste Tukey,
a 5% de significancia. Legislacao (IN 76 e 77 de 2018).

No geral, a composi¢cao fisico-quimica encontrou-se dentro dos limites

especificados pela legislacdo brasileira (Brasil, 2018), exceto pela CCS, cujos
resultados serdo discutidos adiante. Ndo foram observadas diferengas significativas
(p<0,05) no teste de Tukey para as variaveis analisadas relacionadas aos niveis de
PSI.

Observa-se nas Tabelas 1 e 2, que as maiores CCS estdo relacionados aos
maiores niveis de psicrotroficos no leite. Embora nao tenha relagao, ou seja, a origem
destes indices ocorre por vias distintas, mas observa-se que, em nivel de campo,
produtores que tem menores contagens de células somaticas sdo os que tem
melhores resultados em bactérias totais, ou seja, esta relacionado aos cuidados gerais

com a qualidade do leite do leite e sanidade do rebanho.

Os resultados das contagens de psicrotroficos foram comparadas as contagens
de mesdfilos, conforme a Figura 5.

Figura 5 - Comparativo entre os resultados de mesdfilos e psicrotroficos das 10

amostras do estudo.
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Nao foi observado um padrao das contagens de bactérias psicrotréficas com
as mesofilas. Na maioria das amostras a contagem de psicrotroficos apresentou-se

maior do que a de mesdfilos.

Em 2002 foi implementada a IN 51, que regulamentou a refrigeragéo do leite
em tanques de expansao na fazenda logo apds a ordenha, o que trouxe avangos na
melhoria da qualidade relacionado as bactérias totais, contudo, se nao forem
atendidos os principios basicos de higiene na ordenha, tempos elevados de
estocagem sobre refrigeragdo proporcionam o crescimento seletivo das bactérias
psicrotréficas, consequentemente perda de qualidade nos produtos apds o

processamento.

Antes da introducao da refrigeragcdo na cadeia do leite, a principal microbiota
deterioradora do leite eram as bactérias mesdfilas fermentadoras da lactose, que
causavam rapida acidificagdo em leite nao refrigerado. O uso da refrigeragéo
associado aos longos periodos de armazenamento selecionou a microbiota
psicrotrofica (SANTOS et al., 2009).

De acordo com Melo Junior (2005), altas contagens de microrganismos
psicrotroficos obtidas, particularmente, para o nivel alto indicam falhas no processo

higiénico da cadeia, seja na obtengcdo, aumentando a contaminagido, seja na
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estocagem refrigerada, coleta e transporte a granel com temperaturas e tempos

inadequados.

A contaminacédo do leite por bactérias psicrotréficas € considerada um dos
fatores mais criticos que influencia a manutencdo da qualidade do leite refrigerado,
sendo o género Pseudomonas, o predominante no leite armazenado a 4°C por mais
de 3 dias (SANTOS; FONSECA, 2001).

Deve ser ressaltada a importancia da carga bacteriana do leite pds ordenha,
referente a psicrotroficos, n&o ultrapassar 10% da microbiota total, uma vez que
quanto mais longo o tempo de estocagem sob condicbes de refrigeracao, estes

microrganismos predominarao no leite cru (PINTO et al., 2016).

Silva (2001), em seu estudo encontrou uma grande variacéo entre os valores
de mesdfilos, respectivamente de 1,9 x 10* UFC/mL a 1,6 x 108 UFC/mL, em amostras
de leite cru refrigerado, coletadas no silo de uma industria e destinadas ao
processamento de leite UHT, segundo este autor, as contagens altas foram
influenciadas pela maior distancia entre os centros de producéo de leite e a fabrica de

laticinios.

Pinto et al., (2006) em um estudo semelhante, observaram contagens de
psicrotroficos no leite cru refrigerado variando entre 5,6 x 10° UFC/mL e 6,4 x 108
UFC/mL nas amostras coletadas no silo industrial. Contagens mais elevadas de
bactérias psicrotroficas se comparadas aos mesdfilos também foram registradas por
Silva (2001), em amostras de leite cru coletadas em silos de industrias processadoras
de leite UHT dos Estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Goias.

Assim como neste estudo, Pinto et al., (2006) observou que o percentual de
amostras de leite cru refrigerado, com contagens de bactérias psicrotréficas
superiores a 10% da contagem de mesodfilos aerdbios foram de 100% nas amostras
coletadas em silo industrial (PINTO et al., 2006).

4.2 Avaliacao do Leite Pasteurizado

Os resultados das variaveis fisico-quimicas avaliadas no leite pasteurizado com

seus respectivos dados individuais dos lotes analisados encontram-se no (Anexo ).
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Assim como foi feito para o leite cru, foram utilizados como referéncia os parametros
de CCS e de PSI para estabelecer relacdo com as demais variaveis de qualidade
avaliadas.

Nao foram observadas variagbes se comparado aos resultados do leite cru,
exceto pelo teor de gordura, alcool e densidade. Nesta etapa de processamento, a
gordura foi padronizada entre 3 e 3,1% e também sao adicionados os estabilizantes
(citrato de sddio 0,02% e fosfato de sddio 0,04%), com a adig&o, todos os resultados
da prova do alcool apresentaram negativos a 85°GL.

Os valores médios de proteina total, proteina verdadeira, caseina, indice de
protedlise dos leites pasteurizados dos trés grupos encontram-se nas Tabelas 3 e 4,

e os resultados individuais dos lotes no Anexo II.

Tabela 3 - Média dos resultados dos parametros de qualidade do leite pasteurizado
em relagao aos niveis de CCS.

Parametros de Qualidade CCS x1.000 (C/mL)
556 a 624 626 a 659 730 a 859
Alcool (°GL) 85 2 85 @ 85 @
pH 6,802 6,79 @ 6,822
I.C (°H) -0,544 @ -0,547 @ -0,547 @
Acidez (% acido latico) 0,150 2 0,1452 0,147 @
Densidade (g/L) 1031,02 1031,952 1031,52
Proteina % (infravermelho) 3,312 3,352 3,342
Caseina % (infravermelho) 2,482 2,532 25238
Lactose % 4,382 4,42 4392
Gordura % 3,052 3,052 3,082
EST % 11,42 11,512 11,54 @
Proteina V % (Kjeldahl) 3,172 3,17 2 3,192
Caseina % (Kjeldahl) 2,342 2,322 2412
Protedlise % (Kjeldahl) 0,742 0,74 2 0,76 @
c-GMP 0 0 0
Média das Amostras 2,5e7 1,4,6e9 3, 8¢e 10

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
significancia

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas para as
variaveis analisadas. Observou-se que a matéria prima testada neste estudo estava

dentro da faixa considerada ideal para o processamento UHT.

No que se refere aos sélidos totais e proteinas, Fernandes (2007) afirmou nao

haver correlagdo com a CCS, assim como foi observado neste estudo. Porém, deve-
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se ressaltar que o nivel maximo de CS neste estudo foi de 859.000 CS/mL e ha relatos
de correlacao entre CCS e sélidos totais com niveis acima de 1.000.000 CS/mL.
Nesta etapa foram consideradas as analises das fragées de proteina pelo
meétodo de Kjeldahl, assim como observado nos demais parametros de qualidade,
para as variaveis proteina total, proteina verdadeira, caseina e indice de protedlise
nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05) entre os grupos

estabelecidos, conforme as Tabelas 3 e 4.

Tabela 4 - Média dos resultados dos parametros de qualidade do leite pasteurizado
em relagao aos niveis de PSI.

Parametros de Qualidade PSI x 1.000 (UFC/mL)
140 a 260 290 a 420 450 a 670
Alcool (°GL) 852 85 @ 852
pH 6,812 6,78 @ 6,83 @
I.C (°H) -0,547 2@ -0,545 @ -0,546 @
Acidez (% acido latico) 0,147 @ 0,150 @ 0,143 72
Densidade (g/L) 1031,47 @ 1031,68 @ 1031,4 2
Proteina % (infravermelho) 3,324 3,344 3,348
Caseina % (infravermelho) 2,502 2522 2,522
Lactose % 4392 43942 4,392
Gordura % 3,072 3,052 3,052
EST % 11,48 @ 11,512 11,52
Proteina V % (Kjeldahl) 3,132 3,24 @ 3,182
Caseina % (Kjeldahl) 2,312 2,392 2,37 @
Protedlise % (Kjeldahl) 0,742 0,752 0,74 @
c-GMP 0 0 0
Média das Amostras 3, 6e7 5 1,9e?2 4 8e 10

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na linha, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de
significancia

Assim como observado no leite cru, os resultados de c-GMP no leite
pasteurizado apresentaram-se dentro do esperado, sem indicios de protedlise,
mesmo apos a pasteurizacao.

Santos e Fonseca (2001), relataram alteragdes fisico-quimicas e atividade
proteolitica em amostras de leite pasteurizado nos quais as contagens médias de
psicrotréficos no leite cru foram entre 10.000.000 e 31.600.000 (UFC/ml), os valores
médios de atividade proteolitica variaram entre 3 e 12 U/mL. Neste presente estudo,

as maiores contagens foram 670.000 UFC/mL e nao houve alteragdes significativas.
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4.2.1 CCS leite cru x CCS leite pasteurizado

A CCS foi testada também no leite pasteurizado, foi feito uma comparativo dos
resultados com o leite cru, visando identificar o quanto o processo de clarificacao é
capaz de reduzir estes indices.

Conforme decreto n° 9.013, de 29 de margo de 2017, atualizado pelo decreto
n° 10.468 de 25 de agosto de 2020, Art. 253, entende-se por clarificacéo a retirada
das impurezas do leite por processo mecanico, mediante centrifugagcdo ou outro
processo tecnoldgico equivalente. Todo leite destinado ao consumo humano direto
deve ser submetido a clarificagao.

Observou-se redugéo significativa nos resultados de CCS apods a clarificagao,
conforme a Figura 6

Figura 6 - Comparativo entre os resultados de CCS, cru x pasteurizado, das 10
amostras do estudo.
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O processo de clarificagao por centrifugacao mostrou-se efetivo para remocgao
de parte da carga de células somaticas, conforme evidenciado na Figura 6, houve
redugdo das contagens em todas as amostras.

O processo de clarificagao do laticinio em questao, consiste na centrifugacao a
4.800 rpm do leite pré-aquecido a 50°C em um fluxo constante de 20.000 a 25.000
L/h. A cada 30 minutos de centrifugagao é realizada uma descarga automatica da
centrifuga, onde sédo descartadas as impurezas separadas do leite em um volume

liquido de 80 a 100L por descarga.
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Nao foram encontrados relatos em literatura que tornasse possivel comparar
aos resultados de redugao da CCS no processo de clarificagdo, o que torna isso um

interessante ponto a ser pesquisado futuramente.

4.3 Avaliagcao do Leite UHT

4.3.1 Avaliacao dos parametros de qualidade fisico-quimicos e indices de

protedlise, relacionados aos resultados de CCS e PSI do leite cru.

Os resultados dos parametros fisico-quimicos de qualidade dos dez lotes do
leite UHT avaliados nos dias (0, 30, 60, 90 e 120), estao apresentados individualmente
no Anexo lll. As médias destes parametros de qualidade, correspondentes aos trés
grupos de CCS (média, intermediaria e alta) e aos trés grupos de PSI (baixo médio e
alto), encontram-se nas Tabelas 5 a 32 e ilustrados nas Figuras 7 a 45. Os resultados
individuais foram testados estatisticamente a um nivel de significancia de 5%, tendo
como referéncia os grupos estabelecidos de CCS, de PSI e também quanto ao periodo

de armazenamento (30, 60, 90 e 120 dias).

4.3.1.1pH e Acidez

Os resultados das analises de pH e acidez titulavel do leite UHT relacionados
aos resultados de CCS do leite cru estdo apresentados nas Tabelas 5, 6 e nas Figuras
7, 8 e 9. Os resultados obtidos nos 10 lotes avaliados variaram de 6,79 a 6,62 e de
0,14 a 0,16% de acido latico, respectivamente. Todos os resultados se enquadram

nos parametros preconizados na legislagao.

Tabela 5 — Resultados do pH do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x CCS

CCS (x1.000 C/mL) pH
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 6,74 22 6,79 20 6,710 6,70 2P 6,67 2P
626 a 659 6,76 22 6,77 22 6,702P 6,70 2P 6,67 2P
730 a 859 6,7522 6,80 2P 6,74 22 6,652° 6,642°

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 7 - Evolugao do pH do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x CCS
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Para a variavel pH, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de CCS quando avaliados individualmente no mesmo dia de armazenamento.
Contudo, ao comparar os resultados no decorrer da vida de prateleira, foi observada
diferenga significativa entre os grupos referentes aos dias de armazenamento. Na
Figura 7 é possivel observar que houve elevagéo do pH no dia 30 de armazenamento
para os trés grupos, cujas causas da elevacdo nao foram evidenciadas, bem como
nao foram encontrados relatos na literatura para comparagao. Na sequéncia, foi

observada redugéo gradativa do pH, semelhante para os trés grupos.

Figura 8 - Evolucdo do pH no decorrer do armazenamento para o grupo alta CCS
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Fernandes (2007), observou efeito linear do tempo de armazenamento (p<0,05)
sobre o pH e a acidez em amostras de UHT cuja CCS do leite cru apresentou-se acima
das 800.000 células/mL, observou ainda valores de acidez superiores a 0,18% a partir

de 60 dias de armazenamento.

Tabela 6 - Resultados de acidez do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
CCS

CCS (x1.000 C/mL) Acidez (%)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 0,1522 0,1422 0,152%@ 0,152@ 0,1524
626 a 659 0,15@# 0,1522 0,152% 0,152@ 0,1524
730 a 859 0,15@22  0,1422 0,142= 0,1522 0,152a

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 9 - Evolucédo da acidez do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
(CCS)
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Para a variavel acidez, nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos de CCS quando avaliados individualmente no mesmo dia de armazenamento.
Embora seja possivel observar leve elevagao no decorrer da vida de prateleira, n&o

foi observada diferenga significativa (p<0,05) nos dias de armazenamento avaliados.

Agora referente a relagéo do pH e acidez com os grupos de PSI estabelecidos,
os resultados estdo apresentados nas Tabelas 07 e 08 e nas Figuras 10, 11 e 12
respectivamente. Os resultados obtidos nos 10 lotes testados variaram de 6,81 a 6,62
e de 0,14 a 0,16% de acido latico, respectivamente. Todos os resultados se

enquadram nos parametros preconizados na legislagéo.
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Para a variavel pH, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos quando avaliados os resultados individualmente no mesmo dia de
armazenamento. Ao comparar os resultados no decorrer da vida de prateleira, assim
como para CCS, foi observada diferenga significativa (p<0,05) referente aos dias de
armazenamento avaliados. Conforme a Figura 10, € possivel observar que também
houve reducéo gradativa do pH, queda semelhante nos trés grupos, um pouco mais

acentuada no grupo de PSI alta, representado na Figura 11.

Tabela 7 - Resultados do pH do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) pH
VP Dia0 Dia30 Dia60 Dia 90 Dia 120

140 a 260 6,762°  6,7922 6,722% 6,662° 6,662°
290 a 420 6,742 B 7828 @71aa 6,712 6,672°
450 a 670 6,7622 6,8022 6,722° 6,652° 6,64 20

Médias seguidas de mesma letra minascula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 10 — Evolugéo do pH do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x PSI
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Figura 11 - Evolugao do pH no decorrer do armazenamento para o grupo alta PSI
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Sobre a variavel acidez, ndo foram observadas diferencas significativas

entre os grupos e nem referente ao dia de armazenamento.

Tabela 8 — Resultados de acidez do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
PSI

PSI (x1.000 C/mL) Acidez (% acido latico)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 0,150@2 0,14722 0,15024@ 0,14824 0,15124
290 a 420 0,15022 0,14082 0,147°2°% 0,14844 0,1484¢4
450 a 670 0,14322 0,14332 (0,147°2°% 0,1504¢2 0,154 44

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 12 - Evolucéo da acidez do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
PSI
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Acidez (% acido latico) x PSI
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Observa-se que, ndo foram obtidos resultados conclusivos para a influéncia
dos grupos de psicrotréficos sobre o pH e a acidez. O pH oscilou entre 6,60 e 6,80
durante o estudo, sem tendéncia significativa quanto aos grupos. Apenas pode ser
feita uma observacado do quanto aos resultados de pH apds o dia 90, uma vez que
teve reducdo que em consonancia com Melo Junior (2005) em seu estudo sobre
psicrotroficos, o qual observou que pH do leite UHT reduz com o armazenamento,
com variagao entre 6,70 e 6,59.

O decréscimo no pH reflete a progressiva liberacdo de prétons hidrogénio,
revelando instabilidade i6bnica que pode comprometer as propriedades do leite UHT.
Sao apontados como possiveis causas os deslocamentos no equilibrio salino, como
a insolubilizagcdo de fosfato de calcio, além da Reagdo de Maillard e de eventual
desfosforilacdo da caseina (DOMARESKI et al., 2010).

4.3.1.2 Densidade, gordura, extrato seco total, lactose e viscosidade

Em se tratando dos resultados do leite UHT para as variaveis densidade,
gordura, extrato seco total, lactose, e viscosidade comparados aos grupos de CCS e
PSI, os valores médios estao dispostos nas Tabelas 9 a 18 e ilustrados nas Figuras
13 a 22. Todos os resultados apresentaram-se dentro dos padrdes exigidos em
legislagao para leite UHT, (MAPA 2006).

Nao foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre as variaveis
citadas, relacionadas aos grupos estabelecidos de CCS e de PSI, nem com relagao
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ao periodo de armazenamento. Nos dias 30, 90 e 120 de armazenamento, foi
observado elevagao gradativa da viscosidade nos trés grupos de CCS e de PSI, sendo

que o grupo de meédia PSI apresentou a maior viscosidade no dia 90, conforme Figura
22.

Tabela 9 — Resultados de densidade do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS

CCS (x1.000 C/mL) Densidade (gr/L)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 1031,722 1032,222 1032,32° 1032,422 1032,422
626 a 659 1032,222 1032,622 1032,62° 1032,622 1032,722
730 a 859 1031,922 1032,322 1032,42° 1032,722 1032,92%

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia

Figura 13 - Evolucao da densidade do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x CCS
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Tabela 10 - Resultados de densidade do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI

PSI (x1.000 C/mL) Densidade (gr/L)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 1032,522 1032,422 1032,322 1032,1232 1032,422
290 a 420 1031,722 1032,322 1032,522 1032,622 1032,622
450 a 670 1033,122 1032,822 1032,822 1032,822 1033,122

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.



70

Figura 14 — Evolugao da densidade do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
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Tabela 11 - Resultados de EST do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

cCs
CCS (x1.000 C/mL) EST %
VP Dia0  Dia 30 Dia 60 Dia90  Dia 120
556 a 624 11,5422 11,6022 116122 11,6432 11,6222
626 a 659 11,5622 11,642° 11,6522 11,6622 11,6222
730 a 859 11,6522 11,702¢ 11,7322 11,7722 11,7322

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) n&o diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significdncia

Figura 15— Evolucao do EST do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x CCS
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Tabela 12 - Resultados de EST do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

PSI
PSI (x1.000 C/mL) EST %
VP Dia0 Dia30  Dia60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 11,5922 11,6622 11,6822 11,6722 11,6822
290 a 420 11,5322 11,6022 11,6222 11,6522 11,5922
450 a 670 11,6422 11,7022 11,6922 11,7422 11,7122

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho

(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 16 - Evolugdo do EST do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x PSI
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Tabela 13 — Resultados de lactose do leite UHT durante 120 dias de armazenamento

x CCS
CCS (x1.000 C/mL) Lactose %
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 4,3922 44022 4,4022 44122 4,4022
626 a 659 44022 4,3922 4,4022 44122 4,3922
730 a 859 44122 44122 4,3922 44422 4,4322

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho

(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.



72

Figura 17 - Evolugao da lactose do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
CCS
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Tabela 14 — Resultados de lactose do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x PSI

PSI (x1.000 C/mL) Lactose %
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 44122 44122 4,4022 44122 4,4022
290 a 420 4,3924 4,3922 4,4022 44122 4,392a
450 a 670 4,412a 4,4022 4,4022 444422 44122

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 18 - Evolugéo da lactose do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
PSI
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Tabela 15 — Resultados de gordura do leite UHT durante 120 dias de armazenamento

x CCS.
CCS (x1.000 C/mL) Gordura %
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 3,0922 3,07a2 3,092 3,07a2 3,0922
626 a 659 3,07a2 3,092 3,082 3,07a2 3,07a2
730 a 859 3,0922 3,152# 3,132# 3,132# 3,1422

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho

(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significAncia

Figura 19 - Evolugéo da gordura do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

CCS
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Dia 120

Tabela 16 — Resultados de gordura do leite UHT durante 120 dias de armazenamento

x PSI.
PSI (x1.000 C/mL) Gordura %
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 3,1322 3,2324 3,122a2 3,1022 3,1122
290 a 420 3,082 3,082 3,0722 3,072 3,0722
450 a 670 3,072# 3,1122 3,122a 3,0822 3,122a

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho

(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 20 — Evolugéo da gordura do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

PSI.
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Gordura % x PSI
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Tabela 17 — Resultados de viscosidade do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS.

CCS (x1.000 C/mL) Viscosidade (cP)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 1,4822 1,5122 1,5222 1,5122 1,5222
626 a 659 1,4822 1,4922 1,5022 1,5122 1,5122
730 a 859 1,4822 1,5022 1,5122 1,5222 1,5222

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 21 - Evolugao da viscosidade do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x CCS
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Tabela 18 — Resultados de viscosidade do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) Viscosidade (cP)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 1,4622 1,4722 1,4822 1,4922 1,4922
290 a 420 1,5022 1,56222 1,5322 1,5322 1,5632%
450 a 670 1,4822 1,4922 1,5122 1,5122 1,5222

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 22 - Evolugéo da viscosidade do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x PSI
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A partir dos resultados observados neste estudo apresentados acima, pode-se
afirmar que os grupos de CCS e também o tempo de armazenamento nao
influenciaram significativamente os resultados de densidade, extrato seco total,
lactose, gordura e viscosidade, da mesma forma, nao foi apontada nenhum indicio de
influéncia dos grupos de psicrotréficos quanto aos parametros de qualidade acima
retratados.

Melo Junior, (2005) em seu estudo sobre influéncia da CCS na viscosidade do
leite UHT, observou aumento na viscosidade ao longo da validade do leite UHT,
revelando a ocorréncia do processo de geleificagdo e refletindo o fato de que a
protedlise ndo é um processo imediato, pois a desestabilizagdo proteica € um
processo que exige, dentre outros fatores, um periodo de tempo relativamente longo
para que ocorra.



76

Datta e Deeth (2003), observaram em seus estudos que as viscosidades dos
leites gelificados foram altas, mas ndo houve correlagdo entre viscosidade e protedlise
nestes leites. De acordo com os autores, a viscosidade € alta quando o leite esta se
aproximando do ponto de gelificagdo, mas decresce posteriormente, quando o gel é
quebrado pela agdo proteolitica. Em seguida, a protedlise aumenta progressivamente
e atinge niveis mais altos, enquanto a viscosidade do leite retorna a baixos niveis.

Segundo Sanvido (2007), em geral, as populacdes de bactérias psicrotréficas
devem ser superiores a 106 UFC/mL™" para causar hidrdlise na caseina, impactar
negativamente quanto ao extrato seco e densidade, consequentemente o rendimento

em produtos lacteos.

4.3.1.3 Proteina, método Infravermelho e Kjeldahl

Os resultados obtidos para proteina total (analisados por infravermelho) e
proteina verdadeira (analisados utilizando o método Kjeldahl), encontram-se nas
Tabelas 19 a 22 e nas Figuras 23 a 26.

Nao foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os grupos de
CCS e de PSI estabelecidos sobre os resultados de proteina total nem de proteina

verdadeira, também nao houve interacao referente ao periodo de armazenamento.

Tabela 19 - Resultados de proteina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x CCS

CCS (x1.000 C/mL) Proteina % — Milkoskan
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 3,3522 3,3622 3,3522 3,3522 3,3422
626 a 659 3,3722 3,3722 3,3622 3,3722 3,3722
730 a 859 3,3422 3,3722 3,3622 3,3622 3,3622

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 23 — Evolugao da proteina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

CCS
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Tabela 20 — Resultados de proteina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento

x PSI
PSI (x1.000 C/mL) Proteina % — Milkoskan
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 3,3522 3,3722 3,3622 3,3522 3,3622
290 a 420 3,3522 3,3622 3,3622 3,3622 3,3622
450 a 670 3,3622 3,3822 3,3622 3,3722 3,3622

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 24 - Evolugao da proteina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x

PSI
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Tabela 21 - Resultados de proteina verdadeira do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS.

CCS (x1.000 C/mL) Proteina Verdadeira % — Kjeldahl
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 3,17 2@ 3,232a 3,3922 3,3224 3,2924
626 a 659 3,172a 3,232a 3,3422 3,3022 3,2422
730 a 859 3,1922 3,2122 3,2422 3,2122 3,2222

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 25 - Evolugdo da proteina verdadeira do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS
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Tabela 22 - Resultados de proteina verdadeira do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) Proteina Verdadeira % — Kjeldahl
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 3,132a 3,2822 3,312a 3,2322 3,232a
290 a 420 3,242a 3,1622 3,132a 3,3122 3,292a
450 a 670 3,182a 3,2522 3,2622 3,2522 3,222%

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 26 - Evolugdo da proteina verdadeira do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI
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Observou-se resultados de proteina relativamente maiores para as analises
realizadas pelo método infravermelho se comparado ao método Kjeldahl. Esta
diferenca pode ser explicada pelo fato de no método Kjeldahl ter sido considerado a
proteina verdadeira, ou seja, do resultado de proteina total € desconsiderada a fragéo
de nitrogénio n&o proteico NNP.

Melo Junior (2005), diferentemente deste presente estudo, observou redugao
do teor de proteinas totais para relacionadas a uma média de contagem de células
somaticas de 720.000 CS/mL foi mais severa em relacao a reducao do teor de proteina
de leite com média de 320.000 CS/mL, possivelmente por uma protedlise mais intensa,
devido a maior contagem de células, que liberaram proteases das proprias células

somaticas, bem como ativadores de plasminogénio.

4.3.1.4 Caseina, método Infravermelho e Kjeldahl

Quanto aos resultados das analises de caseina, os resultados das médias dos
grupos no decorrer do armazenamento encontram se nas Tabelas 23 a 26 e ilustrados
nas Figuras 29 a 33. Nos dois métodos utilizados nao foram observadas diferengas
significativas (p<0,05) entre os grupos de CCS ou de PSI, exceto no dia 120
relacionado a CCS, no método Kjeldahl, o grupo de alta CCS apresentou diferencga

significativa em comparagéo ao grupo de média CCS.
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Ja para a interagcdo dos grupos de CCS e de PSI com o periodo de
armazenamento, foi detectada diferenca significativa no (método infravermelho) no
grupo alto de PSI, referente aos dias 0 e 120, ja em relagdo a caseina analisada pelo
(método Kjeldahl), apresentou diferenca significativa no dia 30 para os trés grupos e
no dia 120 para o grupo alta de PSI e nos dias 90 e no dia 120, para os grupos

intermediaria a alta CCS.

Tabela 23 - Resultados de caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x CCS

CCS (x1.000 C/mL) Caseina % — Milkoscan
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 2,692a 2 57aa 2,5622 2,5522 2,5522
626 a 659 2,692a 2 58aa 2,5622 2,5522 2,5522
730 a 859 26122 25922 2,5822 2,5722 2,5722

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 27 - Evolugcdo da caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
CCS
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Tabela 24 - Resultados de caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x PSI

PSI (x1.000 C/mL) Caseina % — Milkoscan
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 2,5692a 2,6822 2,5622 2,652a 2,6522
290 a 420 2,5822 2,572 2,55322 2,542 2,5422
450 a 670 2,6222 2,602P 2,683b 2,68ab 2,532c¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.
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Figura 28 - Evolugao da caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
PSI
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Tabela 25 — Resultados de caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x CCS.

CCS (x1.000 C/mL) Caseina % - Kjeldahl
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 2,3422 2,56322 2,37 22 2,3522 2,3322
626 a 659 2,3222 2,5122 2,38 22 2,36 22 2,232ab
730 a 859 24122 2,40b2 2,36 22 2,27 ab 2,192ab

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 29 - Evolugao da caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
CCS

Caseina % (kjeldahl) x CCS

2,20
2,10
2,00
Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
Shelf life

=@=556 a 624 —@=0626 a 659 730 a 859



82

Figura 30 - Diferenca significativa entre os grupos de CCS relacionada a variavel
caseina (Kjeldalh), representag¢ao do dia de estocagem 120.
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Figura 31 - Evolugdo da caseina no decorrer do armazenamento para o grupo alta
CCS
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Através da Figura 29, observa-se que no grupo de CCS alta, a queda na
concentracdo de caseina no leite foi mais acentuada se comparado aos demais

grupos, evidenciando influéncia da alta CCS na protedlise da caseina.

Talukder e Ahmed (2017) relatam que, o nivel de plasmina no leite, que é uma
das principais enzimas envolvidas na protedlise, € influenciado pelo equilibrio
ativador-inibidor e o leite de uberes com contagens de células somaticas elevada,

potencializa a ativagao da plasmina e a protedlise.

Em vacas com mastite, ha um aumento da permeabilidade vascular nos
alvéolos do ubere, aumentando o influxo de componentes de origem do sangue para
o leite (p. ex., imunoglobulinas e soroalbumina bovina, neutrofilos e linfocitos) e

concomitante proteases como a plasmina (AULDIST et al., 1996).

Tabela 26 - Resultados de caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento
x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) Caseina % — Kjeldahl
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 2,312a 2,492b 2,392a 2,2822 2,282a
290 a 420 2,392a  2492ab 2,372a 2,352 2,26232
450 a 670 2,3722 2,472 2,3722 2,3122 2,192c¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 32 — Evolugdo da caseina do leite UHT durante 120 dias de armazenamento x
PSI
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Figura 33 — Evolugdo da Caseina no decorrer do periodo de armazenamento,
representacéo do grupo alta PSI.
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Ainda avaliando a caseina do leite UHT frente aos resultados de PSI do leite
cru, observa-se efeito linear de reducédo em funcdo do tempo de armazenamento a

partir do dia 30 de armazenamento.

As bactérias psicrotréficas produzem proteases que, mesmo parcialmente
desnaturadas, no processo UAT podem, através das remanescentes ou pela
regeneracgao, atuar sobre as proteinas, gerando peptideos de tamanhos variaveis, os
quais podem se associar com minerais do leite (MELO JUNIOR, 2005).

Recio et al., (2000), citam em seus estudos que a gelificagdo causada pelas
enzimas exogenas € geralmente atribuida a hidrélise de k-caseina, produzindo "para-

K-caseina" e um subproduto semelhante a um "glicomacropeptideo" de fase sérica.

Esta hidrélise de k-caseina é acompanhada encontrado por alguma hidrdlise
das outras caseinas, em particular B-caseina, mas geralmente menos extenso do que
a k-caseina. A hidrolise da k -caseina que se manifesta rapidamente em micelas de
caseina muito instaveis (MACHADO et al., 2017b).
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4.3.1.5 indices de protedlise, métodos Kjeldahl e Stick c-GMP

Em se tratando da protedlise, avaliados pelo método de Kjeldalh e pelo teste
Stick c-GMP, os resultados das médias dos grupos no decorrer do armazenamento

encontram se nas Tabelas 27 a 30 e ilustrados nas Figuras 34 a 41.

Em se tratando da CCS relacionada ao indice de protedlise (kjeldalh), foram
observadas diferencgas significativas (p<0,05) entre os grupos, a CCS alta foi diferente
nos dias 30, 90 e 120. Ao avaliar os resultados entre 0 mesmo grupo no decorrer dos
dias de armazenamento, foi observada diferencga significativa entre as analises nas
diferentes datas nos trés grupos avaliados, ou seja, houve crescente protedlise da
caseina no decorrer da validade de todos os lotes avaliados, independente da

classificacdo do nivel de CCS.

Ja em relacao ao teste c-GMP, foi observada diferenga significativas (p<0,05)
entre os grupos a CCS alta foi diferente no dia 90. Ao avaliar os resultados entre o
mesmo grupo no decorrer dos dias de armazenamento, também foi observada
diferenga significativa entre as analises nas diferentes datas nos trés grupos
avaliados, ou seja, da mesma forma que no método Kjeldalh, observou-se crescente
protedlise da caseina no decorrer da validade de todos os lotes avaliados,

independente da classificacdo do nivel de CCS.

Tabela 27 — Resultados de indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS.

CCS (x1.000 C/mL) indice de Protedlise - Kjeldahl
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 0,7422 0,7822 0,722b 0,722c¢ 0,702d
626 a 659 0,7422 0,782b 0,7322 0,7222 0,692¢
730 a 859 0,7622 0,75b° 0,7222 0,70 b= 0,67°¢

Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna (grupo de CCS) e na linha, em vermelho (dias
de armazenagem), nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia
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Figura 34 — Evolugdo do indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS
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Figura 35 - Diferenca significativa entre os grupos de CCS relacionada a variavel
indice de protedlise (Kjeldalh), representagao do dia de estocagem 120
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Figura 36 - Evolucao da protedlise no decorrer do armazenamento para o grupo alta
CCS
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Shelf Life - Protedlise x Alta CCS
Current effect: F(4, 10)=12,382, p=,00069
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Tabela 28 - Resultados de indice de protedlise c-GMP do leite UHT durante 120 dias
de armazenamento x CCS.

CCS (x1.000 C/mL) c-GMP (mg/mL)
VP Dia0  Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120

556 a 624 0,002  30ab 602° 602° 75ad

626 a 659 0,0022  15ab 41ac 5304 75a¢

730 a 859 0,0022  20ab 60 a° 7500 75ad

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 37 — Evolugdo do indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS
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Os resultados referente a influécnia da CCS na protedlise no leite UHT deste
estudo concordam com os dados reportados por Verdi et al., (1991), os quais sugerem
atividade proteolitica associada a alta CCS, afirmaram que a protedlise do leite
aumenta com o incremento da CCS, prejudicando a qualidade do produto ao longo da
vida de prateleira. Fernandes (2007), constatou que este fato € também verdadeiro

para o leite UHT, sobretudo no final de sua vida de prateleira.

Melo Junior (2005), relata a possibilidade de que o aumento da protedlise e da
sedimentagao ao longo do tempo de estocagem em leites com alta CCS, ser causada
pelo rompimento das células somaticas durante o processamento UHT (no estagio de
homogeneizacgao do leite), liberando proteases das préprias células somaticas, bem

como ativadores de plasminogénio.

Kelly e Folley (1997), investigaram a protedlise no produto preparado com leite
cru integral com baixa e alta contagem de células somaticas e encontraram que altos
niveis de protedlise em leites UHT com alta contagem de células somaticas estao
associados a gelificagdo precoce, possivelmente por meio da atividade da plasmina

associada a célula somatica.

Hurley et al.,, (2000) afirma que, além da ativagdo do plasminogénio, os
lisossomos das células somaticas contém enzimas proteoliticas, dentre as quais a
catepsina D, que pode produzir para-k-caseina e caseinomacropeptideo a partir da k-
caseina e, em altas concentragdes, pode causar a coagulacao do leite (Hurley et al.,
2000).

Ao relacionar a protedlise do leite UHT com as faixas de PSI, no indice de
protedlise (kjeldalh) ndo foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os
grupos. Ja na avaliacao dos resultados entre os mesmos grupos no decorrer dos dias
de armazenamento, foi observada diferenca significativa entre as analises nas
diferentes datas nos grupos de PSI média e alta. Notou-se ainda crescente protedlise
da caseina no decorrer da validade de todos os lotes avaliados, significativamente nos

grupos médio e alto, embora mais acentuada no grupo de alta PSI.

Tabela 29 - Resultados de indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) indice de Protedlise - Kjeldahl

VP Dia O Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
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140 a 260 0,7422 0,752° 0,7222 0,7222 0,69622
290 a 420 0,7522 0,7923b 0,732z 0,72a2¢ 0,6922°¢
450 a 670 0,7423 0,762c¢  0,72232 0,70a2¢ 0,6662°¢

Médias seguidas de mesma letra minascula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 38 - Evolugdo do indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI
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Figura 39 - Evolucao da protedlise no decorrer do armazenamento para o grupo alta
PSI

PSI (alto) x Protedlise
Current effect: F(4, 10)=13,260, p=,00052
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Ja em relacéo a influéncnia dos prsicrotroficos do leite cru sobre a protedlise
testada pelo c-GMP, foi observada diferenga significativas (p<0,05) entre os grupos,
relacionado a alta PSI, foi diferente nos dias 60 e 90. Ao avaliar os resultados entre o
mesmo grupo no decorrer dos dias de armazenamento, também foi observada
diferenga significativa entre as analises nas diferentes datas nos trés grupos
avaliados, ou seja, da mesma forma que no método Kjeldalh, observou-se crescente
protedlise da caseina no decorrer da validade de todos os lotes avaliados,
independente da classificacdo do nivel de PSI, contudo n&o foi significativo (p<0,05)
entre os dias 60 e 90 para o grupo baixo PSI e dias 90 e 120 dias para o grupo alta
PSI. O grupo alta PSI atingiu o limite maximo de deteccéo do teste (75mg/mL) no dia

90 de armazenamento.

Tabela 30 - Resultados de indice de protedlise c-GMP do leite UHT durante 120 dias

de armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) c-GMP (mg/mL)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120

140 a 260 0,002 10,0022 30,002  4502c 752¢
290 a 420 0,002  30,002°  63,75°°  63,7b¢ 7524
450 a 670 0,002 20,0022  60,00°>  75,00° 7520

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 40 - Evolugcdo do indice de protedlise do leite UHT durante 120 dias de

armazenamento x PSI.
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Figura 41 - Evolugao da protedlise (c-GMP) no decorrer do armazenamento para o
grupo alta PSI
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As proteases bacterianas causa protedlise predominantemente a k-caseina,
levando a formagao de material semelhante a para-k-caseina, e, em um menor grau,
a-caseina, proteinas de soro de leite e também a B-caseina (MALMGREN et al.,
2017).

As outras partes da caseina, em particular a B-caseina, também foi relatado
como sendo hidrolisada, mas n&do sempre na mesma taxa que a k-caseina. Em um
armazenamento mais longo, ocorre mais hidrolise formando peptideos menores

derivados de todas as partes das caseinas do leite (ZHANG et al., 2020).

Embora neste estudo tenhamos constatado protedlise, ndo observamos
indicios de formacao de gelificagéo, além de as alteragdes quanto a viscosidade terem

sido discretas para os trés grupos de psicrotroficos.

Nem todas as amostras de leite com altos niveis de bactérias psicrotroficas
produzem proteinases suficientes para causar gelificagdo. Datta e Deeth (2003), em
seus estudos, observaram que algumas amostras de leites cru com alta contagem de
psicrotroficos, ndo apresentaram evidéncias de enzimas proteoliticas no leite UHT,
enquanto outras amostras de leite armazenados em condigbes e contagens de

psicrotrofos semelhantes, apresentavam altos niveis de enzimas proteoliticas.
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Nem todas as enzimas proteoliticas produzidas por bactérias psicrotréficas séo
suficientemente estaveis ao calor para sobreviver ao processamento UHT. A
estabilidade ao calor depende da espécie, e alguns dos tratamentos térmicos de baixa
temperatura e longo tempo sao suficientes para desativar estas enzimas (ANEMA,
2019).

Como as bactérias psicrotréficas produzem enzimas extracelulares no final da
fase de crescimento exponencial, um leite de boa qualidade, que é pasteurizado logo
apo6s a coleta na fazenda, pasteurizado e /ou processado por UHT rapidamente, nao

tera problemas com gelificagao por enzimas exégenas (STOECKEL et al., 2016a).

Além das alternativas de controle e mitigagdo da atividade enzimatica por
temperatura de processamento, a principal forma de controle s&o os investimentos na
qualidade do leite em nivel de fazenda, transporte e estocagem, referente a higiene
de ordenha e equipamentos, refrigeracao eficiente e menores tempos de estocagem

até o processamento.

4.3.1.6 Sedimentacao

Sobre as analises de sedimentagao, avaliados pelo método de Silva (2003), os
resultados das médias dos grupos de CCS e de PSI no decorrer do armazenamento

encontram se nas Tabela 31 e 32 e ilustrados nas Figuras 42, 43, 44 e 45.

Foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos de CCS.
O grupo alto apresentou-se diferente nos dias 30 e 60. Ao avaliar os resultados entre
0 mesmo grupo no decorrer dos dias de armazenamento, foram observadas
diferencgas significativas no grupo de CCS alta dias 0 e 30 e no grupo de média CCS
nos dias 90 e 120. Nao foi possivel observar nenhuma tendéncia de sedimentacgao
mais acentuada relacionada a algum grupo, ou seja, por base nos resultados deste
estudo pode-se afirmar que os resultados de CCS nao influenciaram na
sedimentacgao.

Tabela 31 - Resultados de sedimentagcdo do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS

CCS (x1.000 C/mL) Sedimentagao (gr)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
556 a 624 0,0022 0,0022 0,0902P 0,3652°¢ 0,411ac¢
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626 a 659 0,0022 0,20°® 0,210b° 0,2742°¢ 0,3212°¢
730 a 859 0,0022 0,0022 0,240°b° 0,3302°¢ 0,3802¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de CCS) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 42 - Evolugdo da sedimentagcdo do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x CCS
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Figura 43 - Evolucao da sedimentacdo no decorrer do armazenamento para o grupo
alta CCS
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Melo Junior (2005), em um estudo semelhante, observou que nao houve
diferencgas estatisticas para os niveis de contagens de células somaticas e a formagao

de sedimentos.

Da mesma forma, ao relacionar a sedimentagcdo com os grupos de PSI, ndo
foram observadas diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos de baixa, média
e alta PSI relacionado a sedimentacdo. Contudo, ao avaliar os resultados entre o
mesmo grupo no decorrer dos dias de armazenamento, foi observada diferenca
significativa no grupo de PSI baixa, média e alta dias 90 e 120. Assim como observado
para CCS, ndo foi possivel observar nenhuma tendéncia de sedimentagcdo mais
acentuada relacionada a algum grupo, ou seja, por base nos resultados deste estudo
pode-se afirmar que os indices de psicrotréficos também ndo influenciaram na

sedimentacgao.

Tabela 32 - Resultados de sedimentacdo do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI.

PSI (x1.000 C/mL) Sedimentagao (gr)
VP Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120
140 a 260 0,0022 0,002a 0,152a°b 0,4122c¢ 0,4012ac
290 a 420 0,0022 0,022a 0,052a 0,2592P 0,3322c¢
450 a 670 0,0022 0,0022 0,172ab 0,3142c 0,3762¢

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna (grupo de PSI) e na mesma linha, em vermelho
(dias de armazenagem) nao diferem entre si, pelo teste Tukey, a 5% de significancia.

Figura 44 - Evolucdo da sedimentacédo do leite UHT durante 120 dias de
armazenamento x PSI.

Sedimentacao (gr) x PSI

0,45
0,40 —0
—~ 0,35
S
S 0,30
S
025
é 0,20
5 0,15
(0]
» 0,10
0,05
0,00

Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Dia 120

Shelf Life
=@=140 3 260 —8=290 a 420 450 a 670



95

Figura 45 - Evolugdo da sedimentagcé&o no decorrer do armazenamento para o grupo
alta PSI
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A sedimentacao é geralmente explicada como um fendmeno inevitavel, que
aumenta rapidamente depois do processamento térmico, pelo aumento do peso das
micelas de caseina aquecidas e desnaturagao das soro proteinas, que se depositam

no fundo da embalagem de leite quando este é estocado (COSTA, 2014).

Os niveis de sedimentacdo aumentam com o tempo de armazenamento para
ambos as formas de tratamento UHT, indireto e direto. De forma similar, o
armazenamento de leite em temperaturas mais altas podem aumentar os niveis de
sedimento (GAUR; SCHALK; ANEMA, 2018).

Melo Junior (2005) em seu estudo de correlagdo de psicrotréficos com
sedimentacgao, citou que a qualidade microbiolégica do leite cru influéncia no aumento
da sedimentagao durante a estocagem, possivelmente devido a protedlise anterior ao
tratamento térmico, embora tenha observado diferenca estatistica entre niveis de
contagens de microrganismos psicrotréficos e a formagao de sedimentos durante o

tempo de estocagem.

Quando a sedimentagéo ocorre lentamente ao longo do tempo, o fenébmeno

geralmente pode ser considerado como o0 assentamento natural de particulas
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coloidais do leite. Esse tipo de assentamento € natural, embora possa se manifestar
como gelificagao de idade quando as particulas sedimentadas se fundem para formar
uma rede. Boa parte dos estudos sobre sedimentacdo sdo observacionais e nao
determinam a causa raiz da sedimentagdo acelerada (GAUR; SCHALK; ANEMA,
2018).

Os niveis de sedimentagdo aumentam com o tempo de armazenamento para
ambos as formas de tratamento UHT, indireto e direto. De forma similar, o
armazenamento de leite em temperaturas mais altas podem aumentar os niveis de
sedimento (VESCONSI; VALDUGA; CICHOSKI, 2012).

Dalgleish (2011) afirmou em seu estudo que que micelas de caseinas no leite
fluido ira sedimentar naturalmente com o tempo, concentrando-se na base da
embalagem. No entanto, este processo é lento e improvavel que seja um problema

para amostras de leite UHT.

Em suma, observou-se neste estudo que no decorrer da vida de prateleira do
leite UHT houve aumento da protedlise da caseina. Constatou-se ainda que a CCS
influenciou nos indices de protedlise, ou seja, quanto maior a CCS, maior foi a

protedlise no periodo final do tempo de armazenamento de 120 dias.

Desta forma, recomenda-se a producgao de leite UHT a partir de leite cru com
menores indices possiveis de CCS. Nao menos importante, deve-se garantir as
condicbes higiénico-sanitarias de obtengdo, transporte, refrigeracdo e
processamento, visando uma matéria-prima com baixa contagem de psicrotroéficos,
visando evitar os possiveis efeitos da protedlise, garantindo um produto mais estavel

ao longo da vida de prateleira.

5 CONCLUSOES

De acordo com as observagdes e os resultados obtidos neste estudo, conclui-

se que:

v" Nao houve diferenga nas caracteristicas fisico-quimicas no leite cru e do leite

pasteurizado relacionados aos trés niveis de células somaticas ou de
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microrganismos psicrotroficos, exceto para estabilidade a prova do alcool, onde
o grupo de CCS mais baixa apresentou maior estabilidade.

Houve um decréscimo do pH ao longo da vida de prateleira do leite UHT, com
maior intensidade nos grupos de alta CCS e de psicrotréficos;
Independentemente dos grupos de CCS ou dos psicrotroficos, a viscosidade
aparente no leite UHT aumentou durante o periodo de armazenamento,
contudo, sem tendéncias quanto aos grupos de psicrotréficos ou CCS.

A CCS esta relacionada a diminuicdo da caseina em relagdo a proteina
verdadeira no leite UHT no decorrer do periodo de armazenamento.

A protedlise aumentou consideravelmente no decorrer do periodo de
armazenamento para todos os grupos de CCS e de psicrotréficos, contudo
mais pronunciado nos grupos altos.

Houve gradual elevagao nos valores de sedimentagdo das amostras de leite
UHT integral ao longo da vida de prateleira, contudo nao foi apontada influéncia
da CCS ou dos psicrotroficos;

As contagens de células somaticas nas amostras de leite cru, bem como parte
dos resultados de psicrotréficos, apresentaram valores elevados, indicando
que os aspectos higiénico-sanitario ainda deixam a desejar, programas de
melhoria da qualidade devem ser efetivos nos trabalhos junto aos produtores
de leite, com foco na importancia da higiene de ordenha e da sanidade animal
sobre a qualidade do leite e derivados, bem como as bonificar aos que

alcangcam os resultados esperados pela industria.
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Anexo | — Resultados Individualizados das amostras de leite cru

Analises Fisico-quimicas, CCS e UFC do leite cru (total 10 amostras)

N° Data co- CCs CCS UFC Me- UFC Alcool Acidez | Densidade | Proteina | Caseina | Lactose | Gordura | EST Ig?nliﬂg
Amostra leta Silo | Lote | leite cru | Past. sofilos PSI °GL pH I.C°H % g/L % % % % % / mL)
1 02/04/21 | 8 | 3557 |695.000 | 394.000 | 220.000 | 370.000 80 6,74 -0,536 0,15 1032,2 3,4 2,58 4,42 3,70 [1264| O
2 03/05/21 | 3 | 3615 556.000 | 333.000 | 670.000 | 420.000 82 6,73 -0,541 0,14 1031,7 3,3 2,54 4,38 3,70 |11,88] O
3 10/05/21 | 8 | 3689 | 730.000 | 433.000 | 170.000 | 260.000 80 6,69 -0,540 0,15 1031 3,3 2,48 4,38 356 12,29 O
4 11/05/21 | 3 | 3702 | 626.000 | 467.000 | 510.000 | 450.000 80 6,75 -0,545 0,14 1030,6 3,30 2,52 4,38 359 [1240| O
5 12/05/21 | 6 | 3714 | 624.000 | 401.000 | 220.000 | 290.000 82 6,71 -0,547 0,14 1031,6 3,32 2,54 4,43 3,81 1250 O
6 13/05/21 | 8 | 3723 | 656.000 | 443.000 | 73.000 | 140.000 81 6,80 -0,536 0,15 1032,1 3,35 2,53 4,41 365 |1190] O
7 16/05/21 | 5 | 3749 |561.000 | 371.000 | 120.000 | 260.000 82 6,72 -0,546 0,14 1031,5 3,33 2,52 4,41 392 [12,39| O
8 17/05/21 | 4 | 3761 | 732.000 | 385.000 | 210.000 | 670.000 80 6,75 -0,548 0,15 10314 3,34 2,54 4,38 3,90 [12,36| O
9 18/05/21 | 6 | 3774 | 688.000 | 424.000 | 100.000 | 420.000 79 6,72 -0,539 0,15 1032,0 3,31 2,52 4,39 355 1250 O
10 19/05/21 | 8 | 3375 | 859.000 | 449.000 | 380.000 | 580.000 80 6,68 -0,536 0,15 1032,2 3,35 2,54 4,39 355 |1245] O




Anexo Il — Resultados Individualizados das amostras de Leite Pasteurizado

Analises do Leite Pasteurizado / Padronizado para UHT (total 10 amostras)

Arwos- Data co- Alcool Acidez | Densidade | Proteina | Caseina | Lactose | Gordura | EST CAS | Indice C(ﬁ'\g;”/D
tra leta Silo | Lote | °GL pH [I.C°H % g/L % % % % % PV % % Prot mL)
1 02/04/21 | 8 |3557| 85 |6,71 0,5;48 0,15 1032,4 3,41 2,58 4,42 3,08 | 11,64 | perda | perda | perda 0
2 03/05/21 | 3 |3615| 85 |6,81 0,5;40 0,15 1031,0 3,29 2,48 4,37 3,01 11,36 | 3,15 | 2,36 | 0,75 0
3 10/05/21 | 8 [3689| 85 |6,82 0,5;44 0,15 1030,9 3,29 2,48 4,38 310 |[11,52| 3,09 | 2,43 | 0,79 0
4 11/05/21 | 3 [3702| 85 |6,83 0,5;42 0,14 1030,6 3,30 2,49 4,37 3,02 |[11,40]| 3,04 | 2,29 | 0,75 0
5 12/05/21 | 6 |3714| 85 |6,79 0,5_47 0,16 1031,3 3,32 2,48 4,39 3,08 |[11,55] 3,29 | 2,40 | 0,73 0
6 13/05/21 | 8 |3723| 85 |6,81 0,5-51 0,15 1032,8 3,34 2,53 4,41 3,05 |[11,50] 3,21 | 2,26 | 0,70 0
7 16/05/21 | 5 |3749| 85 |6,80 0,5-46 0,14 1030,7 3,32 2,49 4,38 3,06 [11,41] 3,08 | 225 | 0,73 0
8 17/05/21 | 4 |3761| 85 [6,85 0,5-52 0,14 1031,4 3,38 2,54 4,39 3,06 |[11,56| 3,15 | 2,27 | 0,72 0
9 18/05/21 | 6 |3774| 85 |6,81 0,5-46 0,14 1032,0 3,34 2,52 4,38 3,04 |11,50| 3,27 | 2,41 | 0,76 0
10 19/05/21 | 8 [3375] 85 |6,80 0,5-44 0,15 1032,2 3,35 2,54 4,4 3,07 |[11,55]| 3,34 | 2,54 | 0,76 0




Anexo Ill — Resultados Individualizados das amostras de leite UHT

Analises de acompanhamento do produto durante processamento e envase asséptico (Dia — 0, total 10 amostras)

. Densidade Viscosidade
Amostra | Data envase | Lote | Alcool °GL | pH | I.C °H | Acidez % g/L Proteina % | Caseina % |Lactose % | Gordura% |[EST % cP cGMP
1 02/05/21 3557 85 6,70 | -0,541 0,15 1032,0 3,40 2,57 4,40 3,10 11,62 1,45 0
2 03/05/21 3615 85 6,69 | -0,536 0,15 1033,0 3,31 2,58 4,37 3,07 11,45 1,51 0
3 10/05/21 3689 85 6,78 |-0,540 0,15 1033,6 3,30 2,55 4,38 3,13 11,59 1,48 0
4 11/05/21 3702 85 6,81 0,539 0,14 1033,3 3,37 2,59 4,38 3,07 11,55 1,46 0
5 12/05/21 3714 85 6,80 | -0,549 0,15 1030,6 3,36 2,60 4,41 3,10 11,59 1,52 0
6 13/05/21 3723 85 6,76 | -0,544 0,15 10324 3,38 2,62 4,44 3,08 11,61 1,49 0
7 17/05/21 3749 85 6,73 ]-0,540 0,15 1031,6 3,37 2,59 4,40 3,10 11,58 1,42 0
8 17/05/21 3761 85 6,74 |-0,548 0,15 1032,4 3,38 2,64 4,43 3,06 11,65 1,44 0
9 18/05/21 3774 85 6,75 | -0,540 0,15 1031,2 3,32 2,58 4,36 3,04 11,46 1,51 0
10 19/05/21 3775 85 6,72 |-0,538 0,14 1033,5 3,33 2,63 4,42 3,07 11,71 1,53 0




Analises de acompanhamento do produto durante processamento e envase asséptico (Dia — 30, total 10 amostras)

Alcool Acidez | Densidade | Proteina | Caseina | Lactose | Gordura | EST | Viscosidade | Sediment. Protedlise | cGMP (mg/
Amostra| °GL | pH | I.C°H % gr/L % % % % % cP (gr) PV % | CAS % % mL)
1 85 |6,78| -0,549 | 0,14 1033,0 3,42 2,58 4,43 3,07 11,7 1,46 0 3,25 2,63 0,81 30
2 85 |6,75]| -0,542 | 0,14 1032,4 3,34 2,55 4,37 3,06 |11,53 1,56 0 3,15 2,56 0,81 30
3 85 |6,78| -0,541 | 0,15 1032,2 3,33 2,56 4,38 3,23 11,69 1,49 0 3,17 2,38 0,75 0
4 85 |6,76| -0,542 | 0,15 1032,6 3,34 2,57 4,35 3,13 11,69 1,46 0 3,3 2,59 0,79 0
5 85 |6,79]| -0,544 | 0,14 1032,5 3,36 2,59 4,42 3,15 11,69 1,53 0 3,15 2,40 0,76 30
6 85 |6,76| -0,549 | 0,15 1033,5 34 2,61 4,41 3,12 |11,72 1,50 0 3,29 2,45 0,74 0
7 85 [6,82]| -0,546 | 0,14 1031,6 3,37 2,57 4,4 3,01 11,57 1,43 0 3,39 2,63 0,77 30
8 85 |6,81| -0,55 0,14 1032,4 3,4 2,61 4,44 3,04 |11,67 1,48 0 3,15 2,35 0,75 30
9 85 6,8 | -0,543 | 0,14 1031,2 3,33 2,55 4,35 3,05 |11,46 1,52 0,8 3,07 2,37 0,77 30
10 85 [6,82]| -0,54 0,14 1033,5 3,39 2,61 4,41 3,17 [ 11,73 1,54 0 3,31 2,47 0,75 30




Analises de acompanhamento do produto durante processamento e envase asséptico (Dia — 60, total 10 amostras)

] Densi- indice cGMP

Amos- | Alcool Acidez | dade Prote- Case- Lac- Gor- Viscosi- Sedi- Proteo- (mg/
tra °GL pH I.C°H % (gr/L) ina % ina % tose % |dura% |EST% |dade (cP) |ment.(gr)| PV % CAS % lise mL)
1 85 6,70 | -0,542 | 0,15 1033,00 3,41 2,55 4,45 3,08 11,73 1,48 0,04 3,47 2,36 0,74 30
2 85 6,70 | -0,540 | 0,15 1033,00 3,34 2,54 4,37 3,05 11,54 1,57 0,05 3,39 2,47 0,72 75
3 85 6,76 | -0,540 | 0,15 1032,10 3,32 2,54 4,37 3,12 11,70 1,49 0,30 3,22 2,36 0,73 30
4 85 6,71 | -0,540 | 0,15 1032,60 3,33 2,55 4,38 3,08 11,59 1,48 0,10 3,28 2,38 0,73 30
5 85 6,70 | -0,542 | 0,14 1032,50 3,36 2,58 4,42 3,09 11,70 1,54 0,15 2,48 2,39 0,74 30
6 85 6,68 | -0,55 | 0,15 1033,40 3,40 2,60 4,43 3,10 11,74 1,51 0,06 3,42 2,54 0,73 30
7 85 6,72 | 0,54 | 0,15 1031,50 3,35 2,55 4,40 3,13 11,59 1,44 0,08 3,29 2,26 0,71 30
8 85 6,74 | -0,54 | 0,15 1032,30 3,39 2,60 4,37 3,11 11,69 1,50 0,30 3,17 2,33 0,71 75
9 85 6,75 | 0,54 | 0,15 1031,40 3,31 2,54 4,34 3,04 11,52 1,52 0,01 3,19 2,24 0,70 75
10 85 6,72 | 0,54 | 0,14 1033,60 3,37 2,60 4,44 3,16 11,79 1,54 0,11 3,33 2,40 0,72 75




Analises de acompanhamento do produto durante processamento e envase asséptico (Dia — 90, total 10 amostras)

. Acidez | Densidade Caseina | Lactose | Gordura Viscosidade | Sedimentagao CAS indice C-GMP

Amostra | Alcool | pH | I.C°H % (gr/L) Proteina % | % % % EST % | cP (gr) PV % % Protedlise | (mg / mL)
1 85 6,78 |-0,542 | 0,15 1033,0 3,41 2,53 4,45 3,08 11,75 1,51 0,340 3,22 | 2,34 0,73 30
2 85 6,75 | -0,542| 0,15 1033,0 3,33 2,53 4,40 3,06 11,62 1,55 0,210 342 | 244 0,71 30
3 85 6,66 | -0,545| 0,15 1032,2 3,32 2,53 4,39 3,13 11,7 1,5 0,351 3,15 | 2,24 0,71 75
4 85 6,67 |-0,539| 0,15 10324 3,33 2,55 4,38 3,09 11,61 1,48 0,303 324 | 235 0,72 75
5 85 6,68 | -0,545| 0,14 1032,7 3,36 2,56 4,43 3,1 11,71 1,55 0,363 3,25 | 2,37 0,73 30
6 85 6,68 | -0,547 | 0,15 10334 3,40 2,59 4,42 3,08 11,75 1,51 0,329 344 | 2,52 0,73 30
7 85 6,66 | -0,543 | 0,15 1031,5 3,37 2,55 4,41 3,07 11,6 1,42 0,522 3,28 | 2,23 0,73 30
8 85 6,63 | -0,540| 0,15 1032,7 3,40 2,59 4,46 3,1 11,81 1,51 0,260 3,17 | 2,22 0,7 75
9 85 6,66 | -0,535| 0,15 1031,7 3,33 2,53 4,37 3,03 11,53 1,52 0,123 3,33 | 2,25 0,71 75
10 85 6,65 | -0,547 | 0,15 10334 3,37 2,59 4,48 3,17 11,8 1,55 0,380 3,33 | 2,35 0,68 75




Analises de acompanhamento do produto durante processamento e envase asséptico (Dia — 120, total 10 amostras)

Amos- Alcool Acidez | Densidade | Proteina | Caseina | Lactose | Gordura Viscosi- Sedimenta- CAS | indice Pro- C(-r(r?g/l /P
tra °GL pH I.C°H % (gr/L) % % % % EST % dade cP cdo (gr) PV % % tedlise mL)
1 85 6,7 |-0,550| 0,15 1032,9 3,4 2,53 4,41 3,08 11,69 1,51 0,401 3,31 2,28 0,69 75
2 85 6,68 |-0,538 | 0,15 1033 3,32 2,52 4,39 3,06 11,54 1,56 0,325 3,39 2,3 0,68 75
3 85 6,65 |-0,545| 0,16 1032,3 3,33 2,52 4,39 3,13 11,67 1,51 0,355 3,23 2,23 0,68 75
4 85 6,66 |-0,537| 0,16 1032,7 3,33 2,55 4,36 3,08 11,59 1,51 0,342 3,22 2,21 0,68 75
5 85 6,68 |-0,545| 0,15 1032,7 3,36 2,56 4,41 3,1 11,66 1,54 0,361 3,25 2,28 0,70 75
6 85 6,69 | -0,55 | 0,15 10334 3,39 2,58 4,42 3,09 11,71 1,51 0,302 3,22 2,2 0,69 75
7 85 6,64 |-0,545| 0,15 1031,6 3,35 2,55 4,40 3,12 11,66 1,45 0,547 3,23 24 0,72 75
8 85 6,63 |-0,552| 0,15 1032,9 3,39 2,28 4,45 3,11 11,77 1,50 0,335 3,23 2,23 0,66 75
9 85 6,64 0,54 | 0,15 1031,8 3,37 2,53 4,36 3,04 11,48 1,50 0,241 3,20 2,24 0,70 75
10 85 6,63 |-0,546 | 0,16 1033,7 3,37 2,57 4,44 3,18 11,76 1,55 0,450 3,20 2,12 0,66 75
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