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RESUMO GERAL

O armazenamento do leite sob refrigeracdo e o consequente crescimento
das bactérias psicrotréficas e a atuagdo de suas enzimas podem trazer alteragcoes
as caracteristicas do proprio leite e as caracteristicas do queijo, principalmente
durante sua matura¢do. A fim de obter dados para verificar como estas varidveis
influenciam as caracteristicas do leite utilizado para a produgdo de derivados e a
qualidade, o rendimento e as caracteristicas durante a maturagdo do queijo tipo
prato, foram realizadas inocula¢des no leite com baixa e alta contagem de
bactérias psicrotréficas, o qual foi armazenado nas temperaturas de 4°C, 7°C e
10°C, por 24, 48 e 72horas. O leite foi analisado em cada intervalo de tempo nas
respectivas temperaturas e com ele foi fabricado queijo prato. Os queijos foram
analisados durante 60 dias de maturacdo. Foi verificado aumento da contagem
das bactérias psicrotréficas no leite com o aumento do tempo e da temperatura,
sendo mais expressivo quando o leite foi inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotroficas. As alteracdes na qualidade deram-se em relacdo a um
aumento da atividade proteolitica e lipolitica no leite, e, assim, ocorreu o
aumento de proteinas soliveis e na quantidade de dcidos graxos livres. A
contagem inicial de bactérias psicrotréficas, o tempo e a temperatura de
armazenamento do leite influenciaram de forma direta a qualidade final do leite,
a qual modificou substancialmente a composi¢do e o rendimento do queijo prato,
percebendo-se as seguintes mudancas: alteracdo no tempo de coagulacdo do
leite, alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas e queda significativa no
rendimento. Os queijos produzidos com leite inoculado com alta e baixa
contagem de bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas apresentaram, durante a maturacio, maiores indices proteoliticos
devido a maior umidade, ao maior teor de 4cidos graxos livres pela agcdo das
enzimas lipoliticas, ao aumento do pH devido a maior protedlise e a alteracdo na
colorag@o. Essas alteracdes podem influenciar de forma negativa a aceitagdo dos
queijos prato pelo consumidor, uma vez que se obtiveram queijos com
caracteristicas diferentes do queijo prato produzido com leite recém-ordenhado.
Assim, € necessdrio o controle da contaminacio inicial do leite com bactérias
psicrotréficas, o tempo e a temperatura de armazenamento do leite, mesmo que
estes estejam dentro dos padrdes exigidos pela legislacdo, evitando, assim, a
perda de rendimento e da qualidade, e alteracdes das caracteristicas durante a
marturagdo.

Palavras-chave: Refrigeracdo do leite. Qualidade do leite. Qualidade do queijo
Prato. Rendimento de produgdo. Protedlise. Lipdlise.



GENERAL ABSTRACT

Milk storage under refrigeration and the consequent growth of
psychrotrophic bacteria and the acting of their enzymes can bring alterations to
the characteristics of milk itself and to the characteristics of the cheese, chiefly
during its ripening. In order to obtain data to verify how these variables
influence the characteristics of the milk used for the production of dairy products
and the quality, yield and the characteristics during the ripening of the prato-
type cheese. Inoculations were conducted in the milk with high and low count of
psychrotrophic bacteria, which was stored at the temperatures of 4C, 7C and 10
C for 24, 48 and 72 hours. The milk was analyzed at each time interval at the
respective temperatures and with it prato cheese was manufactured. The cheeses
were analyzed for 60 days’ ripening. Increased count of psychrotrophic bacteria
in the milk with increasing time and temperature was found, its being more
expressive when milk was inoculated with high count of psychrotrophic
bacteria. The alterations in the milk quality took place in relation to an increase
of the proteolytic and lypolytic activity in the milk and so the increase o soluble
proteins and in the amount of free fatty acids occurred. The initial count of
psychrotrophic bacteria, the time and temperature of storage of the milk
influenced in a direct way the final quality of the milk, which modified markedly
both the composition and yield of prato cheese, the following changes: being
realized: alterations in the milk coagulation time, alterations of the
physicochemical characteristics and significant fall in yield. The cheeses
produced from milks inoculated with a high and low count of psychrotrophic
bacteria and stored at different times of times and temperatures presented, during
ripening, higher proteolytic indices due to the increased moisture, increased free
fatty acid content through the action of the lypolitic enzymes, to the rise of pH
owing to the greater proteolysis and to the alteration in the coloration. These
alterations can influence in a negative way the acceptance of prato cheeses by
the consumer, since cheeses with characteristics different from the prato cheese
produced from freshly milked milk. So, the control is necessary of the initial
contamination by psychrotrophic bacteria, storage time and temperature of milk
is needed, even these are within the standards demanded by legislation,
preventing thus the loss of yield and quality and alterations of the characteristics
during ripening.

Keywords: Milk refrigeration. Milk quality. Prato cheese quality. Production
yield. Proteolysis. Lipolysis.
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1 INTRODUCAO

A inddstria queijeira do Brasil estd conseguindo elaborar produtos que
vém obtendo, gradativamente, melhor aceitacio no mercado. Entretanto, a
inddstria pode vir a ter prejuizos e baixa competitividade devido a baixa
qualidade de seus produtos, a qual pode ser consequéncia da qualidade do leite.

Devido a importancia da qualidade do leite para a industria laticinista e a
constatacdo da baixa qualidade do produto no Brasil, foi elaborada a Instrucdo
Normativa n°51, do Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, editada
em 2002 e em vigor desde 2005, que fixou os requisitos minimos para a
producdo, a identidade e a qualidade, e regulamentando a coleta e o transporte
do leite. Em 2011, alguns regulamentos da Instrugdo Normativa n°51 (BRASIL,
2002) foram revogados pela Instru¢do Normativa n°62, de 29 de dezembro de
2011 (BRASIL, 2011), dentre estes o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico da Coleta de Leite
Cru, Refrigerado e seu Transporte a Granel.

Uma das grandes contribui¢des que Instru¢do Normativa n°51 (BRASIL,
2002) trouxe para a melhoria da qualidade do leite foi a regulamentacdo da
conservacgao, da coleta e do transporte de leite cru refrigerado, a qual também ¢é
regulamentada pela legislacdo em vigor. A Instru¢cdo Normativa n°62 (BRASIL,
2011) estabelece que a temperatura maxima de conservagdo do leite é de 7 °C,
na propriedade rural/tanque comunitirio e de 10 °C, no estabelecimento
processador.

A refrigeracdo trouxe vdrias vantagens tanto para a inddstria como para
o produtor, uma vez que a qualidade do leite pode ser mantida por mais tempo,
devido a baixa temperatura, ndo ocorrendo devolucdo para o produtor devido a
alta acidez, um problema que era frequente na inddstria. Entretanto, a

manutencdo do leite cru sob refrigeragdo favorece o crescimento de bactérias
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psicrotréficas. Esses microrganismos sdo capazes de se multiplicar a
temperaturas inferiores a 7 °C, independente de sua temperatura Otima de
crescimento. A maioria das bactérias psicrotréficas nao suporta temperaturas de
pasteurizacdo e ultra-alta temperatura (UAT), porém, muitas sdo capazes de
produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas termorresistentes que podem resultar
em problemas tecnoldgicos, tais como a formagdo de sabores estranhos, a
coagulacdo e a redugdo do rendimento de produtos derivados do leite.

As perdas econdmicas podem ser significativas para as industrias de
queijos em razdo das alteracdes da qualidade do produto e da reducdo no
rendimento de fabricacdo provocadas pelas atividades de proteases e lipases
produzidas por bactérias psicrotréficas no leite cru refrigerado. Entretanto, nao
se tem conhecimento da influéncia do armazenamento e da contagem de
bactérias psicrotréficas na qualidade, no rendimento e no comportamento do
queijo prato durante a maturagdo, os quais sdo necessdrios para a melhoria da
qualidade e o ajuste no processo de elaboracao.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
influéncia da temperatura e do tempo de refrigeracio e da contagem de bactérias
psicrotréficas do leite na sua qualidade, na fabricacido e na qualidade de queijo

prato, bem como o seu comportamento durante a maturagao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijo prato

Queijo € um produto fresco ou maturado que se obtém por separacio
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela acdo fisica do coalho, de
enzimas especificas, de bactérias especificas, de dcidos organicos, isolados ou
combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacao
de substincias alimenticias, especiarias efou condimentos, aditivos
especificamente indicados, substiancias aromatizantes e matérias corantes
(BRASIL, 1996).

Segundo a legislagdo, o queijo prato é definido como um queijo
maturado, obtido por coagulagdo enzimatica do leite, complementada pela agdo
de bactérias léticas especificas. O produto deve ter consisténcia eldstica, textura
macia e compacta, podendo apresentar pequenas olhaduras bem distribuidas.
Além disso, deve ser maturado por, no minimo, 25 dias (BRASIL, 1997).

Sob a denominacdo de queijo prato estdo incluidas as variedades lanche
ou sandwich, bola ou esférico e cobocd. Os pesos variam de 0,4 a 5 kg, de
acordo com a variedade correspondente. E classificado como um queijo de
massa semicozida, gordo e de média umidade (BRASIL, 1997), devendo
apresentar 45,0 e 59,9 g 100" de gordura no extrato seco ¢ 36,0 e 45,9 g 100" de
umidade (BRASIL, 1996).

Furtado e Lourenco Neto (1994) afirmam que o queijo prato comecou a
ser fabricado no Brasil na década de 1920, na regido do sul de Minas Gerais, por
imigrantes dinamarqueses. Acredita-se que sua tecnologia de fabricacao tenha se
baseado, principalmente, na de queijos como o danbo dinamarqués e o gouda

holandés. Entretanto, de acordo com Furtado e Amorim (2000), a tecnologia foi
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adaptada as condigdes locais, o que explica as diferengas de sabor e textura em
relacdo aos queijos que lhe deram origem.

Ao longo dos dltimos 80 anos, o queijo prato vem passando por
inimeras modificacdes, seja em sua tecnologia de fabricacdo ou na maneira
como é consumido (FURTADO; AMORIM, 2000). Atualmente, este produto
vem sendo consumido de forma indireta, principalmente em sanduiches, o que
requer caracteristicas sensoriais e caracteristicas tecnoldgicas, como
derretimento, elasticidade, etc. Dentre as caracteristicas sensoriais do queijo
prato, destacam-se seu sabor suave e consisténcia macia (AUGUSTO, 2003). E
considerado um tipo de queijo de melhor padrido tecnolégico e comercial
(HENRIQUE, 2005), além de ser um dos queijos com protocolo de fabricacdo
mais bem definido dentro da industria brasileira (VIANNA, 2006).

Segundo Furtado e Lourengo Neto (1994), o queijo prato € fabricado
com leite pasteurizado, admitindo-se a pasteurizacdo lenta (63 °C/30minutos) e a
répida (72-75 °C/ 15-20 segundos). Na temperatura de coagulacdo do leite (32—
35 °C) adicionam-se a cultura latica, o cloreto de calcio, o corante urucum € o
coalho. Apés a coagulacdo, a massa é cortada e agitada por, aproximadamente,
20 minutos, com a finalidade de promover a dessoragem dos graos. Em seguida,
retiram-se 30% do soro e inicia-se o aquecimento gradativo da mistura
soro/massa, com adicdo de dgua a 80 °C, até que a mistura alcance 40 °C. A
mistura é mantida nesta temperatura, sob agitacdo, até a obtencdo do ponto de
massa. As etapas seguintes sdo dessoragem, enformagem, prensagem, salga em
salmoura e maturagao.

O fermento latico mesofilico empregado na obtencdo de queijo prato
pode ser acidificante ou acidificante e aromatizante. Para a produgdo de um
queijo de massa fechada e aroma mais suave, o fermento latico utilizado na
fabricacdo é composto, basicamente, de Lactococcus lactis ssp. lactis e

Lactococcus lactis ssp. cremoris. Entretanto, quando se objetiva produzir queijo
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com sabor mais pronunciado, indica-se a utilizagdo de fermento composto por
Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc
mesenteroides ssp. cremoris e Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetilactis,
microrganismos estes que produzem, além do &4cido lactico, aroma e gds
carbonico, conferindo ao queijo sabor e olhaduras tipicas (FURTADO;

AMORIM, 2000).

2.2 Maturacio do queijo prato

A maturagdo é um processo enzimatico que envolve uma série de
modificacdes bioquimicas (protedlise, glicdlise, lipdlise e metabolismo de
citrato) nos principais constituintes do codgulo, que ocorrem durante o
processamento do queijo (MORENO et al., 2002).

De acordo com Brasil (1997), o queijo prato deve ser maturado por, no
minimo, 25 dias. Entretanto, segundo Minussi, Furtado e Mosquim (1995) e
Perry (2004), antes de ser consumido, ele deve ser maturado por um periodo
entre 45 e 60 dias, para adquirir suas melhores caracteristicas, as quais sio
resultado de uma série de eventos que ocorrem durante a maturacdo. Este
periodo € considerado muito longo e muitas inddstrias ndo submetem o produto
a tal tratamento, algumas por ndo disporem de estrutura fisica e outras por razdes
econdmicas.

O queijo prato apresenta caracteristicas préoprias, as quais sao adquiridas
por meio do processo de maturacio. Nesta etapa do processamento, realizada em
condicdes de temperatura e umidade controladas, 12°C e 70-85% UR (umidade
relativa), ocorrem reac¢des bioquimicas (SILVA, 1998).

Ocorrem trés eventos principais na maturacdo de queijos: glicdlise,
protedlise e lipdlise. Estas reacdes sdo responsaveis pela mudanga de textura que

ocorre no codgulo do queijo durante a maturacdo e sdo também grandemente
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responsaveis pelo aroma do queijo, embora numerosas mudancgas secunddrias
ocorram concomitantemente (FOX et al., 1993).

O processo de maturacio ¢é complexo, envolvendo mudancas
microbioldgicas e bioquimicas na massa que resultam em sabor, aroma e textura
caracteristicas de cada variedade (MCSWEENEY, 2004).

Dos processos bioquimicos envolvidos durante a maturagdo de queijos, a
protedlise é a mais complexa e, possivelmente, a mais importante para o
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais dos queijos (FARKYE, 1995;
FERNANDEZ; FOX, 1998; FOX, 1998; SOUZA; ARD(O; MCSWEENEY,
2001; VISSER, 1993).

Segundo Fox (1989), na maturacdo do queijo prato, a protedlise €, sem
divida, o evento mais importante. Ela contribui para o desenvolvimento de
aromas desejdveis e indesejaveis, os quais sdo formados pela liberacdo de
aminodcidos e peptideos, por meio da hidrélise, ou via catabolismo de
aminoacidos, transformando-os em aminas, acidos, tidis e tioésteres. Estes
compostos responsdveis pelo sabor sdo liberados durante a mastigacdo.
Contribuem também para mudancas na textura pela quebra da cadeia de
proteinas, aumento do pH (via formacdo de NH;) e aumento na capacidade de
ligar 4gua pela formacgado de novos grupos aminicos e carboxilicos.

As principais fontes de enzimas responsaveis pela protedlise incluem o
coalho residual, as enzimas naturais do leite, especialmente a plasmina, as
enzimas produzidas pelos microrganismos do fermento e as produzidas por
microrganismos contaminantes, nao presentes no fermento (FOX, 1989).

Em queijos de massa lavada, a protedlise ocorre, inicialmente, pela acio
da atividade residual do coalho, especialmente a quimosina, responsdvel pela
formacgdo da maior parte das substancias nitrogenadas soldveis, com a libera¢do

de peptideos de alto e médio peso molecular e baixa quantidade de aminodcidos.
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A as;-caseina € a frag@o da caseina degradada mais rapidamente durante
a maturagdo. Sua degradagdo ¢é favorecida pelo pH do queijo e pela proximidade
do pH 6timo de atuagdo do coalho, bem como pelo contetido de sal. A -caseina
¢ hidrolisada mais lentamente e aproximadamente 50% desta fracdo da caseina
permanecem intactos apds seis meses de maturacio (WALSTRA; NOOMEN;
GEURTS, 1999).

A textura desejavel em queijos é desenvolvida durante a maturacio e
pode ser dividida em duas fases. A primeira fase acontece entre os dias 7 e 14
apos a fabricacdo do queijo, quando a textura “borrachenta” do queijo jovem é
transformada em macia e homogénea. O enfraquecimento da caseina acontece
quando 20% das ligagdes Phe24-Val25, das as;-caseinas, sdo hidrolisadas
formando o peptideo os;-I-caseina, o qual estd presente no estigio inicial de
maturac¢do em todos os tipos de queijos. A segunda fase envolve mudancga mais
gradual na textura, a qual envolve a hidrdlise das as;-caseinas restantes e de
outras casefnas, levando meses ou semanas para acontecer. A hidrolise das
proteinas € controlada principalmente pela propor¢ao residual de quimosina e
plasmina, pelas proteinases bacterianas, pela relacdo sal e umidade e pela
temperatura de estocagem (LAWRENCE; CREAMER; GILLES, 1987).

A protedlise, como indice de maturacdo, envolve a caracterizacio, a
separacdo e a quantificacdo dos compostos nitrogenados do queijo durante a
maturacdo. O indice de extensdao de maturacdo € caracterizado pela propor¢ao de
moléculas de proteinas que sdo decompostas, predominantemente, em peptideos
grandes. O indice de profundidade de maturacdo refere-se ao grau destes
produtos quebrados em componentes menores, entre 0s quais estdo os
aminodcidos. A determinacdo analitica do indice de extensdo baseia-se na
precipitacdo isoelétrica da caseina a pH 4,6 em uma amostra diluida de queijo,

seguida pela quantificagdo do nitrogénio solivel pelo método de Kjeldahl. A
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profundidade é quantificada pelo nitrogénio medido pelo nitrogénio solivel em
acido tricloroacético (TCA) 12% (WALSTRA; NOOMEN; GEURTS, 1999).

A lip6lise € um evento limitado a poucas variedades de queijos,
provavelmente pela utilizacdo de leite cru na fabricacio e o periodo prolongado
de estocagem refrigerada (FOX, 1998). Em queijos como gouda, cheddar e
suico, a lipdlise €, geralmente, baixa, mas é extensiva em queijos maturados por
fungos e em algumas variedades italianas de queijo duro. Nos queijos de massa
lavada, a lipdlise € limitada e ocorre caso seja desejada. A auséncia desse evento
estd relacionada a qualidade bacteriolégica do leite que é submetido a
termizacdo ou a pasteurizagdo e a auséncia de crescimento microbiano na
superficie do queijo durante a maturacao.

Em condicdes controladas de fabricacdo, a lipdlise pode ocorrer e é
resultante da acdo das lipases das bactérias lacticas do fermento e,
possivelmente, lipases termorresistentes de organismos psicrotroficos. As
enzimas atuam sobre os triacilglicerideos, produzindo 4cidos graxos a partir de
mono e diacilglicerideos formados por ac@o das lipases do leite e/ou de outras
lipases microbianas. A lipdlise nos queijos € influenciada pelo aumento de
temperatura, populacio elevada de bactérias psicrotréficas e homogeneizacao do
leite (WALSTRA; NOOMEN; GEURTS, 1999).

A fermentagdo da lactose em dcido lactico pelas bactérias lacticas do
fermento € uma reacdo importante na fabricacdo de todas as variedades de
queijos (FOX et al., 1996). A concentracdo da lactose residual na coalhada
depende do método de fabricacdo, do tipo e da atividade do fermento e da
concentragdo do sal na fase aquosa (FOX; LUCEY; COGAN, 1990). A maior
proporcdo de lactose presente no leite (cerca de 98%) é removida com o soro
como lactose ou lactato ao final da fabricacdo (FOX, 1998).

A lactose presente na massa é metabolizada rapidamente a L- lactato por

acdo da cultura l4ctica nas primeiras 12 horas da etapa inicial da maturacio
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(FOX, 1998). A atividade da cultura l4ctica e a sua capacidade em fermentar a
lactose residual sdo influenciadas pela relagdo sal/umidade na massa (FOX;
MCSWEENEY, 1996).

A qualidade dos queijos é grandemente influenciada pela fermentacio
da lactose residual. Em queijos de massa lavada, a fermentacdo da lactose
produz acido lactico e pouco 4cido acético com a reducdo do pH do queijo a 5,1-
5,2. Ao final da fermentacéo (cerca de 10 horas), a concentracio do dcido lactico
no queijo fresco € de 3% e parte deste acido encontra-se ndo dissociado, com
efeito bacteriostatico maior com a diminui¢do do pH. As alteragdes de pH,
juntamente com o teor de sal, inibem o crescimento de microrganismos
indesejaveis e auxiliam na formacdo de uma crosta protetora no queijo
(WALSTRA; NOOMEN; GEURTS, 1999).

O pH dos queijos de massa lavada pode aumentar durante a maturacao,
dependendo do contetido de lactose residual na massa do queijo. Nos queijos de
massa lavada, em que parte do soro € substituida por dgua, ocorre remogao
parcial da lactose com delactosagem e a lactose residual € metabolizada rapida e

totalmente, ocorrendo depois um aumento do pH, em funcdo de compostos

resultantes da protedlise do queijo (FOX et al., 2000).

2.3 Rendimento de queijos

Um dos principais fatores que garantem a viabilidade econ6mica da
producdo de queijos é a quantidade de queijo obtida a partir do leite e € uma
indicacdo da eficiéncia das operagcdes de fabricacdo (SLYKE; PRICE, 1979).
Furtado e Lourenco Neto (1994) consideram adequado o rendimento, para o
queijo prato, de 9,0 e 9,5 Lkg™.

O rendimento em queijos é definido como a quantidade de queijo com

determinado teor de umidade, produzido a partir de um peso fixo de leite com
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um dado conteddo de gordura, sendo um indicativo da eficiéncia das operagcdes
de fabricagio (FURTADO, 2005). E recomendavel que o rendimento real seja
comparado ao tedrico para estimar a sua eficiéncia (EMMONS, 1993).

Diferencas na eficiéncia do rendimento em queijos foram observadas em
razdo dos diferentes tipos de equipamentos e operagdes de fabricacio. Elaborar
queijos de igual composicdo em recipientes de mesma capacidade ¢ dificil, tanto
em condi¢des experimentais como comerciais. Assim, hd necessidade de um
ajuste ou da correcdo do rendimento para uma composicido padrdo de queijo.
Dessa forma, o rendimento real ou observado deve ser ajustado em razdo das
variacdes de composicdo do queijo, sendo mais comum o ajuste dos teores de
umidade e sal do queijo (LAU; BARBANO; RASMUSSEM, 1990).

O rendimento da fabricag@o de queijos pode ser avaliado por meio do
rendimento econdmico ou rendimento técnico. O rendimento econdmico é o
volume, em litros de leite, necessdrio para fabricar um quilograma de
determinado tipo de queijo. O rendimento técnico, por outro lado, é aquele no
qual, de posse de dados sobre a composicao fisico-quimica do leite, do soro e do
queijo, sdo calculadas as cifras de transic@o do leite para o queijo, 0 que permite
avaliar se houve um bom aproveitamento dos constituintes do leite durante a
fabricacdo do queijo (FURTADO, 2005).

Diversas férmulas tém sido sugeridas para estimar o rendimento em
queijo, e a eficiéncia da operacdo pode ser medida comparando-se os resultados
de producdo com os rendimentos tedricos. A recuperacdo de gordura e caseina
pode ser otimizada para o sistema e o conteiido de umidade pode ser manipulado
por alteracdo na tecnologia de processamento (PHELAN, 1981).

Diversos fatores afetam o rendimento de fabricacio de queijos. Segundo
Emmons (1993), o rendimento em queijo varia em razdo do tipo de queijo, da
composicdo do leite, da composi¢do do queijo (umidade, sal) e das perdas de

gordura e de proteinas no soro. A composi¢do do leite € influenciada pela raca
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do animal, a variacdo entre animais de mesma raca, o estagio de lactagdo, as
mudancas de estacdo, o tipo de alimentagcdo (racdo total — volumoso e
concentrado), a idade do animal, as doencas (especialmente mastite) e os
procedimentos de ordenha (LAWRENCE et al., 1993).

As condi¢des de processamento afetam o rendimento, bem como a perda
dos componentes do queijo. Os fatores envolvidos t&ém um efeito pequeno no
rendimento, individualmente, porém, se extrapolado para uma grande producio,
o efeito custo/beneficio € bastante significativo. Dentre estes podem ser citados:
a estocagem, a padronizacdo e a concentracio do leite, o meio de crescimento
utilizado na preparagdo da cultura lactica, o tipo de cultura, a termizacdo e a
pasteurizacdo, a homogeneizacdo, a adicdo de cdlcio, o tipo de coagulante, a
firmeza do codgulo, o tipo de tanque, o sistema de manuseio da coalhada, a
lavagem da coalhada, a propor¢do de sal adicionada e a perda de umidade
durante a maturacdo (LAWRENCE et al., 1993).

De acordo com Furtado (2005), os fatores que influenciam o rendimento
de fabricacio podem ser divididos em dois grupos. Os fatores diretos
compreendem a composicdo do leite, a composi¢do do queijo e as perdas de
gordura e de proteina do leite para o soro, durante o corte e a agitacio da
coalhada. Os teores de proteinas e de gordura no leite sdo fundamentais para o
rendimento. O teor de umidade afeta de forma marcante o rendimento de
fabricac@o do queijo; quanto maior a umidade, maior o rendimento. Entretanto, o
valor elevado de umidade provoca reagdes como aceleracdo da maturagdo,
alteracdo na consisténcia do produto e diminui¢do de sua vida util.

Entre os fatores indiretos estdo a estocagem prolongada do leite cru em
baixas temperaturas, que pode acarretar mudangas fisico-quimicas na caseina
micelar e o aumento da contagem de psicrotréficos, microrganismos capazes de
produzir lipases e proteases termorresistentes que podem degradar a gordura e as

proteinas do leite. Outro fator que pode influenciar o rendimento é a mastite,
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uma doenga infecciosa em que ocorrem aumento das células somaticas no leite e
alteracdes na sua composi¢do e qualidade. O tipo de coalho, as condicdes de
pasteurizagdo do leite e a perda de sais de célcio durante o tratamento térmico do
leite também podem interferir no rendimento em queijos (FURTADO, 2005).

Existem vdrios estudos que mostram a interferéncia do armazenamento e
da contagem de microrganismos psicrotréficos no rendimento de queijos.

Barbosa et al. (2009) verificaram a diminui¢do do rendimento do queijo
minas frescal, do minas padrio e da mugarela, quando os mesmos foram
fabricados com leite inoculado com 10° UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens
e armazenado, a 4 °C, por 24, 48 e 72horas.

Moura (1997) relatou reducdo de 5% no rendimento de queijo parmesao
fabricado a partir de leite refrigerado estocado por cinco dias a 4 °C e inoculado
com uma populacdo inicial de, aproximadamente, 10° UFC.mL' de P.
fluorescens.

Em pesquisa realizada por Cardoso (2006) foi constatada reducdo de
6,78% no rendimento, em termos de litros de leite por quilograma de queijo e de
6,38%, em gramas de solidos totais no queijo por litro de leite, quando o minas
frescal foi fabricado com leite refrigerado armazenado por quatro dias. O leite
cru que resultou nessas perdas de rendimento apresentava uma populacio de 10°
UFC.mL" de bactérias psicrotréficas e a populacio de bactérias psicrotréficas
proteoliticas e lipoliticas era superior a 10’ UFC.mL".

Amorim (2007) verificou, em seu estudo, que a estocagem refrigerada
de leite cru interferiu no aumento do rendimento industrial da fabricacdo de
queijo prato pela maior retencdo de dgua. Entretanto, este armazenamento
influenciou de forma negativa a qualidade sensorial do queijo. Apesar disso,
ainda ndo foi elucidado como o armazenamento e a contagem de bactérias

psicrotréficas influenciam o rendimento e a qualidade do queijo prato.
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2.4 Armazenamento do leite cru refrigerado

A qualidade do leite no Brasil tem melhorado substancialmente, a partir
de 2001. As condi¢cdes favordveis relacionadas as oportunidades de exportacio
permitiram a implementacdo do Programa de Melhoria da Qualidade do Leite
(BRASIL, 2002).

A Instru¢do Normativa n°51 trata dos regulamentos técnicos para a
producdo, a identidade e a qualidade do leite, e estabelece novas exigéncias para
o leite cru. Entre elas incluem-se as determinacdes do teor de gordura e de
proteina, a contagem de células somaticas, a contagem total de bactérias e a
deteccdo de residuos de antibidticos. Além destes requerimentos relacionados a
qualidade higiénica e de composi¢cdo da matéria-prima, também foram exigidas
a refrigeracdo do leite e a coleta em caminhdes com tanques isotérmicos (coleta
a granel) (BRASIL, 2002).

Como esta Instrucdo Normativa ocorreu a implementacdo de melhorias,
como a coleta do leite cru refrigerado e o seu transporte a granel (MARTINS,
2004). Essas duas medidas de impacto direto sobre a estrutura de produgdo
leiteira (resfriamento do leite na fazenda e a sua coleta a granel) alteraram as
condicdes na grande maioria das regides, resultando no quase desaparecimento
da coleta em latdo e do recebimento de leite ndo refrigerado. Nao ha ddvida de
que esta foi a medida que, isoladamente, trouxe maior e mais rdpido impacto
sobre a melhoria da qualidade do leite (SANTOS; FONSECA, 2003).

Alguns anexos da Instru¢do Normativa n°S1 (BRASIL, 2002) foram
revogados pela Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011), a qual estabelece
que a temperatura maxima de conservacdo do leite cru refrigerado é de 7 °C na
propriedade rural/tanque comunitirio e de 10 °C no estabelecimento
processador. Em se tratando de tanque de refrigeragcdo por expansdo direta, este

deve ser dimensionado de modo que permita refrigerar o leite até temperatura
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igual ou inferior a 4°C, no tempo maximo de 3 horas apds o término da ordenha,
independentemente de sua capacidade e, em se tratando de tanque de
refrigeracdo por imersdo, deve ser dimensionado de modo a permitir refrigerar o
leite até temperatura igual ou inferior a 7°C, no tempo maximo de trés horas
apo6s o término da ordenha, independentemente de sua capacidade.

A refrigeracdo do leite imediatamente apds a ordenha visa diminuir a
multiplicacdo de bactérias mesdfilas que causam a acidificagdo (BOOR et al.,
1998; FAGUNDES et al., 2006; PRATA, 2001). Embora promova uma queda
na taxa de multiplicacdo bacteriana, inclusive dos microrganismos meséfilos, a
reducdo da temperatura de estocagem e do transporte do leite € seletiva para as
bactérias psicrotroficas que, em periodos prolongados em temperaturas iguais ou
menores que 7°C, passam de inexpressivos a dominantes, apresentando um
considerdvel potencial deteriorativo, capaz de promover mudangas sensoriais
indesejaveis no leite (KRAFT; REY, 1979; MORITA, 1975; PRATA, 2001;
SANTOS; FONSECA, 2002).

Além disso, algumas falhas higi€nicas durante a producdo podem ser
mascaradas com essa pratica de refrigeracdo do leite, especialmente aquelas
relacionadas a presenca e ao desenvolvimento de microrganismos mesofilos
(SOARES, 2004). Dessa forma, a eficiéncia da refrigeracio em manter a
qualidade do leite ¢ maximizada se associada a outros fatores, especialmente de
ordem higiénica, uma vez que Fonseca e Santos (2000) ressaltam que a
microbiota inicial influencia grandemente essa qualidade do leite cru e,
consequentemente, dos produtos com ele fabricados.

Mesmo nas temperaturas de refrigeracdo propostas pela legislacdo
brasileira para a conservacdo do leite na fonte de producdo e no estabelecimento
industrial pode ocorrer perda de qualidade da matéria-prima, se um controle

efetivo de contaminagdo inicial ndo for realizado (MARTINS et al., 2004).
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Além disso, na grande maioria das propriedades leiteiras, a temperatura
de refrigeracdo oscila entre 5°C a 10°C, o que configura um “resfriamento
marginal do leite” (SANTOS; LARANIJA, 2001), contribuindo para a
multiplicacdo de microrganismos psicrotréficos, resultando na queda de
qualidade do leite e de derivados. Kumerasan, Annalvilli e Sivakumar (2007) e
Sorhaug e Stepaniak (1997) indicam que, reduzindo a temperatura de estocagem
de 7 °C para 2 °C, reduz-se de modo significativo o desenvolvimento de
psicrotréficas e de atividades proteoliticas e lipoliticas. Dessa forma, é
necessdrio respeitar a temperatura de armazenamento do leite exigida pela
legislacao.

Além da temperatura de refrigeracdo do leite, a Instrucdo Normativa
n°62, de 29 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011), estabelece que o tempo
transcorrido entre a ordenha inicial e o seu recebimento no estabelecimento que
vai beneficid-lo (pasteurizacdo, esterilizacdo, etc.) deve ser, no maximo, de
48horas, recomendando-se como ideal um periodo de tempo ndo superior a
24horas. Esse tempo em que o mesmo fica armazenado favorece o
desenvolvimento dos microrganismos psicrotréficos (COUSIN, 1982;
SILVEIRA et al., 1998; THOMAS; THOMAS, 1973b) e, assim, quanto maior o
tempo de armazenamento, maior serd o desenvolvimento de microrganismos
psicrotréficos.

Com a estocagem do leite a 5°C nas propriedades, a populacdo de
microrganismos psicrotréficos € duplicada em cerca de 8 horas, em uma
progressdo geométrica de razdo igual a 9 para cada 24 horas de armazenamento
(SANTOS; BERGMAN, 2003). Assim, o armazenamento do leite por longos
periodos em temperaturas de refrigeracdo tem resultado em novos problemas de
qualidade para a inddstria de laticinios. Devido a isso, varios fatores devem ser
considerados antes de se estabelecer o periodo maximo de estocagem do leite em

tanques de refrigeracdo, como a sua temperatura de refrigeracdo, o niimero, a
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atividade e o tipo de microrganismos psicrotréficos inicialmente presentes no
leite (FAIRBAIRN; LAW, 1986; THOMAS; THOMAS, 1973b).

Considerando esses fatores, o leite obtido em boas condi¢des de higiene
pode ser estocado a 10°C por apenas um dia, enquanto periodos de estocagem de
dois a trés dias requerem temperaturas de, no maximo, 4°C para a manutencio
de sua qualidade, sem alterar as suas propriedades sensoriais (FAIRBAIRN;
LAW, 1986).

O tipo e a frequéncia de microrganismos do leite cru sdo determinados
pela eficiéncia nas condi¢des de higiene de producdo, tempo e temperatura de
estocagem e armazenamento (BRAMLEY; MCKINNON, 1990; COUSIN,
1982). Portanto, o leite produzido sob condi¢des adequadas de higiene e
refrigerado a temperaturas iguais ou inferiores a 4 °C apresenta baixa contagem

de psicrotréficos (COUSIN, 1982).

2.5 Bactérias psicrotroficas

No Brasil, o leite in natura apresenta, de maneira geral, altas contagens
de microrganismos aerdbios mesoéfilos, psicrotréficos e coliformes, indicando,
assim, uma deficiéncia na higiene de producao (MOURA et al., 1999).

Os microrganismos que, normalmente, contaminam o leite crescem
numa ampla faixa de temperatura, podendo ser divididos em psicroéfilos,
mesofilos e termoéfilos (SILVA, 1991).

As bactérias termofilicas sdo definidas como aquelas cuja temperatura
otima de crescimento situa-se entre 45°C a 65°C. O leite cru, normalmente,
contém poucas bactérias termofilas, embora elas possam estar presentes em
nimero suficiente para se desenvolverem no leite mantido a temperaturas
elevadas (INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS - ICMSF, 1994).



29

Os mesofilos constituem o grupo que inclui a maioria dos
microrganismos acidificantes do leite e podem ser caracterizados por se
desenvolverem entre temperaturas de 20°C a 45°C, com a temperatura 6tima de
crescimento entre 30°C e 40°C (JAY, 2002).

Os psicrofilos constituem o grupo de bactérias que encontram em na
faixa de 0°C a 20°C sua temperatura 6tima de crescimento (COLLINS, 1981;
SANTANA, 2001).

Na drea de microbiologia de alimentos, os organismos capazes de se
desenvolver na faixa de temperatura considerada adequada para os psicroéfilos,
mesmo que essa temperatura ndo seja Otima para o seu crescimento, S3o
denominados psicrotréficos (COLLINS, 1981; SANTANA, 2001).

O termo psicrotréfico tem confundido os microbiologistas desde o
comeco do século, devido a utilizagdo de termos sinénimos. Segundo Sorhaung
e Stepaniak (1997), bactérias psicrotréficas sdo todas aquelas que conseguem
crescer em temperaturas em torno de 7°C, independente de sua temperatura
Otima de crescimento, a qual pode ser de 20°C a 30°C. Um grande niimero de
espécies antes consideradas estritamente mesdfilas ja foi incluido também entre
os psicrotréficos (SILVEIRA et al., 1998).

No leite “in natura”, ndo refrigerado, hd um predominio de
microrganismos mesoéfilos, dos quais os mais importantes sdo estreptococos e
coliformes, responsdveis pelo processo indesejavel de fermentacdo latica. Com a
adocdo de refrigeracdo no leite nas propriedades leiteiras, vem ocorrendo o
predominio de microrganismos psicrotroficos (SANTOS; LARANIJA, 2001;
SORHAUNG; STEPANIAK, 1997).

Antunes et al. (2002) relataram a presenca de microrganismos
psicrotréficos representando 23% da microbiota do leite in natura, os quais, em

condi¢des de refrigeragdo, multiplicam-se mais rapidamente do que a microbiota
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mesofilica, tornando-se predominantes, geralmente, apds dois a trés dias de
armazenamento sob refrigeracdo.

No Brasil, alguns estudos evidenciaram valores altos nas contagens de
psicrotréficos, em leite cru refrigerado. H4 propriedades em que as contagens de
bactérias psicrotréficas sdo muito altas, especialmente em tanques coletivos
(ARCURI et al., 2008). Estes autores analisaram amostras de leite coletadas de
20 tanques coletivos e 23 tanques individuais. As contagens de bactérias
psicrotréficas nas amostras para os dois tipos de tanques de refrigeracdo
variaram entre 10° ¢ 10’ UFC.ml™.

Em um estudo realizado por Pinto, Martins e Vanetti (2006), as
contagens de psicrotréficos variaram entre 2,0 x 10> UFC.mL' e 1,0 x
10’UFC.mL",nas amostras coletadas em tanques individuais; entre 8,9 x
10°UFC.mL"e 3,2 x 10°UFC.mL" nos tanques coletivos e entre 5,6 x
10°UFC.mL"e 6,4 x 10°UFC.mL",nas amostras coletadas no silo industrial.

Silva (2003) também encontrou contagens altas de bactérias
psicrotréficas em amostras de leite cru coletadas em silos industriais de
processadores de leite UAT dos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e
Goids. Nessas amostras, as contagens de bactérias psicrotréficas variaram entre
1,4x 10°e 8,8 x 10’ UFC.mL".

Cunha, Carvalho e Abreu (1996), trabalhando com leite cru tipo B
refrigerado na regido de Lavras, MG, encontraram resultados variando de 3,0 x
10*a 3,0 x 10° UFC.mL", nas contagens de psicrotréficos.

Essas pesquisas evidenciam que grande parte do leite analisado
apresentou contagem de unidades formadoras de coldnia de bactérias
psicrotréficas superior ao estabelecido pela legislagdo em relagdo a contagem
total de microrganismos. Na Instru¢do Normativa n° 62 (BRASIL, 2011) ¢
estabelecida a contagem padrio em placas (CPP) maxima de 3 x 10° UFC.mL’
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'até 2016, para as regioes sul, sudeste e centro-oeste e para as regides norte e
nordeste, de 6 x 10° UFC.mL".

Apesar da importincia dos psicrotréficos, o Ministério da Agricultura
ndo estipula um padrao de qualidade e identidade do leite baseado na contagem
de unidades formadoras de colonia destes microrganismos. A legislacdo que
exigiu a qualidade do leite em relacdo as bactérias psicrotréficas foi o
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA (BRASIL, 1997), a qual determina o controle da contaminagido da
microbiota psicrotrdéfica de tal forma que sua contagem ndo exceda a 10% do
nimero total de mesdfilos aerdbios.

Contagens totais por si s6 podem ser um indicador de qualidade
higiénica do leite cru, entretanto, a contagem de bactérias psicrotréficas € um
indicador complementar que pode contribuir para explicar os problemas
sazonais no processamento do leite (CEMPIRKOVA, 2002).

Por esse motivo, estes microrganismos ganharam especial importancia
em varios paises, com a introducdo da refrigeracdo do leite nas propriedades e a
granelizacdo do leite (SILVA, 2005).

Com base nos dados da literatura, parece imprudente a fabricacio de
produtos a partir do leite em que a contagem de psicrotréficos tenha excedido a
10°UFC.mL", pois, neste caso, é grande a possibilidade da presenca de enzimas
degradativas extracelulares (NORNBERG, 2009). Segundo Cromie (1992),
quando o ndmero de microrganismos psicrotréficos atinge 10’UFC.mL",comeca
a haver alteracdes no leite.Por outro lado, Ranis e Lewis (1995) afirmam que,
mesmo em produtos finais que tenham uma contagem bacteriana dentro dos
padrdes legais, as transformacdes na qualidade dos mesmos podem ocorrer.

Para Thomas e Thomas (1973a), contagem de microrganismos
psicrotréficos menor que 10*UFC.mL"'pode ser considerada como padrio

satisfatdrio para leite cru coletado de tanque refrigeradores. Contagens entre 10*
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e 10° UFC.mL'indicam a necessidade de melhorias na higiene de ordenha ou na
higienizacio dos equipamentos utilizados e, acima de 10°UFC.mL", sio um
indicio definitivo de condicdes insatisfatérias de producdo ou refrigeracdo do
leite na fazenda.

Em geral, os microrganismos psicrotréficos presentes no leite e em
derivados s@o oriundos do solo, da dgua e da vegetacdo, ou seja, resultam de
contaminagdo secundéria. Entretanto, a principal fonte de contaminacio de leite
e derivados com bactérias psicrotréficas continua sendo os utensilios e os
equipamentos, que ndo foram eficientemente higienizados, utilizados no
manuseio de leite nas fazendas e nas usinas de beneficiamento (ALVIM, 1992).

Santana (2001) constatou que os principais pontos de contaminagdo por
psicrotréficos e microrganismos proteoliticos na cadeia de producgdo do leite das
fazendas estudadas foram devido a ma higienizacdo dos tanques ou a presenga
de dgua residual e da sanitizacdo inadequada dos tetos das vacas.

De acordo com os mesmos autores, a 4gua contaminada ou nio tratada
pode ser fonte de uma grande variedade de microrganismos saprofitos
origindrios do solo ou vegetacdo, como Pseudomonas spp., coliformes e outras
bactérias gram-negativas.

Estes microrganismos podem ser bastonetes, cocos, vibrios, formadores
ou ndo de esporos, gram-negativos ou positivos, aerdbios ou anaerébios
(SORHAUNG; STEPANIAK, 1997). Em paises de clima temperado, a maioria
dessas bactérias é de bastonetes gram-negativos, ndo esporulados, oxidase
positivo (ARCURYI, 2003; MUIR, 1996; SORHAUNG; STEPANIAK, 1997).

Entre as bactérias gram-negativas, destacam-se Pseudomonas,
Achrobacter, Aeromonas, Serratia, Chrombacterium e Microbacterium
(ENEROTH et al., 1998; SORHAUNG; STEPANIAK, 1997). Outros géneros,

como Acinetobacter, Flavobacterium, Aerobacter, Bacillus e Alcaligenes, e o
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grupo coliformes também ¢ citado como de importantes psicrotréficos no leite
(COUSIN, 1982).

Existe um grupo de microrganismos denominados psicrotréficos
termoduricos que, além de se multiplicarem sob refrigeracdo, sobrevivem a
pasteurizacdo. Espécies mais frequentes deste grupo pertencem ao género
Bacillus. Sua origem estd relacionada a dgua, aos tetos/tberes, ao solo e aos
equipamentos mal higienizados. Ndo s6 suas enzimas, mas o préprio
microrganismo continua vidvel, em alguns casos, por toda a cadeia produtiva,
desde a sua ordenha até o produto final.

Suhren (1989) afirma que, entre os organismos psicrotréficos, o género
mais frequentemente isolado do leite refrigerado é Pseudomonas. Desmasures e
Gueguen (1997) realizaram, durante dois anos, monitoramento mensal da
qualidade microbiolégica do leite cru, obtido em boas condi¢cdes higi€nicas e
armazenado em tanques de refrigeracdo de fazendas especializadas. Dentre as
bactérias isoladas, o género mais comumente encontrado foi Pseudomonas.
Pinto, Cardoso e Vanetti (2004) e Wiedmann et al. (2000) também relatam que
este género foi o principal envolvido na producdo de enzimas no leite cru da
microbiota psicrotréfica existente.

As Pseudomonas sido caracterizadas por serem bastonetes gram-
negativos que apresentam motilidade, geralmente aerébicos, ndo fermentadores,
isto é, ndo utilizam carboidratos como fonte de energia ou utilizam outras vias
metabdlicas que ndo a fermentagdo (MUIR, 1996).

O género Pseudomonas inclui espécies que se caracterizam por
apresentar alta diversidade genética (MARTINS et al., 2003) e mecanismos
fisiolégicos de adaptacdo e crescimento a baixas temperaturas (JAY, 2002),
sendo as espécies P. fluorescens, P. fragi, P. putida e P. putrefaciens as que t€ém
papel relevante na diminuicdo da qualidade do leite fluido e dos demais

derivados lacteos. No leite “in natura”, a P. fluorescens é predominante sobre as
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demais espécies (DESMASURES; GUEGUEN, 1997; ENEROTH; AHRNE;
MOLIN, 2000).

Bramley e McKinnon (1990), Craven e Macauley (1992) e Garg (1990)
observaram, em seus trabalhos com leite refrigerado, a presenca de
Pseudomonas fluorescens, sendo esta a espécie que mais produziu lipases e
proteases.

Arecuri et al. (2008) analisaram amostras de leite coletadas de 20 tanques
coletivos e 23 tanques individuais e verificaram que Pseudomonas foi o género
mais isolado e P. fluorescens foi a espécie predominante. A maioria dos isolados
bacterianos apresentou atividade proteolitica e/ou lipolitica a temperaturas de
refrigeracdo de 4°C, 7°C e 10°C, evidenciando seu alto potencial de deterioracdo
do leite e dos produtos lacteos. Os resultados ressaltam que maior atencdo deve
ser dada aos procedimentos que impecam a contaminacdo do leite por esses

microrganismos.

2.5.1 Microrganismos psicrotroficos: consequéncias na qualidade do leite e

produtos lacteos

O grupo de bactérias psicrotréficas € extremamente importante em
produtos que sdo conservados ou armazenados em condicdes de refrigeragdo por
periodos relativamente longos. O problema torna-se ainda mais sério quando se
considera o uso intensivo da refrigeracio (SILVEIRA et al., 1998).

O crescimento de bactérias psicrotréficas a temperatura de refrigeracio é
caracterizado por uma fase de adaptacdo ou laténcia, chamada fase lag, em que a
taxa de crescimento € insignificante. A duracdo desta fase varia muito em funcdo
da temperatura em que o leite é mantido, sendo mais longa em temperaturas
mais baixas (FOSTER, 1965). Apds esta fase hd uma fase logaritmica também

longa e lenta (ARCURI, 2003).
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O controle do grupo de bactérias psicrotréficas tem fundamental
importincia no prolongamento da vida ttil do leite e seus derivados. Embora a
pasteurizacdo elimine a maioria dos microrganismos presentes no leite, salienta-
se que, quando o leite é armazenado sob frio, os microrganismos psicrotréficos,
desenvolvem atividades metabdlicas, como hidrdlise de proteinas e gorduras
(SANTANA, 2001). A degradacdo desses componentes do leite contribui para a
reducdo de sua qualidade, especialmente nos caracteres organolépticos normais
(sabor e odor).

Além disso, uma importante caracteristica dos psicrotréficos
encontrados no leite e em produtos derivados é a sua capacidade de sintese de
enzimas extracelulares. Ainda que, durante a pasteurizacdo do leite, a grande
maioria dos psicrotréficos seja destruida, este tratamento térmico tem pouco
efeito sobre a atividade das enzimas termorresistentes produzidas por esses
microrganismos (ADAMS; BARACH; SPECK, 1976; CROMIE, 1992;
CUNHA; BRANDAO, 2000; MUIR, 1996; SANTOS; FONSECA, 2003).

Adams et al. (1975 citados por MOURA et al., 1999), trabalhando com
psicrotréficos isolados de leite cru, relataram que estes produzem proteases
resistentes a 149°C, por 10 segundos e que de 70% a 90% das amostras de leite
cru analisadas apresentaram microrganismos psicrotréficos capazes de produzir
estas enzimas. A destrui¢do de proteases bacterianas pode ser possivel quando
estas sdo submetidas a temperatura de 55 °C, durante 1 hora, antes do processo
de pasteurizacdo, podendo ocorrer uma reativacdo de 3% da atividade
proteolitica (SHAH, 1994). Adams, Barach e Speck (1976) verificaram que, a
149 °C, a protease MC 60 (usada como modelo de protease) foi,
aproximadamente, 400 vezes mais resistente ao calor que o esporo PA 3679 e
4.000 vezes mais resistente que o esporo de B. stearothermophilus,
microrganismos indicadores do processo de esterilizagdo do leite UAT. O

tratamento a 149 °C, por 4 segundos, destruiu menos que 10% das proteases.
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As enzimas de origem microbiana podem estar localizadas dentro das
bactérias (intracelulares), associadas a parede celular (periplasmadticas) ou ser
excretadas para o meio (extracelulares) (SANTOS, FONSECA, 2003). As
enzimas intracelulares e aquelas associadas com a parede celular podem ser
liberadas no leite quando ocorre a lise celular das bactérias, apds o tratamento
térmico e, dessa forma, em conjunto com as enzimas extracelulares, apresentar
acdo sobre os componentes do leite (KOHLMANN et al., 1991).

Dentre as enzimas extracelulares produzidas por muitas bactérias
psicrotréficas, as proteases e as lipases sdo consideradas as mais importantes em
relacdo a deterioracdo de leite e de produtos licteos; em menor importancia
estdo as fosfolipases e outras enzimas metabdlicas (ARCURI, 2003).

A producdo das lipases, proteases e fosfolipases por bactérias
psicrotréficas geralmente apresenta seu valor maximo no final da fase
exponencial ou na fase estaciondria de multiplicagdo celular. A maioria das
culturas licteas atinge este estigio quando a populagdo excede 10’UFC.mL"
(MUIR, 1990; STEAD, 1987). Por exemplo, Pseudomonas spp. produz estas
enzimas a temperatura de refrigeracdo, na maioria das vezes, no fim da fase
exponencial de crescimento celular, segundo Sorhaung e Stepaniak (1997).

Cousin (1982) relatou que as enzimas proteoliticas decorrentes de
Pseudomonas spp. sdo sintetizadas a 4°C, mas a concentracdo ¢ aumentada em
temperaturas entre 20° C a 30°C.

A consequéncia da alta termoestabilidade das proteases e lipases
elaboradas pelas bactérias psicrotréficas é que elas continuam agindo nos
produtos elaborados, causando degradacdes do material proteico e lipidico,
principalmente nos produtos leite UAT, queijo e manteiga, que ficam
armazenados por longos periodos. As proteases promovem quebra das proteinas,

promovendo, com isso, uma queda de rendimento na producdo de queijos pelo
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comprometimento da coagulagio e alteragdes como sabor amargo (ORDONEZ-
PEREDA et al., 2005).

Portanto, essas enzimas tém grande importancia na qualidade e na vida
de prateleira de produtos lacteos, como queijos, leite longa vida e creme de leite
(SWAISGOOD; BOSOGLU, 1984).

A velocidade das reagdes bioquimicas depende da temperatura de
estocagem do leite. Os microrganismos psicrotréficos evidenciam atividades
bioquimicas, mesmo em temperaturas proximas a 0°C (COUSIN, 1982;
THOMAS; THOMAS, 1973b).

De acordo com Gomes (1988), as proteases produzidas por bactérias
psicrotréficas, mesmo em concentragdes infimas, podem hidrolisar as proteinas
do leite. N@o € necessdria a presenca de grandes populacdes de microrganismos
psicrotréficos para que haja a producdo de quantidades significativas de
proteases (COUSIN, 1982; KOHLMANN et al., 1991). Adams, Barach e Speck
(1976) detectaram degradacdo da K-caseina antes de a populacdo bacteriana
atingir 10'UFC.mL"".

A contagem de bactérias psicrotréficas e a temperatura de
armazenamento influenciam a producdo das proteases. Quantidades
relativamente altas de proteases sdo produzidas a temperatura de refrigeracio
(4°C a 7°C). Alguns autores observaram que a estocagem do leite a 2°C inibe a
producdo de proteases por Pseudomonas spp. (COUSIN, 1982; SHAH, 1994).

Pinto (2004) estudou a atividade proteolitica e a estabilidade de amostras
de leite inoculadas com 10'UFC.mL"'de Pseudomonas fluorescens, durante 24
horas, a 2°C, 4°C, 7°C e 10°C. Constatou-se que,em temperaturas de 2°C e
4°C,ocorreu o controle do crescimento de Pseudomonas fluorescens com 24
horas de incubagdo. Apds este tempo, a populacdo dessa bactéria foi de,

aproximadamente, 10*'UFC.mL"a 2°C; 10°UFC.mL",a 4°C; 10°UFC.mL",a 7°C
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e de 10'UFC.mL"'a 10°C. A maior protedlise ocorreu no inicio da fase
estaciondria de crescimento.

A «x-caseina € a mais susceptivel ao ataque das proteases dos
microrganismos, em especial por enzimas produzidas por Pseudomonas
(COUSIN, 1982), enquanto a B-caseina e a a- caseina sdo menos susceptiveis.
Essas enzimas agem sobre a caseina e de forma semelhante a quimosina,
liberando o caseinomacropeptideo (CMP), porém, apresentam menor
especificidade (DATTA; DEETH, 2001).

As proteinas do soro, o-lactoalbumina e f-lactoglobulina, sdo,
geralmente, menos susceptiveis a sua acdo (ARCURI, 2003; COUSIN, 1982;
LAW, 1979). Assim, ocorre uma decomposicdo da caseina quantitativamente
maior que das proteinas do soro.

A «k-caseina é importante para a estabilidade da micela e, assim, esta
proteina, ao ser hidrolisada, provoca desestabilizacdo da mesma, levando a
coagulacdio do leite. Esta alteracdio bioquimica estd associada com a
gelatinizacdo do leite longa vida (LAW; ANDREWS; SHARPE, 1977; MUIR,
1996).

A hidrélise de proteinas do leite pelas proteinases provenientes de
psicrotréficos determina a coagulacdo do leite, a alteracdo de sabor e a reducdo
do rendimento no processamento de derivados (ADAMS; BARACH; SPECK,
1976; FAIRBAIR; LAW, 1986; ORDONEZ-PEREDA et al., 2005; SILVEIRA,
1998), principalmente na fabricacdo de queijos, pouca consisténcia do codgulo
formado durante fabricacdo dos mesmos (COUSIN, 1982; FAIRBAIRN; LAW,
1986; KOHLMANN et al., 1991; PRATA, 2001; THOMAS; THOMAS, 1973b).

Cousin (1982) sugere que os psicrotréficos tém efeitos sobre o
rendimento do queijo e que a reducdo do rendimento resulta tanto na degradacdo

de lipideos como de proteinas.
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Hicks et al. (1982) concluiram que a reduc¢do no rendimento resultou
tanto da degradagdo lipolitica como proteolitica do leite cru e estas
corresponderam a 45% e a 55% da perda de matéria seca, respectivamente.
Assim o rendimento de queijos também pode ser reduzido em funcdo da
atividade de enzimas lipoliticas sobre os triacilglicerdis com consequente
liberag@o de 4cidos graxos no soro e aumento das perdas de gordura (CROMIE,
1992; MOURA, 1997; STOFER; HICKS, 1983).

O aumento na acidez do leite contaminado por psicrotréficos durante a
estocagem, segundo Hicks et al. (1982), levou a producdo de queijos de acidez
também elevada, o que também resulta em diminui¢do do rendimento de
queijos.

A degradagdo proteolitica da caseina também pode causar maior
retengdo de 4dgua na massa de queijos fabricados com leite estocado sob
refrigeracdo, com consequente aumento da umidade dos produtos, colocando-os,
frequentemente, em desacordo com os limites legais (HICKS et al., 1986;
MOURA, 1997; STOFER; HICKS, 1983; VASSILIADOU; ALICHANIDIS,
1984; YAN; LANGLOIS; O’LEARY, 1983).

O produto da hidrélise de fracdes de caseinas resulta no surgimento de
peptideos responsdveis pelo sabor amargo (FAIRBAIRN; LAW, 1986) e
consequentes defeitos sensoriais (CELESTINO; IYER; ROGINSKI, 1996). A
continuagdo da protedlise resulta em sabores e odores pitridos associados a
produtos de degradacdo de baixo peso molecular, tais como amoOnia, aminas e
sulfetos (ARCURI, 2003; COUSIN, 1982; KRAFT; REY, 1979).

Entretanto, é importante ressaltar que os defeitos de sabor e aroma em
queijos sdo resultantes, principalmente, da acio de lipases e ndo das proteases,
isto porque, segundo Fox (1989), as proteases sdo soliveis em dgua e sdo
perdidas no soro, enquanto as lipases sdo adsorvidas pelos glébulos de gordura,

ficando retidas na massa do queijo.
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As lipases presentes no leite podem ser de origem enddgena, cuja
temperatura 6tima é de 37°C e pH 8, sendo esta termoestidvel e de origem
microbiana, cuja atuacdo 6tima é em pH alcalino e temperaturas entre 40 e 50°C.
Os géneros Pseudomonas, Achromobacter e Serratia produzem enzimas
lipoliticas termorresistentes, das quais P. fragi e P. fluorescens sdo as principais
produtoras (SHAH, 1994).

As lipases produzidas por Pseudomonas t€ém massa molecular de 30 kDa
a 50 kDa, com pH 6timo de atividade entre 7,0 e 9,0 (CHEN; DANIEL;
COOLBEAR, 2003) e temperatura 6tima entre 30 °C e 40 °C, apresentando, da
mesma forma que as proteases, atividade considerdvel a temperaturas de
refrigeracdo (FRANK, 1997).

As lipases produzidas por psicrotréficos sdo, frequentemente,
termorresistentes, podendo apresentar atividade residual de 25% apds a
pasteurizacdo e de 9% apds tratamento UHT (SHAH, 1994). A maioria das
lipases tem especificidade para as posi¢cdes sn-1 e sn-2 de triacilglicerdis e
algumas hidrolisam diacilgliceréis e monoacilgliceréis mais rdpido do que
triacilglicer6is (CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003).

Outra enzima produzida por alguns psicrotréficos, como Bacillus cereus
e algumas espécies Pseudomonas, é a fosfolipase C, que é importante na
deterioracdo do leite (COUSIN, 1982; MUIR, 1990). Esta enzima degrada a
membrana dos glébulos de gordura, facilitando a agdo das lipases sobre os
triacilglicerideos do leite (COUSIN, 1982; GARG, 1990; SHAH, 1994).

Derivados lacteos, como cremes, queijos € manteigas, sa0 0s principais
alvos da agdo das lipases, as quais sdo capazes de provocar o fendmeno da
rancidez na manteiga em dois dias (COUSIN, 1982; LAW, 1979).

Embora o leite ja contenha acidos graxos livres, resultantes de uma
sintese incompleta na glandula mamadria, o grande nimero deles € proveniente

da hidrélise dos triacilglicerdis por lipases. Esta hidrdlise provoca o aumento da
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fracdo de 4cidos graxos de cadeia curta (C-4 a C-8), conferindo aos produtos
licteos sabor e odor de rango. Acidos graxos de peso molecular maior (C-10 a
C-12) produzem sabor e odor de sabdo. Acidos graxos insaturados liberados
durante a lipdlise podem ser oxidados a cetonas e a aldeidos, produzindo sabor
oxidado ou metdlico (ARCURI, 2003; GOMES, 1988; MOURA, 1999;
ORDONEZ-PEREDA et al., 2005).

Sabores indesejdveis, como rangco, amargo, sujo, sabdo, metélico,
oxidado ou adstringente, atribuidos a atividade lipolitica de psicrotréficos,
podem tornar o leite e os produtos derivados inaceitdveis para o consumidor
(CHAMPAGNE et al., 1994; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; COUSIN,
1982).
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3 CONCLUSAO GERAL

O leite inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas
apresenta alteracdes na sua qualidade, quando € armazenado por 24, 48 e
72horas, nas temperaturas de 4°C, 7°C e 10 °C.Maiores alteracdes sdo
observadas no leite inoculado com maior contagem de bactérias psicrotréficas,
quando é armazenado em temperaturas mais elevadas e em maior tempo de
estocagem, condicdes que favorecem a obtengdo de um leite com contagem de
bactérias mais elevada.

Quanto menor o tempo de estocagem, menor temperatura e
contaminacdo inicial, menor é o aumento da contagem de bactérias
psicrotroéficas, atividade lipolitica e proteolitica, e menores alteracdes em relagdo
a gordura e a proteina do leite, sendo, assim, necessdrio o controle de tais
varidveis durante o armazenamento.

As alteragdes verificadas na qualidade do leite influenciam
substancialmente a composicio e o rendimento do queijo prato. Ocorrem
alteracdo durante a producdo dos queijos devido a alteracdo no tempo de
coagulacdo do leite, alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas e queda
significativa do rendimento.

Além disso, com o armazenamento do leite sob refrigeracdo e com a
inoculacdo de bactérias psicrotréficas, ocorrem alteragdes nas caracteristicas do
queijo prato durante a maturacdo, diferente das alteracdes ocorridas no queijo
produzido com leite recém-ordenhado.

Essas alteracdes sdo devido a qualidade do leite apds armazenamento,
principalmente pela a¢do enzimdtica e pela baixa temperatura, resultando em
queijos mais tmidos, com menor teor de proteina e gordura. Estes queijos,
durante a maturacdo, apresentam maiores indices proteoliticos devido a

umidade, ao maior teor de dcidos graxos livres pela acdo das enzimas lipoliticas,
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ao aumento do pH devido a protedlise e a alteracdo na cor. Essas alteracoes
podem influenciar de forma negativa a aceitagdo dos queijos prato pelo
consumidor, uma vez que foram obtidos queijos com caracteristicas diferentes
das do queijo prato produzido com leite recém-ordenhado. Portanto, faz-se
necessario verificar a aceitacio destes queijos para constatar como o0
armazenamento e a contagem de bactérias psicrotréficas do leite podem

influenciar.
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EFEITO DO ARMAZENAMENTO DO LEITE E DA CONTAGEM DE
BACTERIAS PSICROTROFICAS NA QUALIDADE DO LEITE
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RESUMO

O armazenamento do leite sob refrigeracdo e o consequente crescimento
das bactérias psicrotréficas e a atuagdo de suas enzimas podem provocar
alteracdes nas caracteristicas leite. Devido a este fato, este trabalho foi realizado
com o objetivo de avaliar o efeito do armazenamento e da contagem de bactérias
psicrotréficas na qualidade do leite, a fim de obter dados para verificar até que
ponto estas varidveis influénciam as caracteristicas do leite utilizado para
producdo de derivados. Para tanto, foram realizadas inoculagdes no leite com
baixa e alta contagem de bactérias psicrotrdficas, o qual foi armazenado nas
temperaturas de 4°C, 7°C e 10°C, por 24, 48 e 72horas. O leite foi analisado em
cada intervalo de tempo nas respectivas temperaturas. Foi verificado um
aumento da contagem das bactérias psicrotréficas com o aumento do tempo e da
temperatura, sendo mais expressivo quando o leite foi inoculado com alta
contagem de bactérias psicrotréficas. Em relacdo a qualidade, foi verificado que,
apds o armazenamento, nao houve alteracdo dos valores encontrados para o leite
cru e para o leite armazenado, em relagdo a densidade relativa a 15°C, gordura,
proteina total, indice crioscOpico, extrato seco desengordurado e estabilidade.
Entretanto, o leite armazenado a 10°C apresentou ligeira elevacdo da acidez. As
alteragdes na qualidade deram-se em relagdo a hidrélise da proteina com o
aumento de proteinas soliveis e hidrdlise da gordura com um aumento da
quantidade de 4cidos graxos livres. Essas alteracdes foram acompanhadas pelo
aumento da atividade proteolica e lipolitica no leite. O aumento da atividade das
enzimas proteoliticas foi influenciado pelo aumento da contagem de bactérias
psicrotréficas. Assim, a contagem inicial de bactérias psicrotréficas, o tempo e a
temperatura de armazenamento do leite influenciam de forma direta a qualidade
final do leite, sendo necessario, entdo, o controle dessas variaveis.

Palavras-chave: Refrigerag@o do leite. Qualidade. Protedlise. Lipdlise.
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ABSTRACT

Milk storage under refrigeration and the consequent growth of
psychrotrophic bacteria and the acting of their enzymes can bring about
alterations in the characteristics of milk, mainly during ripening. Due to this fact,
this work was conducted with the objective of evaluating the effect of storage
and of the count of psychrotrophic bacteria upon milk quality in order to obtain
data to verify to what extent these variables influence the characteristics of the
milk utilized for production of dairy products. For this purpose, inoculations in
the milk with high and low counts of psychrotrophic bacteria were conducted,
this milk was stored at the temperatures of 4°C, 7°C and 10°C, for 24, 48 and 72
hours. The milk was analyzed at each time interval at the respective
temperatures. An increase of the count of the psychrotrophic bacteria with
increasing time and temperature was found, its being more expressive when the
milk was inoculated with a high count of psychrotrophic bacteria. In relation to
the quality, it was found that, after storage, there was no alteration of the values
found for the raw milk and for the stored milk in relation to the relative density
at 15°C, fat, total protein, cryoscopic index, nonfat dry extract and stability.
However, the milk stored at 10°C presented a slight rise of acidity. The
alterations in the quality took place in relation to protein hydrolysis with
increasing soluble proteins and fat hydrolysis with increased amount of free fatty
acids. Those alterations were accompanied by the increase of the proteolytic and
lipolytic activity in milk. The increase of the activity of proteolytic activities was
influenced by the increase of the count of psychrotrophic bacteria. So, the initial
count of psychrotrophic bacteria, the storage time and temperature of milk
influence in a direct way the final quality of milk, then, the control of these
variables being necessary.

Keywords: Milk refrigeration. Quality. Proteolysis. Lipolysis.
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1 INTRODUCAO

A refrigeracdo do leite cru é uma pratica adotada em diversos paises e
que visa manter sua qualidade, devido ao controle do crescimento de bactérias,
principalmente da multiplicacdo de bactérias mesdfilas, que estdo relacionadas
com a acidificacdo do leite (BOOR et al., 1998; FAGUNDES et al., 2006;
PRATA, 2001). Esse controle traz vdrias vantagens, tanto para a inddstria como
para o produtor, uma vez que a qualidade do leite pode ser mantida por mais
tempo, devido a baixa temperatura, ndo ocorrendo devolugdo para o produtor
devido a alta acidez.

Embora promova uma queda na taxa de multiplicacdo bacteriana,
principalmente dos microrganismos mesoéfilos, a redu¢do da temperatura de
estocagem e de transporte do leite € seletiva para as bactérias psicrotréficas que,
em periodos prolongados em temperaturas iguais ou menores que 7°C, passam
de inexpressivos a dominantes, apresentando um considerdvel potencial
deteriorativo, capaz de promover mudangas sensoriais indesejaveis (PRATA,
2001; SANTOS; FONSECA, 2003b).

Uma importante caracteristica dos psicrotréficos encontrados no leite e
em produtos derivados € a sua capacidade de sintese de enzimas extracelulares.
Ainda que, durante a pasteurizacio do leite, a grande maioria dos psicrotréficos
seja destruida, este tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das
enzimas termorresistentes produzidas por estes microrganismos (CUNHA;
BRANDAO, 2000; MUIR, 1996; SANTOS; FONSECA, 2003a).

Apesar da importancia dos psicrotréficos na qualidade do leite, ndo é
estipulado, pela legislacdo brasileira, um padrido de qualidade e identidade do
leite, baseado na contagem de unidades formadoras de coldnia desses
microrganismos. Contagens totais, por si sd, podem ser um indicador de

qualidade higiénica do leite cru, entretanto, a contagem de bactérias
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psicrotréficas é um indicador complementar que pode contribuir para explicar os
problemas sazonais no processamento do leite (CEMPIRKOV A, 2002).

Nesse contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito do armazenamento e da contagem de bactérias psicrotréficas na qualidade
do leite, a fim de obter dados para verificar como estas varidveis influenciam as

caracteristicas do leite utilizado para a produgéo de derivados.
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2 MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido nas instalacdes da planta piloto no
Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas de Leite e Produtos Lacteos do Setor
de Laticinios e no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos, localizados no
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras,

em Lavras, MG.

2.1 Tratamentos e preparo do leite

Em trés ocasides diferentes, compondo, assim, trés repeticdes do
experimento como as outras etapas subsequentes, foi coletado leite recém-
ordenhado, o qual foi submetido ao processo de termizacio, a 65°C.15s™, em um
trocador de calor em placas, com o objetivo de destruir as bactérias
psicrotréficas presentes. Apds o processo de termizacdo do leite, realizou-se
teste fosfatase e peroxidase, para verificar se o perfil enzimatico do leite
termizado correspondia ao do leite cru, segundo técnicas descritas por Brasil
(2006). Todos os leites apresentaram atividade da fosfatase e peroxidase
positiva.

Posteriormente, o leite foi inoculado com 2,78 log UFC.mL" e 5,78 log
UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens, devido a importancia da contagem
inicial de bactérias psicrotréficas no leite e das diferentes contagens ja
encontradas no leite em trabalho anteriores (ARCURI et al., 2008; CUNHA;
CARVALHO; ABREU, 1996; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006; SILVA,
2003). No presente estudo, o leite inoculado com 2,78 log UFC.mL" foi
considerado o leite com baixa contagem inicial de pscrotréficos e o leite
inoculado com 5,78 log UFC.mL" foi considerado com alta contagem inicial de

pscrotroéficos.
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A cultura de Pseudomonas fluorescens NCTC 10038, utilizada para
inoculacdo, foi adquirida no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude, da Fundagao Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, na forma liofilizada. Foi
realizada a reidratacdo do liofilizado em caldo nutritivo e incubagdo por 48
horas, a temperatura de 28°C, sendo repicada a cada 48 horas, para manutencio
de sua atividade, segundo recomendacdo de Gobetti e Rossi (1992). A
determinacdo da concentragdo de células de Pseudomonas fluorescens presentes
no caldo nutritivo foi feita por contagem em placas, utilizando, como meio de
cultura, o dgar padrdo (PCA) incubado por 48 horas a temperatura de 28°C
(GOBETTTI; ROSSI, 1992), para posterior inoculagao.

O leite inoculado com duas contagens de bactérias psicrotroficas foi
dividido em volumes iguais e armazenado em recipientes pldsticos previamente
esterilizados, em diferentes temperaturas (4°C, 7°Ce 10°C) e tempos (0, 24, 48 e
72horas).

As temperaturas de armazenamento foram determinadas devido ao fato
de a Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011) estabelecer que a temperatura
maxima de conservacdo o leite cru refrigerado € de 7°C, na propriedade
rural/tanque comunitdrio e 10°C, no estabelecimento processador. Em se
tratando de tanque de refrigeracdo por expansdo direta, deve ser dimensionado
de modo que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou inferior a 4°C, no
tempo maximo de 3horas, apds o término da ordenha, independentemente de sua
capacidade e, em se tratando de tanque de refrigeracdo por imersdo, ser
dimensionado de modo que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou
inferior a 7°C, no tempo méaximo de trés horas apds o término da ordenha,
independentemente de sua capacidade.

Os tempos de armazenamento foram determinados, uma vez que a
Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011) estabelece que o tempo transcorrido

entre a ordenha inicial e o seu recebimento no estabelecimento que vai
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beneficia-lo (pasteurizagdo, esterilizacdo, etc.) deve ser, no maximo, de 48horas,
recomendando-se como ideal um periodo de tempo ndo superior a 24horas.
Entretanto, na industria beneficiadora, ele pode ser armazenado por periodo

superior a 48horas.

2.2 Analises do leite

As amostras de leite foram coletadas em frascos previamente
esterilizados e imediatamente submetidos as andlises microbioldgicas,

enzimadticas e fisico-quimicas.

2.2.1 Analises microbioldgicas

Foram realizadas andlises microbioldgicas para a contagem de bactérias
mesofilicas vidveis, apds a incubacdo, a 32°C, por 48 horas e para a contagem de
bactérias psicrotréficas, apds incubacdo a 7°C por 10 dias (FRANK;
CHRISTEN; BULLERMAN, 1992) do leite recém-ordenhado, para verificar a
qualidade microbiolégica do mesmo.

O leite termizado foi submetido a andlise de contagem de bactérias
psicrotréficas para verificar a eficiéncia da destrui¢do desses microrganismos,
segundo a mesma metodologia.

Para acompanhamento do crescimento das bactérias psicrotréficas no
leite armazenado sob diferentes tempos e temperaturas, foi realizada anélise de

contagem de bactérias psicrotréficas, segundo a mesma metodologia.
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2.2.2 Analises fisico-quimicas

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes durante o
armazenamento, foram realizadas as seguintes anélises do leite recém-ordenhado
e do leite inoculado com bactérias psicrotréficas armazenado em diferentes
temperaturas (4°C, 7°C e 10°C) e tempos (0, 24, 48 e 72horas): andlise de
gordura pelo método butirométrico de Gerber, densidade a 15°C, acidez
tituldvel, extrato seco total, extrato seco desengordurado (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2005), teste de estabilidade a
72% vlv, indice crioscopico (BRASIL, 2006), determinaciio dos 4cidos graxos
livrtes (WOLFSCHOON-POMBO; CARVALHO; FISCHER, 1986), nitrogénio
total do leite pelo método de micro Kjeldahl (AOAC, 2005), nitrogénio soldvel
em tampdo de acetato a pH 4,6 e nitrogénio solivel em dcido tricloroacético
(TCA) 12% (v/v), de acordo com Bynum e Barbano (1985), seguido por Micro
Kjedahl conforme (AOAC, 2005). O fator utilizado para conversao dos teores de

nitrogénio para proteina foi de 6,38.

2.2.3 Analises enzimaticas

O leite recém-ordenhado e o leite inoculado com bactérias psicrotréficas
armazenado em diferentes temperaturas (4°C, 7°C e 10°C) e tempos (24, 48 e
72horas) foi submetido as analises de atividade proteolitica, pela técnica descrita
por Bendicho et al. (2002), com modificagdes segundo Cardoso (2006) e
atividade lipolitica pelo método descrito por Rajmohan, Dodd e Waites (2002),

com modifica¢des segundo Cardoso (2006).
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2.3 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi um fatorial
2x3x4 inteiramente casualizado, sendo duas contagens de bactérias
psicrotréficas na inoculac@o do leite, trés temperaturas de armazenamento do
leite (4°C, 7°C e 10°C) e quatro tempos de armazenamento (0, 24, 48 e
72horas), com trés repeti¢des (trés coletas e inoculacdes).

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA), considerando-se um nivel de significdncia de p>0,05. O teste de
Scott-Knott foi utilizado para verificar quais tratamentos diferiam entre si,
quando a ANOVA indicou existir diferenca significativa.

Para verificar se existe correlagdo linear entre contagem de bactérias
psicrotréficas, atividade enzimdtica, concentracdo de 4cidos graxos e proteina
soldvel, foi realizada uma andlise de correlacdo linear de Pearson, considerando-
se um nivel de significancia p>0,05.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa estatistico

R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao fisico-quimica

A composicao fisico-quimica média do leite recém-ordenhado pode ser

observada na Tabela 1.

Tabela 1 Valores médios de composi¢do fisico-quimica do leite cru, antes do

armazenamento
Parametros

Densidade relativa a 15°C 1,031 g.mL'1
Acidez 0,14 g de 4cido latico.100mL"
Gordura 3,16g.100g™
Extrato seco total 11,85 g.100g™
Extrato seco desengordurado 8,69 g.100g™
Estabilidade ao alizarol 72 % (v/v) Estavel
Proteina total 3,41 g.100g"
Indice crioscépico 540°H

Os resultados de densidade relativa a 15°C, acidez, gordura, proteina
total, indice crioscépico e extrato seco desengordurado estdo em conformidade
com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru
Refrigerado (BRASIL, 2011). O leite apresentou-se estdvel ao alizarol 72%
(VIv).

Foi verificado que, apés armazenamento, ndo houve alteracdo dos
valores encontrados para o leite cru e para o leite armazenado, em todos os
tratamentos, em relacdo a densidade relativa a 15°C, gordura, proteina total,
indice crioscopico e extrato seco desengordurado, estabilidade. Entretanto, o
leite armazenado a 10°C apresentou elevagao da acidez de 0,14g de 4cido latico.

100mL" de leite de dcido litico para 0,16g de 4cido ldtico.100mL™ de
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leite.Mesmo assim, o leite ainda estd de acordo com Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado, o qual exige que a acidez do
leite deve estar entre 0,14 e 0,18g de 4acido latico.100mL™" de leite (BRASIL,
2011).

Esse aumento da acidez durante o armazenamento sob resfriamento
também foi reportado por Sanvido (2007). Ao armazenar o leite a 5°C por quatro
dias, este autor verificou um aumento da acidez de 0,156g de 4cido latico.

100mL™" de leite para 0,16g de 4cido ltico.100mL" de leite.

3.2 Microbiologia

O leite recém-ordenhado apresentou contagem de mesoéfilos de 3,5 log
UFC.mL"'e de psicrotréfico de 0,6 log UFC.mL'. Apds a termizacio, a
contagem de mes6filos foi de 2,9 log UFC.mL" e a de psicrotréfico, de 0 log
UFC.mL™", o que indica a eficiéncia do processo de termizagio no controle da
contagem de bactérias psicrotréficas.

Na Tabela 2 pode ser observada a contagem de bactérias psicrotréficas
do leite inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds

armazenamento a4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72horas.
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Tabela 2 Contagem média de bactérias psicrotréficas (log UFC.mL™") no leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 2,78*% 2,784 2,78*%
24 2,79 2,08 3,29
48 2,844 3,34F 3,37°¢
72 2,99 3,46" 4,59

Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 5,78 5,78 5,78
24 6,04 6,31°° 6,34"C
48 6,61 6,84 7,448
72 6,87"* 6,99" 8,78

Médias seguidas pela mesma letra, maitiscula nas linhas e mindscula nas colunas, nao
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05), do leite inoculado com 2,78 log UFC.mL"! e
5,78 log UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens

Como pode ser observado na Tabela 2, o leite inoculado com baixa
contagem (2,78 log UFC.mL"") apresentou contagem de psicrotréficos, no final
do tempo de armazenamento, de 2,99 log UFC.mL", 3,46 log UFC.mL" e 4,49
log UFC.mL", nas temperaturas de armazenamento de 4°C, 7°C e 10°C,
respectivamente. O leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas
(5,78 log UFC.mL’I), ao final do armazenamento de 72 horas, apresentou
contagem de bactérias psicrotréficas de 6,87 log UFC.mL", 6,99 log UFC.mL"
e 8,78 log UFC.mL™" nas temperaturas de armazenamento de 4°C, 7°C e 10°C,
respectivamente.

Apés armazenamento, algumas amostras apresentaram contagem de
bactérias psicrotréficas, de acordo Cousin (1982), que verificou, em seu estudo,
que a contagem de bactérias gram-negativas em leite estocado sob refrigeragao
pode atingir valores de 10° a 10° UFC.mL" (3 a 6 log UFC.mL™"), antes do

processamento, como foi verificado no presente estudo quando, ap6s 72horas, o
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leite inoculado com baixa contagem foi armazenado a 7°C e a 10°C. Por outro
lado, o leite inoculado com altas contagens superou os valores descritos pelo
autor, isso devido a contagem inicial elevada de bactérias psicrotréficas.

Houve diferenca significativa (p<0,05) da contagem de bactérias
psicrotréficas entre os tempos de armazenamento (0, 24, 48 e 72horas), tanto do
leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos quanto no leite inoculado
com alta contagem de psicrotréficos, independentemente da temperatura, tendo a
contagem de microrganismos psicrotréficos sido crescente na medida em que se

aumentava o tempo de estocagem (Grafico 1).
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Grifico 1 Crescimento de bactérias psicrotréficas durante a estocagem, em
diferentes tempos e temperaturas, do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactérias psicrotréficas

Comparando-se a contagem de psicrotréficos no mesmo tempo e em
diferentes temperaturas, pode-se observar que ela influenciou de forma
significativa (p<0,05). O leite armazenado a 4°C apresentou contagem de

microrganismos psicrotréficos menor (p<0,05) do que o leite armazenado a 7°C
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e a 10°C, apés o armazenamento por 24, 48 e 72horas, independente da
contagem inicial de psicrotréficos, ou seja, ocorreu influéncia da temperatura no
crescimento das bactérias.

Resultados semelhantes foram encontrados por Izidoro et al. (2013) e
Santos et al. (2013). Ao armazenarem o leite em diferentes tempos e
temperaturas, estes autores verificaram que, independentemente do momento, as
contagens foram mais altas, na medida em que se elevou a temperatura de
incubacdo do leite. Pinto (2004) também observou o aumento da populacio de
P. fluorescens com o aumento da temperatura de incubacio.

Haryani et al. (2003) observaram que a temperatura de refrigeracdo
influenciou o crescimento de bactérias psicrotréficas contaminantes naturais em
amostras de leite provenientes de duas fontes de producdo diferentes. O tempo
para que a populagio de psicrotréficos atingisse 10’ UFC mL™" (7 log.mL") a
2°C, 4°C e 7°C, foi de nove, sete e quatro dias, respectivamente.

Foi observado um aumento crescente da contagem desse grupo de
microrganismos, a medida que aumentaram o tempo e a temperatura de
armazenamento dos leites inoculados com baixa ou alta contagem de
psicrotréficos (Gréfico 1). Isto sugere que a refrigeracdo do leite cru, que € de,
no maximo, 7°C, podendo ganhar 3°C durante o transporte, chegando até a
unidade de processamento com cerca de 10°C, conforme previsto na legislacio
(BRASIL, 2011), ndo ¢é suficiente para a manutencdo da qualidade
microbioldgica da matéria-prima.

Entretanto, € importante ressaltar que, além do tempo e da temperatura
de armazenamento, uma contagem inicial baixa de psicrotréficos no leite é de
fundamental importancia para garantir a sua qualidade e uma menor populagdo
de bactérias psicrotréficas durante o armazenamento, como foi verificado no
presente estudo. Isso porque, apds 72 horas de armazenamento a 10°C, o leite

com contaminacdo inicial de 2,78 log UFC.mL" apresentou um aumento da
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populacdo de psicrotréficos equivalente a, aproximadamente,dois ciclos
logaritmicos, enquanto o leite com contaminacio inicial de 5,78 log UFC.mL'e
armazenado nas mesmas condi¢des apresentou um aumento de trés ciclos
logaritmicos.

Apesar do aumento da contagem de psicrotréficos observado no leite, os
valores encontrados foram inferiores aos encontrados por Pinto (2004), que
observou que a manuten¢do de amostras de leite cru a 10°C permitiu um
aumento rdpido da populagdo de P. fluorescens, equivalente a trés ciclos
logaritmicos, apds dois dias de estocagem. Cousin e Marth (1977), ao estudarem
o crescimento de bactérias psicrotréficas em amostras de leite cru, observaram
que, com apenas dois dias, a 7°C, a contagem de psicrotréficos aumentou dois
ciclos logaritmicos e a 10°C, 3 ciclos logaritmicos. Durante o periodo quatro
dias de estocagem, Cardoso (2006) observou um aumento de dois ciclos
logaritmicos na populacdo de bactérias psicrotréficas proteoliticas e de,
aproximadamente, trés ciclos logaritmicos na populacio de bactérias
psicrotréficas lipoliticas.

Portanto, estes resultados indicam e confirmam a importancia do
controle da contaminac¢ao inicial do leite cru por psicrotréficos, principalmente
por espécies de Pseudomonas e a necessidade de manutencdo da matéria-prima
no estabelecimento industrial, em temperaturas inferiores a 10°C e em menor
tempo de armazenamento.

As contagens de psicrotréficos apresentadas pelo leite inoculado com
alta e baixa contagem de psicrotréficos, apds armazenamento por 72horas, nas
temperaturas de 4°C, 7°C e a 10°C, podem provocar algumas alteracdes
indesejaveis e comprometer a utilizagdo dos mesmos na fabricagdo dos produtos
derivados. Com base nos dados da literatura, parece imprudente a fabricagdo de

produtos a partir do leite em que a contagem de psicrotréficos tenha excedido a
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6 log UFC.mL"', pois, neste caso, é grande a possibilidade da presenga de
enzimas degradativas extracelulares (NORNBERG, 2009).

Segundo Cromie (1992), quando o numero de microrganismos
psicrotréficos atinge 10’'UFC.mL"(7 log UFC.mL"),comeca a haver alteracdes
no leite.

Por outro lado, Ranis e Lewis (1995) afirmam que, mesmo em produtos
finais que tenham uma contagem bacteriana dentro dos padrdes legais, as
transformagdes na qualidade dos mesmos podem ocorrer. Essa alteracdo pode
ser devido a producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas.

De acordo com Wiedmann et al. (2000), estirpes de Pseudomonasspp.
isoladas de leite cru apresentaram atividade de proteases e lipases. Segundo estes
autores, as estirpes pertencentes a estes grupos constituem organismos
representantes da microbiota deterioradora, de particular preocupagdo para a
industria de laticinios e de alimentos, por produzirem enzimas hidroliticas que
atuam sobre constituintes importantes do leite, do ponto de vista tecnoldgico, as

proteinas e os lipidios.
3.3 Concentracao de acidos graxos livres e atividade lipolitica
Na Tabela 3 pode ser observada a atividade lipolitica do leite inoculado

com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento a

4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72horas.
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Tabela 3 Atividade lipolitica (unidades de enzimas lipoliticas) no leite inoculado
com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apods
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 16,17** 16,17 16,17
24 16,17 16,17 16,69
48 16,57 16,73 16,93
72 16,89 16,98 17,09
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 16,17 16,17 16,17
24 16,37 16,98 17,00
48 16,75 17,65 18,21°*
72 17,00 18,02" 18,94

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

O leite apresentou atividade lipolitica inicial de 16,17, em unidades de
enzimas lipoliticas. Resultados semelhantes foram encontrados por Cardoso
(2006), cujo leite analisado apresentou 16,09 unidades de enzimas lipoliticas, o
que atribuiu a atividade enzimatica, pela presenca de lipases naturais no leite, as
quais, segundo Chen, Daniel e Coolbear (2003), t€ém a propriedade de hidrolisar
triacilglicer6is, constituintes da gordura, em dcidos graxos de cadeia curta,
incluindo os dcidos butirico, caproico, caprilico e cdprico, principais
responsdveis pelo aparecimento de odores desagraddveis no leite. Observa-se
que, durante o armazenamento, ocorreu um aumento significativo (p<0,05),
dependendo do tempo e da temperatura de armazenamento (Tabela 3).

Quando o leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos foi
armazenado a 4 °C e a 7°C, houve um aumento significativo da atividade

lipolitica, ap6s 48horas de armazenamento. Ja no leite armazenado a 10°C foi
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verificada diferenga significativa (p<0,05) entre a atividade lipolitica inicial e
com 24 horas de armazenamento. Apds este tempo, a atividade lipolitica
manteve-se constante, ou seja, nao houve diferenca significativa entre os tempos
de 24, 48 e 72horas de armazenamento a 10°C.

No leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos armazenado a 4
°C e a 10°C houve um aumento significativo da atividade lipolitica, apds 24
horas de armazenamento. J4 no leite armazenado a 7°C, a atividade lipolitica
deferiu significativamente em todos os tempos de armazenamento. Apesar de o
tempo de armazenamento influenciar de forma diferente as temperaturas, pode-
se afirmar que houve um aumento significativo (p<0,05) da atividade lipolitica
inicial do leite para a atividade lipolitica ap6s 72horas de armazenamento nas
temperaturas de 4 °C, 7 °C e 10°C.

Comparando-se as diferentes temperaturas de armazenamento em
tempos iguais, no leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos, no final
do armazenamento, constata-se que nio houve diferenca significativa entre a
atividade lipolitica nas temperaturas de 4 °C, 7 °C e 10°C.

Por outro lado, o leite inoculado com alta contagem de bactérias
psicrotréficas  apresentou diferenca significativa (p<0,05) nas diferentes
temperaturas analisadas e aumento crescente em relacio as mesmas,
apresentando um aumento na atividade lipolitica de 5,13%, 11,44% e 17,13%,
apés armazenamento por 72horas, nas temperaturas de 4 °C, 7 °C e 10°C,
respectivamente. Cardoso (2006) também verificou que a atividade proteolitica e
lipolitica no leite cru refrigerado aumentou durante a estocagem a 10°C. Wang e
Jayarao (2001), ao analisarem a atividade lipolitica do leite com isolados de P.
fluorescens, também verificaram interferéncia da temperatura de armazenamento
na atividade lipolitica, a qual pode ter sido influenciada pela contagem de
bactérias psicrotréficas no leite, uma vez que, quando ele apresentou maior

contagem de psicrotréficos, apresentou, consequentemente, maiores valores de
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atividade lipolitica (Gréfico 2). Isso foi confirmado estatisticamente pelo teste de
correlacdo linear, uma vez que os valores do coeficiente de correlagdo e o nivel
de significancia entre a contagem de psicrotréficos e a atividade lipolitica do
leite foram de 0,640 e 0,001, respectivamente. Isso indica que existe uma
correlacdo linear positiva (p<0,01) e, assim, quanto maior a contagem de
bactérias psicrotréficas no leite, maior é a atividade lipolitica do mesmo.
Entretanto, segundo Haryani et al. (2003), o principal fator que determina a

atividade proteolitica e lipolitica € o tipo de bactéria psicrotréfica que cresce no

leite cru e ndo o ndmero dessas bactérias.
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Grifico 2 Atividade de enzimas lipoliticas, de acordo com a contagem de
psicrotréficos do leite armazenado em diferentes tempos e
temperaturas

Segundo Cousin (1982), as lipases apresentam atividade 6tima numa
ampla faixa de temperatura (22 a 70°C), e as lipases produzidas por

Pseudomonas fluorescens sao ativas a temperatura de refrigeracdo (4 a 7°C).
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Durante a estocagem de amostras de leite cru sob refrigeracdo,
Celestino, Iyer e Roginski (1996) observaram o aumento do nimero de bactérias
psicrotréficas com atividades proteoliticas e lipoliticas, tendo a lipdlise sido
constatada pelo aumento do conteddo de 4cidos graxos livres.

Na Tabela 4 pode ser observada a concentracao de acidos graxos do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds

armazenamento a 4 °C, 7 °C e 10 °C, por 0, 24, 48 e 72 horas.

Tabela 4 Concentracio de 4cidos graxos (mmol.100g") no leite inoculado com
baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apés armazenamento
em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 70C 10°C
(horas)
0 1,32*% 1,32*4 1,32*4
24 1,69°* 3,03 2,97
48 1,76°* 3,13 3,06™
72 1,82" 5,44 4,18
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 70C 10°C
(horas)
0 1,32 1,32*4 1,32*4
24 1,87° 3,16™ 5,03°¢
48 1,98 4,23® 5,29
72 2,40 4,70 5,89

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minuscula na coluna, nio
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A concentra¢do inicial de 4cidos graxos livres no leite foi de 1,32
mmol.100g”, que é superior 2 encontrada por Moura et al. (1999), ao analisar

leite pasteurizado; por Wolfschoon-Pombo, Carvalho e Fischer (1986), quando
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analisaram leites cru de plataforma e por Gomes (1988), analisando leite
pasteurizado.

Ap6s armazenamento de 72horas em diferentes temperaturas ocorreu um
aumento significativo do teor de 4cido graxos livres (p<0,05) (Tabela 4), com
valor maximo de 5,89 mmol.100g” no leite inoculado com alta contagem de
psicrotréficos e armazenado por 72horas a 10°C. Outros autores também
verificaram aumento na concentracio de 4cidos graxos livres durante o
armazenamento do leite sob refrigeracio (DOWNEY, 1980; MOURA et al.,
1999).

Comparando-se a concentragdo de acidos graxos livres nas diferentes
temperaturas no mesmo tempo, pode-se observar que houve uma diferenca
significativa entre a concentrag@o de 4cidos graxos livres do leite armazenado a
4 °C e a 10°C, para os tempos de 24, 48 e 72horas de armazenamento. Assim,
tanto o tempo de armazenamento quanto a temperatura influenciaram de forma
significativa (p<0,05) a concentracdo de 4cidos graxos livres do leite inoculado
com alta e baixa contagem de psicrotréficos ao longo do armazenamento.

A acdo das lipases produzidas pelas Pseudomonas fluorescens, segundo
Moura et al. (1999),pode ser responsabilizada por esse incremento dos dcidos
graxos livres ocorrido durante o periodo de armazenamento, como foi verificado
no presente estudo.

Foi constatada correlacdo linear positiva entre a atividade lipolitica e a
concentragdo de dcidos graxos livres, tanto do leite inoculado com baixa
contagem de psicrotréficos quanto do leite com alta contagem de psicrotréficos,
uma vez que foram obtidos indices de correlacdo linear e niveis de significancia
para cada nivel de contaminacdo de 0,640 e 0,001, e 0,816 e 0,001,
respectivamente. Assim, quanto maior a atividade lipolitica, maior o aumento da

concentracdo de dcidos graxos livres (Grafico 3).
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Grifico 3 Concentragdo de dcidos graxos livres, de acordo com a atividade de
enzimas lipoliticas do leite armazenado em diferentes tempos e
temperaturas

A atividade lipolitica € influenciada pela contagem de microrganismos
psicrotréficos. Consequentemente,pode ocorrer o aumento de 4cidos graxos
livres. Celestino, Lyer e Roginski (1996) e Downey (1980), pesquisando lipSlise
em leites resfriados a 4°C, verificaram um aumento consideravel dos teores de
acidos graxos livres no leite, atribuindo este aumento ao desenvolvimento de
microrganismos psicrotréficos nos leites analisados.

As amostras de leite que contém cepas microbianas lipoliticas podem,
ainda, sofrer reagdes indesejaveis, produzindo off-flavors e mau odor do leite,
indicando o fim de sua vida ttil (OUATTARA et al., 2004).

Embora o leite ja4 contenha 4cidos graxos livres, resultantes de uma
sintese incompleta na glandula mamadria, o grande ndmero deles € proveniente
da hidrdlise dos trigliacilglicer6is por lipases. Esta hidrélise provoca o aumento
da fracdo de 4cidos graxos de cadeira curta (C-4 a C-8), conferindo aos produtos

lacteos sabor e odor de ranco. Acidos graxos de peso molecular maior (C-10 a
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C-12) produzem sabor e odor de sabdo. Acidos graxos insaturados liberados
durante a lipdlise podem ser oxidados a cetonas e a aldeidos, produzindo sabor
oxidado ou metalico (ARCURI, 2003; GOMES, 1988; MOURA et al., 1999;
ORDONEZ-PEREDA et al., 2005).

3.4 Fracoes de proteinas e atividade proteolitica

Outro fator que influencia a qualidade do leite e de produtos lacteos € a
acdo de proteases, as quais, dentre as enzimas extracelulares produzidas por
muitas bactérias psicrotroficas, s@o as mais importantes em relagdo a
deterioracdo de leite, juntamente com as lipases (ARCURI, 2003). Na Tabela 5
estd representada a atividade proteolitica do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactéticas psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e

temperaturas.
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Tabela 5 Atividade proteolitica(unidades de enzimas proteoliticas) do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 1,96** 1,96** 1,96**
24 1,96** 2,77 1,96"
48 2,06™ 3,86 3,28
72 2,334 5,06™ 3,35

Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 1,96 1,96 1,96**
24 2,12 2,77 3,49
48 2,79" 3,09 3,95
72 3,614 6,43" 7,60°°

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minuscula na coluna, nio
diferem pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A atividade proteolitica inicial do leite foi de 1,96 unidades de enzimas,
a qual estd relacionada com as proteases naturais do leite. A ocorréncia de
protedlise pela atividade de proteases nativas termoestdveis é relacionada,
principalmente, com a atividade de plasmina, uma serina protease e seu
precursor inativo, o plasminogénio (BASTIAN; BROWN, 1996; HUMBERT et
al., 1982). Entretanto, foi verificada o aumento da atividade proteolitica durante
o armazenamento, dependente do tempo e temperatura (Tabela 5).

Nas temperaturas de 4°C, 7°C e 10°C, tanto no leite inoculado com
baixa contagem de psicrotréficos quanto no leite inoculado com alta contagem
de psicrotréficos, a atividade proteolitica apresentou aumento significativo
(p<0,05), durante o armazenamento até 72horas.

Comparando-se as diferentes temperaturas e o mesmo tempo de
armazenamento, pode-se verificar que, nos tempos de 24 e de 48horas, ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) da atividade proteolitica do leite

inoculado com baixa e alta contagem de psicrotréficos. Entretanto, com 72horas
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de armazenamento, houve um aumento significativo (p<0,05) na atividade
proteolitica, de acordo com a temperatura de armazenamento. No leite inoculado
com baixa contagem de psicrotréficos foi verificado um aumento significativo
(p<0,05) da atividade proteolitica entre as temperaturas de 4°C, 7°C e 10°C, e no
leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos, entre as temperaturas de
7°C e 10°C.

Segundo Cousin (1982), as enzimas proteoliticas decorrentes de
Pseudomonas spp. sdo sintetizadas a 4°C, mas a concentracdo € aumentada em
temperaturas mais elevadas. Resultados semelhantes foram apresentados por
Wang e Jayarao (2001), ao observarem que isolados de P. fluorescensexibiram
maior percentual de atividade proteolitica a 7°C (80%) e a 22°C (90,9%).

Assim, a temperatura de armazenamento influencia a producdo das
proteases. Quantidades relativamente altas de proteases sdo produzidas a
temperatura de refrigeracdo (4°C a 7°C). Alguns autores observaram que a
estocagem do leite a 2°C inibe a produgdo de proteases por Pseudomonas ssp.
(COUSIN, 1982; SHAH, 1994). Embora as proteases apresentem maior
atividade de 30°C a 45°C, elas também sdo significativamente ativas a 4°C
(COUSIN, 1982).

No presente estudo, houve um aumento significativo da atividade
proteolitica (p<0,05), mesmo quando o leite apresentou contagem de 2,99log
UFC.mL", apés 72horas de armazenamento a 4°C. Outros autores também
constataram atividade proteolitica na presenca de baixa contagem de bactérias
proteoliticas. Wiking et al. (2002) detectaram aumento significativo da
protedlise a 4 °C e 8°C, apds 72 horas de estocagem, mesmo na presenca de
baixa contagem de bactérias psicrotréficas, sugerindo que, possivelmente, a
protedlise ocorreu por atividade do sistema plasmina/plasminogénio.

Plasmina, plasminogénio e ativadores de plasminogénio encontram-se

associados, principalmente, as micelas de caseina (BASTIAN; BROWN, 1996).
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Essa associacdio pode ser afetada pela atividade de proteases de Pseudomonas
ssp. (FAJARDDO-LIRA; NIELSEN, 1998) e isto resulta na liberacdo de
plasmina ligada a caseina para o soro, aumentando, assim, sua atuacao no
mesmo, 0 que pode comprometer de forma negativa o processo de fabricacdo de
queijos (FOX, 1989). Portanto, as proteases bacterianas atuam tanto diretamente
na degradacdo das proteinas, como indiretamente pela liberagdo da plasmina.

Adams, Barach e Speck (1976) concluiram que um grau de protedlise
detectdvel ndo requer alta populacdo de psicrotréficos ao registrarem um
decréscimo de 10% a 20% na concentragdo de k-caseina, apds dois dias de
estocagem a 5°C, na presenca de 10° UFC.mL' (5 log UFC.mL") de
Pseudomonas ssp.

Por outro lado, Pinto (2004) constatou um aumento na atividade
proteolitica de dois isolados de P. fluorescens em leite desnatado reconstituido
estocado, apenas em populacdes superiores a 10° UFC mL™', nas temperaturas de
2°C, 4°C, 7°Ce 10°C.

Costa et al. (2002), estudando a espécie de microrganismos
psicrotréficos Pseudomonas fluorescens, constataram aumento significativo na
producdo de proteases em leite estocado a 6°C, apds 72 horas, quando a
concentracdo celular era de, aproximadamente, 10’ UFC.mL" (7 log UFC.mL™).
Os autores constataram que a protease se encontrava associada 3 membrana
bacteriana e apresentava termorresisténcia significativa.

Haryani et al. (2003) constataram pouca correlacdo entre a contagem de
psicrotréficos, o grau de protedlise ou a atividade proteolitica. Isso também foi
corroborado por Izidoro et al. (2013), uma vez que verificaram que ndo houve
relacdo de linearidade entre a populacdo de microrganismos psicrotréficos, a
percentagem de bactérias proteoliticas e a atividade metabdlica proteolitica.
Entretanto, no presente estudo foi verificada correlagéo linear significativa entre

a contagem de psicrotréficos e a atividade proteolitica, uma vez que se
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obtiveram indice de correlagdo e nivel de significancia de 0,392 e 0,003,
respectivamente. Assim, quanto maior a contagem de psicrotréficos, mais

elevada a atividade proteolitica, como pode ser observado no Grafico 4.
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Grifico 4 Atividade de enzimas proteoliticas, de acordo com a contagem de
psicrotréficos do leite armazenado em diferentes tempos e
temperaturas

A hidrélise de proteinas do leite pelas proteinases provenientes de
psicrotréficos determina a coagulagdo do leite, a alteracdo de sabor e a reducdo
do rendimento no processamento de derivados (ADAMS; BARACH; SPECK,
1976; FAIRBAIRN; LAW, 1986; ORDONEZ-PEREDA et al., 2005;
SILVEIRA et al., 1998), principalmente na fabricacdo de queijos, e pouca
consisténcia do codgulo formado durante fabricacdo dos mesmos (COUSIN,
1982; FAIRBAIRN; LAW, 1986; KOHLMANN et al., 1991; PRATA, 2001;
THOMAS; THOMAS, 1973).

A «-caseina € a mais susceptivel ao ataque das proteases dos

microrganismos, em especial por enzimas produzidas por Pseudomonas
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(COUSIN, 1982), enquanto a B-caseina e a o-caseina sdo menos susceptiveis
(DATTA; DEETH, 2001). As proteases sdo capazes de hidrolisar toda a caseina
disponivel no leite em peptideos soliveis (MOURA et al.,, 1999; VIDAL-
MARTINS; ROSSI JUNIOR; REZENDE-LAGO, 2005), aumentando, assim, a
concentragdo dos mesmos no leite.

Na Tabela 6 podem ser observados os teores médios de proteina solivel
e nitrogénio ndo proteico do leite inoculado com baixa e alta contagem de

bactérias psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e temperaturas.

Tabela 6 Teor médio de proteina solivel (PS) (g.100g™) e nitrogénio nio
proteico (NNP) (g.lOOg'l) do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento em
diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66 0,04*4 0,66 0,04* 0,66 0,04**
24 0,67 0,04 0,888 0,058 0,79°8 0,058
48 0,77°4 0,05°* 0,988 0,06 0,82°4 0,058
72 0,77°* 0,05°* 1,018 0,068 0,86°¢ 0,05°¢
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66 0,04% 0,66 0,04% 0,66 0,044
24 0,69 0,04%4 0,81%8 0,058 1,60°¢ 0,09°¢
48 0,82°4 0,05 1,048 0,068 1,68°¢ 0,10°¢
72 0,84%4 0,05 1,12 0,07 1,68°¢ 0,10°¢

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minuscula na coluna, nio
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A proteina solivel do leite, antes do armazenamento, foi de 0,66

2.100g". Apés armazenamento, o leite inoculado com baixa contagem de
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psicrotréficos apresentou 1,01 g.100g" de proteina solivel, enquanto o leite
inoculado com alta contagem de psicrotréficos apresentou 1,68 g.100g” de
proteina soldvel.

Foi verificado um aumento significativo (p<0,05) da concentracdo de
proteina soldvel do leite inoculado com baixa e alta contagem de psicrotréficos
durante 72horas de armazenamento, nas temperaturas de 4 °C, 7 °C e 10°C.

Esses dados estdo de acordo com os de Moura et al. (1999) que
verificaram que, com o aumento do tempo de armazenamento, houve elevacio
no teor de nitrogénio solivel a pH 4,6 no leite, coincidindo com o aumento na
contagem de Pseudomonas.

Pinto (2004) observou que uma inoculagio inicial de, aproximadamente,
10°UFC.mL™" (6 log UFC.mL") levou a hidrélise das fracdes de caseina.Este
resultado estd de acordo com o que foi relatado por Cousins, Sharpe e Law
(1977), segundo os quais uma contaminag@o por bactérias psicrotréficas superior
a 2,0 x 10°UFC.mL" (6,31 log UFC.mL") ji compromete a integridade das
fracdes de caseina, com consequente decréscimo na producdo de queijos, de
aproximadamente 5%, ocasionando impactos econdmicos negativos a inddstria
de laticinios.

As proteases sdo capazes de hidrolisar toda a caseina disponivel no leite
em peptideos soliveis. As proteases de origem psicrotréfica tém atividade
hidrolitica em vdrias fragdes da caseina, apresentando, no entanto, baixa
atividade degradativa sobre as proteinas do soro (SANTOS; LARANIJA, 2001).

A proteina solivel do leite pode ser degradada pela acdo da plasmina,
principalmente com o aumento da atividade da mesma, pela acdo das enzimas
proteoliticas das bactérias psicrotréficas sobre a casefna. Com a atividade da
plasmina sobre aas proteinas soliveis pode ocorrer a liberagdo de peptideos
soliveis e de nitrogénio soliivel ao 4cido tricloroacético a 12% (v/v),

considerado como nitrogénio nio proteico.
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O teor de nitrogénio néo proteico aumentou significativamente (p<0,05)
de acordo com o aumento do tempo e da temperatura de armazenamento, tanto
do leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos quanto do leite
inoculado com alta contagem de psicrotréficos, mostrando, assim, a atuacio de
enzimas, principalmente da plasmina, durante a refrigeracdo do leite e ndao das
enzimas produzidas pelas bactérias psicrotréficas.

Segundo Alvim (1992), Datta e Deeth (2001) e Gebre-Egziabher,
Humberte e Blankenagel (1980), a atividade das enzimas proteoliticas
produzidas por psicrotréficos expressa-se, principalmente, sobre as caseinas,
mais especificamente sobre as por¢des glicolisadas e hidrofilicas da k-caseina.
Essa atividade é muito similar a acdo da quimosina (coalho) sobre as fracdes
proteicas do leite no processo de fabricacdo dos queijos, pois resulta na liberacao

de moléculas de GMP, como foi comprovado por alguns autores.
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4 CONCLUSAO

O leite inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas
apresenta alteracdes na sua qualidade, quando € armazenado por 24, 48 e
72horas, nas temperaturas de 4°C, 7°C e 10°C. Maiores alteracdes sao
observadas no leite inoculado com maior contagem de bactérias psicrotréficas,
quando é armazenado em temperaturas mais elevadas e em maior tempo de
estocagem, condi¢des que favoreceram a obtencdo de um leite com contagem de
bactérias mais elevada.

Quanto menor o tempo de estocagem, menor a temperatura e a
contaminac¢do inicial, menor serd o aumento da contagem de bactérias
psicrotréficas, atividade lipolitica e proteolitica, e menores alteracdes em relagdo
a gordura e a proteina do leite, sendo, assim, necessdrio o controle de tais
varidveis durante o armazenamento. Isso porque ndo € possivel recuperar um

leite de qualidade insatisfatéria. Além de diminuir a vida de prateleira do

produto, pode vir a ocasionar problemas tecnolégicos e econdmicos.
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RESUMO

A estocagem do leite sob refrigeracdo pode ocasionar a diminui¢do do
rendimento na fabricacdo de queijos, devido a selecdo das bactérias
psicrotréficas, em periodos prolongados a temperaturas iguais ou menores que
7°C, além de alteracdes na qualidade dos queijos. Nesse contexto, este trabalho
foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia da temperatura e do tempo
de refrigeracdo e da contagem total de bactérias psicrotréficas do leite nas
caracteristicas e no rendimento do queijo prato. O crescimento de bactérias
psicrotréficas no leite cru, inoculado com baixa e alta contagem das mesmas,
durante a estocagem a 4°C, 7°C e 10 °C, por até 72horas, promoveu alteragdes
na qualidade do leite, a qual influenciou substancialmente a composi¢do e o
rendimento do queijo prato. A maior influéncia verificada foi da atividade
proteolitica e lipolitica no leite apés armazenamento sob refrigeracdo, mesmo
quando apresentou baixas contagens de bactérias psicrotréficas e foi armazenado
a 4 °C, por 24 horas. Ocorreu alteracio durante a producdo dos queijos devido a
alterac@o no tempo de coagulagdo do leite, a alteracdo das caracteristicas fisico-
quimicas e a queda significativa do rendimento. Sendo assim, é importante nao
s6 o controle da contagem de bactérias psicrotréficas, mas também o controle do
tempo e da temperatura de armazenamento do leite, uma vez que a industria
pode enfrentar alteragdes na qualidade do queijo prato e prejuizos com a queda
de rendimento de sua fabricacao.

Palavras-chave: Qualidade do queijo prato. Resfriamento do leite. Rendimento
de fabricacdo.
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ABSTRACT

Milk storage under refrigeration can cause the decrease of the yield in
cheese-making, due to the selection of psychrotrophic bacteria, in extended
periods at temperatures equal or lower than 7°C, in addition to the alterations in
the quality of cheeses. Under this context, this work was conducted with the
objective of evaluating the influence of refrigeration time and temperature and
of the total count of milk psychrotrophic bacteria upon the characteristics and on
the yield of prato cheese. The growth of psychrotrophic bacteria in raw milk,
inoculated with a low and high count of these bacteria during the storage at 4°C,
7°C and 10 °C for up to 72hours, promoted alteration in the milk quality, which
markedly the composition and the yield of prato cheese. The greatest influence
found was that of the proteolytic and lipolytic activity in milk after storage under
refrigeration even when it presented low counts of psychrotrophic bacteria and
was stored at 4 °C for 24 hours. Alteration occurred during the cheese
production due to the alteration in the coagulation time of milk, to the alteration
of the physicochemical characteristics and to the significant fall of yield. In such
case, it is important not only the control of the count of psychrotrophic bacteria,
but also the control of the time and temperature of milk storage, since the
industry can face alterations in the prato cheese quality and losses with the yield
fall of its making.

Keywords: Prato cheese quality. Milk cooling. Making yield.
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1 INTRODUCAO

Durante o processo de conversdo do leite em queijo, os constituintes do
leite sdo separados em dois grupos, aqueles que ficam retidos na coalhada e
aqueles que s@o perdidos no soro. A coalhada retém a maior parte da gordura e
da caseina do leite, enquanto o soro contém, principalmente, dgua, lactose,
proteinas e minerais que sdo soliveis no pH em que o queijo € fabricado
(FARKYE, 2004).

O rendimento industrial é de grande importincia econdmica para a
industria de queijo. Vérios fatores podem afetd-lo, tais como a composi¢do
quimica do leite, a composicdo do queijo, as perdas durante o corte da coalhada,
a pasteurizacio do leite, o uso de cloreto de célcio, o tipo de coalho usado e a
contagem de células somdticas e de bactérias psicrotréficas no leite cru
(FURTADO, 2005; LUCEY; KELLY, 1994).

A estocagem do leite sob refrigeracdo pode ocasionar a diminui¢do do
rendimento na fabricacio de queijos, devido a selecdo das bactérias
psicrotréficas, em periodos prolongados em temperaturas iguais ou menores que
7°C (PRATA, 2001; SANTOS; FONSECA, 2003).

Esses microrganismos sdo capazes de se multiplicar a 7 °C ou menos,
independente de sua temperatura 6tima de crescimento. A maioria das bactérias
psicrotréficas ndo suporta temperaturas de pasteurizacio e ultra-alta temperatura
(UAT), porém, muitas s@o capazes de produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas
termorresistentes que podem resultar em problemas tecnoldgicos, tais como
formacao de sabores estranhos, coagulagdo e redugdo do rendimento de produtos
derivados do leite.

Em muitos estudos foi demonstrado que a estocagem do leite sob
refrigeracdo influencia de forma negativa o rendimento de diversos queijos

(BARBOSA et al., 2009; CARDOSO, 2006; MOURA, 1997; VIDIGAL, 2012).
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Amorim (2007) verificou que a estocagem refrigerada de leite cru interferiu no
rendimento industrial da fabricacdo de queijo prato. Contudo, ainda ndo foi
elucidado como o armazenamento (tempo e temperatura) e a contagem de
bactérias psicrotroficas influenciam o rendimento e as caracteristicas do queijo
prato.

A determinagdo da influéncia do armazenamento e da contagem de
psicrotréficas na qualidade e no rendimento do queijo prato é de extrema
importincia para verificar como estas varidveis influenciam o rendimento e a
qualidade do queijo prato, uma vez que este ¢ um dos queijos mais produzidos
no Brasil.

Neste contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
influéncia da temperatura e do tempo de refrigeracdo e da contagem total de
bactérias psicrotroficas do leite nas caracteristicas e no rendimento do queijo

prato.
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2 MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido nas instalacdes da planta piloto, no
Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas de Leite e Produtos Lacteos do Setor
de Laticinios, e no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos, localizados no
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG.

2.1 Tratamentos e preparo do leite

Em trés ocasides diferentes, compondo, assim, trés repeticdes do
experimento como as outras etapas subsequentes, foi coletado leite recém-
ordenhado, o qual foi submetido ao processo de termizagio a 65°C.15s”, em um
trocador de calor em placas, com o objetivo de destruir as bactérias
psicrotréficas presentes. Apds o processo de termizacdo, realizou-se teste
fosfatase e peroxidase para verificar se o perfil enzimdtico do leite termizado
correspondia ao do leite cru, segundo técnicas descritas por Brasil (2006). Todos
os leites apresentaram atividade da fosfatase e peroxidase positiva.

Posteriormente, o leite foi inoculado com 2,78 log UFC.mL" e 5,78 log
UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens, devido i importancia da contagem
inicial de bactérias psicrotréficas no leite e das diferentes contagens ja
encontradas no leite em trabalho anteriores (ARCURI et al., 2008; CUNHA;
CARVALHO; ABREU, 1996; PINTO; MARTINS, VANETTI, 2006; SILVA,
2003). No presente estudo, o leite inoculado com 2,78 log UFC.mL" foi
considerado o leite com baixa contagem inicial de pscrotréficos e o inoculado
com 5,78 log UFC.mL" foi considerado o leite com alta contagem inicial de

pscrotroéficos.
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A cultura de Pseudomonas fluorescens NCTC 10038, utilizada para a
inoculagdo, foi adquirida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacdo Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, na forma liofilizada. Foi
realizada a reidratacdo do liofilizado em caldo nutritivo e incubagdo por 48
horas, a temperatura de 28°C, sendo repicada a cada 48 horas para manutencio
de sua atividade, segundo recomendac¢do de Gobetti e Rossi (1992). A
determinacdo da concentragdo de células de Pseudomonas fluorescens presentes
no caldo nutritivo foi feita por contagem em placas, utilizando como meio de
cultura o dgar padrao (PCA), incubado por 48 horas a temperatura de 28°C
(GOBETTTI; ROSSI, 1992), para posterior inoculagao.

O leite inoculado com duas contagens de bactérias psicrotroficas foi
dividido em volumes iguais e armazenado em recipientes pldsticos previamente
esterilizados, em diferentes temperaturas (4°C, 7°Ce 10 °C) e tempos (0, 24, 48
e 72horas).

As temperaturas de armazenamento foram determinadas devido ao fato
de a Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011) estabelecer que a temperatura
maxima de conservacdo do leite cru refrigerado é de 7°C, na propriedade
rural/tanque comunitdrio e de 10°C, no estabelecimento processador. Em se
tratando de tanque de refrigeracdo por expansao direta, deve ser dimensionado
de modo que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou inferior a 4°C, no
tempo maximo de trés horas apds o término da ordenha, independentemente de
sua capacidade e, em se tratando de tanque de refrigeracdo por imersdo, ser
dimensionado de modo tal que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou
inferior a 7°C, no tempo méaximo de trés horas apds o término da ordenha,
independentemente de sua capacidade.

Os tempos de armazenamento foram determinados uma vez que a
Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011) estabelece que o tempo transcorrido

entre a ordenha inicial e seu recebimento no estabelecimento que vai beneficia-
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lo (pasteurizagdo, esterilizacdo, etc.) deve ser, no maximo, de 48horas,
recomendando-se como ideal um periodo de tempo ndo superior a 24horas.
Entretanto, na industria beneficiadora, ele pode ser armazenado por periodo

superior a 48horas.

2.2 Analises do leite

As amostras de leite foram coletadas em frascos previamente
esterilizados e imediatamente submetidos as andlises microbioldgicas,

enzimaticas e fisico-quimicas.

2.2.1 Analises microbioldgicas

Foram realizadas andlises microbioldgicas para a contagem de bactérias
mesofilicas vidveis, apds a incubacio, a 32°C, por 48 horas e para a contagem de
bactérias psicrotréficas, apds incubagdo a 7°C, por 10 dias (FRANK;
CHRISTEN; BULLERMAN, 1992), do leite recém-ordenhado, para verificar a
sua qualidade microbiolégica.

O leite termizado foi submetido a andlise de contagem de bactérias
psicrotréficas para verificar a eficiéncia da destruicdo desses microrganismos,
segundo a mesma metodologia.

Para acompanhar o crescimento das bactérias psicrotréficas no leite

armazenado sob diferentes tempos e temperaturas, foi realizada andlise de

contagem de bactérias psicrotréficas, segundo a mesma metodologia.
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2.2.2 Analises fisico-quimicas

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes durante o
armazenamento, foram realizadas as seguintes anélises do leite recém-ordenhado
e do leite inoculado com bactérias psicrotréficas armazenado em diferentes
temperaturas (4°C, 7°C e 10°C) e tempos (0, 24, 48 e 72horas): andlise de
gordura pelo método butirométrico de Gerber, densidade a 15°C, acidez
tituldvel, extrato seco total, extrato seco desengordurado (ASSOCIATION OF
OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2005), teste de estabilidade a
72% vlv, indice crioscopico (BRASIL, 2006), determinaciio dos 4cidos graxos
livrtes (WOLFSCHOON-POMBO; CARVALHO; FISCHER, 1986), nitrogénio
total do leite pelo método de micro Kjeldahl (AOAC, 2005), nitrogénio soldvel
em tampdo de acetato a pH 4,6 e nitrogénio solivel em dcido tricloroacético
(TCA) 12% (v/v), de acordo com Bynum e Barbano (1985); seguido por Micro
Kjedahl conforme (AOAC, 2005). O fator utilizado para a conversdo dos teores

de nitrogé€nio para proteina foi de 6,38.

2.2.3 Analises enzimaticas

O leite recém-ordenhado e o leite inoculado com bactérias psicrotréficas
armazenado em diferentes temperaturas (4 °C, 7 °C e 10 °C) e tempos (24, 48 e
72horas) foram submetidos as analises de atividade proteolitica pela técnica
descrita por Bendicho et al. (2002), com modifica¢des segundo Cardoso (2006)
e atividade lipolitica pelo método descrito por Rajmohan, Dodd e Waites (2002),

com modifica¢des segundo Cardoso (2006).
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2.3 Fabricacao dos queijos prato

Ap6s o armazenamento do leite, foram conduzidas as fabrica¢des dos
queijos prato com 40L de leite para cada tratamento, em tanques de fabricacio
de queijo com capacidade de S0L. Os processos de fabricacdo foram idénticos
para cada tratamento e repeticdo, e a tecnologia utilizada foi segundo Furtado e
Lourenco Neto (1994).

No tanque de fabricacdo, o leite foi pasteurizado a 65°C/30min e,
posteriormente, realizou-se teste fosfatase e peroxidase para verificar a
eficiéncia da pasteurizag@o, segundo técnicas descritas por Brasil (2006). Todos
os leites apresentaram atividade da fosfatase negativa e peroxidase positiva.

O leite pasteurizado foi resfriado a 35 °C e adicionado de fermento
lactico mesofilico composto por Lactococcus lactis sp. lactis € Lactococcus
lactis sp. cremoris (1% (v/v) (Lyofast MOS 0,62®, Sacco). Procedeu-se a pré-
fermentacao por 30 minutos.

Posteriormente, foram adicionados cloreto de calcio (0,4 mL.L"' de
solucdo a 50%), corante a base de urucum (0,8 mL.L™") e coalho bovino
(Abomasum®, Sacco), em quantidade suficiente para que ocorresse a
coagulacdo no tempo de 40 minutos, a 35 °C, para todos os tratamentos. Apds a
coagulagdo, o gel foi cortado em cubos de cerca de 0,5 cm de aresta, os quais
permaneceram em repouso por 5 minutos. Em seguida, a mistura soro/codgulo
foi agitada por 20 minutos, com aumento gradativo da velocidade de agitacdo.
Foi realizada a primeira dessoragem, com a retirada de 30% do soro e
adicionada dgua a 80 °C, aumentando-se a temperatura da mistura soro/codgulo
em 1 °C a cada 3 minutos, até atingir 42 °C. Prosseguiu-se com a agitagdo por,
aproximadamente, 45 minutos, até o ponto da massa.

Atingido o ponto da massa, foram realizadas a dessoragem e a pré-

prensagem por 30 minutos, com presenca de soro e enformagem em formas
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retangulares de 0,5 kg, que foram encaminhadas para a prensagem. A prensagem
foi realizada da seguinte forma: 1* prensagem — 9 kg, durante 30 minutos; 2*
prensagem — 12 kg, por 30 minutos; 3* prensagem — 15 kg, por 2 horas e 4°
prensagem — 15 kg, por 2 horas.

Ap6s a prensagem, os queijos foram salgados por imersdo em salmoura
20%, durante 12 horas e secos, por 24 horas, a 12 °C. Depois de secos, os

queijos foram embalados a vdcuo em plastico termo encolhivel e pesados.

2.4 Tempo de coagulaciao da fabricacio dos queijos prato

Foi verificado o tempo de coagulacdo do leite, o qual foi mensurado do
momento da adicdo do coalho até o ponto de corte da massa, com o objetivo de
verificar se as condi¢cdes de armazenamento e de contagem de bactéria

psicrotréficas o influenciam.

2.5 Analises dos queijos prato

Ap6s um dia de fabricacdo, amostras de queijos prato de cada tratamento
foram submetidas a andlises de umidade pelo método gravimétrico e calculadas
por diferenca (100% - porcentagem de extrato seco total); de proteina total pelo
método micro Kjedahl, na qual foi utilizado o fator 6,38 para estimativa do teor
de proteina total; teor de cinzas; de pH, com o auxilio de um potencidmetro da
marca Tecnal (modelo Tec-3MP) previamente calibrado; do teor de gordura pelo
método butirométrico de Gerber (AOAC, 2005) e do teor de sal pelo método de
Volhard modificado, descrito por Kosikowski (1982). Os teores de gordura no
extrato seco (GES) foram calculados dividindo-se os teores de gordura do queijo
pelo seu teor de extrato seco total. Os teores de sal na umidade dos queijos

foram determinados pela férmula: sal/umidade (%) = (sal/sal + umidade)x100.
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2.6 Calculo do rendimento dos queijos prato

O rendimento econdmico da fabricacdo dos queijos, expresso em litros
de leite por quilo de queijo (L.kg"), foi obtido pela divisio do volume total de
leite (L) pelo peso total dos queijos (kg), apés 24 horas de fabricacdo. O
rendimento foi ajustado ao teor de umidade dos queijos para 42 g.1007,
utilizando a férmula descrita por Furtado (2005).

Também foram calculadas as cifras de perda de gordura, proteina e
sOlidos totais do leite no soro, de acordo com Furtado (2005) e cifras de
transi¢do de gordura, proteina e sélidos totais, utilizando-se calculo matematico
segundo Furtado e Wolfschonn-Pombo (1979). Esses cdlculos foram baseados
na composic¢do fisico-quimica do leite e do soro de cada fabrica¢do, bem como
na composi¢ao fisico-quimica dos queijos obtidos e o seu rendimento em kg.

Para tanto, foram realizadas andlises do soro do leite proveniente de
cada tratamento: gordura, pelo método butirométrico de Gerber, densidade a 15
°C, extrato seco total e nitrogénio total pelo método de micro Kjeldahl (AOAC,
2005). O fator utilizado para a conversdo do teor de nitrogénio para proteina foi
de 6,38. As amostras do soro foram coletadas durante a dessoragem parcial da

massa, ou seja, antes do aquecimento da massa com adi¢ao de dgua.

2.7 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi um fatorial
2x3x4 inteiramente casualizado, sendo duas contagens de bactérias
psicrotréficas na inoculacdo do leite, trés temperaturas de armazenamento do
leite (4°C, 7°C e 10°C) e quatro tempos de armazenamento (0, 24, 48 e

72horas), com trés repeticdes (trés coletas e inoculagdes), tendo o queijo
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produzido com leite recém-ordenhado, ou seja, no tempo Oh de armazenamento,
sido considerado o controle.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA), considerando-se um nivel de significancia p<0,05. O teste de Scott-
Knott foi utilizado para verificar quais tratamentos diferiam entre si, quando a
ANOVA indicou existir diferenca significativa.

Para verificar se existe correlagdo linear entre o rendimento, as
caracteristicas do queijo prato e as caracteristicas do leite, foi realizada uma
andlise de correlacdo linear de Pearson, considerando-se um nivel de
significancia p>0,05.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa estatistico

R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matéria-prima para a fabricacao de queijos

3.1.1 Composicao fisico-quimica

A composicdo fisico-quimica média do leite recém-ordenhado pode ser

observada na Tabela 1.

Tabela 1 Valores médios de composi¢cdo fisico-quimica do leite cru antes do

armazenamento
Parametros

Densidade relativa a 15°C 1,031 g.mL’l
Acidez 0,14 g de 4cido lactico.100mL"
Gordura 3,16g.100g™
Extrato seco total 11,85 g.100g™
Extrato seco desengordurado 8,69 g.100g™
Estabilidade ao alizarol 72 % (v/v) Estavel
Proteina total 3,41 g.100g"
Indice crioscépico 540°H

Os resultados de densidade relativa a 15°C, acidez, gordura, proteina
total, indice crioscépico e extrato seco desengordurado estdo em conformidade
com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru
Refrigerado (BRASIL, 2011). O leite apresentou-se estdvel ao alizarol 72%
(v/v).

Foi verificado que, apés armazenamento, ndo houve alteracdo dos
valores encontrados para o leite cru e para o leite armazenado em todos os
tratamentos, em relacdo a densidade relativa a 15°C, gordura, proteina total,

indice crioscépico e extrato seco desengordurado, estabilidade. Entretanto, o
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leite armazenado a 10°C apresentou elevacdo da acidez de 0,14g de acido latico.
100mL™" de leite de 4cido latico para 0,16g de 4cido latico.100mL™" de leite,
mesmo assim, o leite ainda estd de acordo com Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado, o qual exige que a acidez do
leite deve estar entre 0,14 e 0,18g de 4cido latico.100mL" de leite (BRASIL,
2011).

Esse aumento da acidez durante o armazenamento sob resfriamento
também foi reportado por Sanvido (2007). Ao armazenar o leite a 5°C, por 4
dias, este autor verificou aumento da acidez de 0,156gde acido l4tico. 100mL™" de

leite para 0,16g de 4cido latico.100mL™" de leite.

3.1.2 Microbiologia

O leite recém-ordenhado apresentou contagem de mesoéfilos de 3,5 log
UFC.mL'e de psicrotréfico de 0,6 log UFC.mL"'. Apds a termizacio, a
contagem de meséfilos foi de 2,9 log UFC.mL" e de psicrotréfico de 0 log
UFC.mL", o que indica a eficiéncia do processo de termizagio no controle da
contagem de bactérias psicrotréficas.

Na Tabela 2 pode ser observada a contagem de bactérias psicrotréficas
do leite inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas apés

armazenamento a 4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72horas.
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Tabela 2 Contagem média de bactérias psicrotréficas (log UFC.mL™") no leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apos
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 2,78*% 2,784 2,78*%
24 2,79 2,08 3,29
48 2,844 3,34F 3,37°¢
72 2,99 3,46" 4,59

Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 5,78 5,78 5,78
24 6,04 6,31°° 6,34"C
48 6,61 6,84 7,448
72 6,87"* 6,99" 8,78

Médias seguidas pela mesma letra, maitiscula nas linhas e mindscula nas colunas, nao
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05), do leite inoculado com 2,78 log UFC.mL"! e
5,78 log UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens

Como pode ser observado na Tabela 2, o leite inoculado com 2,78 log
UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens apresentou contagem de psicrotréficos
no final do tempo de armazenamento de 2,99 log UFC.mL", 3,46 log UFC.mL"'
e 4,49 log UFC.mL", nas temperaturas de armazenamento de 4, 7 e 10 °C,
respectivamente. O leite inoculado com 5,78 log UFC.mL" de Pseudomonas
fluorescens, ao final do armazenamento de 72horas, apresentou contagem de
bactérias psicrotréficas de 6,87 log UFC.mL", 6,99 log UFC.mL" e 8,78 log
UFC.mL", nas temperaturas de armazenamento de 4 °C, 7 °C e 10 °C,
respectivamente.

Houve diferenca significativa (p<0,05) da contagem de bactérias
psicrotréficas entre os tempos de armazenamento (0, 24, 48 e 72horas), tanto do
leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos quanto no leite inoculado
com alta contagem de psicrotréficos, independentemente da temperatura, tendo a

contagem de microrganismos psicrotréficos sido crescente na medida em que se
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aumentava o tempo de estocagem. Comparando-se a contagem de psicrotr6ficos
no mesmo tempo e em diferentes temperaturas, pode-se observar que ela
influenciou de forma significativa (p<0,05).

E importante ressaltar que, além do tempo e da temperatura de
armazenamento, uma contagem inicial baixa de psicrotréficos no leite € de
fundamental importincia para garantir a sua qualidade e um menor crescimento
deles durante o armazenamento, como foi verificado no presente estudo. Apés
72 horas de armazenamento a 10°C, o leite com contaminacao inicial de 2,78 log
UFC.mL" apresentou um aumento da populacio de psicrotréficos equivalente a,
aproximadamente, a 2 ciclos logaritmicos, enquanto o leite com contaminacdo
inicial de 5,78 log UFC.mL'e armazenado nas mesmas condi¢des apresentou
um aumento de 3 ciclos logaritmicos.

As contagens de psicrotréficos apresentadas pelo leite inoculado com
alta e baixa contagem de psicrotréficos, apds armazenamento por 72horas, nas
temperaturas de 4°C, 7°C e a 10°C, podem trazer algumas alteracdes
indesejdveis e comprometer a utilizacdo dos mesmos na fabricacdo dos produtos

derivados.
3.1.3 Concentracao de acidos graxos livres e atividade lipolitica
Na Tabela 3 pode ser observada a atividade lipolitica do leite inoculado

com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento a

4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72horas.
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Tabela 3 Atividade lipolitica (unidades de enzimas lipoliticas) no leite inoculado
com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apods
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 70C 10°C
(horas)
0 16,17** 16,17*% 16,17
24 16,17*4 16,17* 16,69
48 16,57 16,73 16,93
72 16,89 16,98 17,09
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 70C 10°C
(horas)
0 16,17** 16,174 16,17
24 16,374 16,98 17,00
48 16,75 17,65 18,21
72 17,00 18,02° 18,94

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

O leite apresentou atividade lipolitica inicial de 16,17 em unidades de
enzimas lipoliticas. Resultados semelhantes foram encontrados por Cardoso
(2006), que relatou ter encontrado no leite 16,09 unidades de enzimas lipoliticas,
atribuindo este valor 2 atividade enzimadtica pela presenca de lipases naturais no
leite, as quais, segundo Chen, Daniel e Coolbear (2003), tém a propriedade de
hidrolisar triglicérides, constituintes da gordura, em dcidos graxos de cadeia
curta, incluindo os &cidos butirico, caproico, caprilico e céprico, principais
responsdveis pelo aparecimento de odores desagraddveis no leite. Entretanto,
durante o armazenamento, ocorreu um aumento significativo (p<0,05),
dependendo do tempo e da temperatura de armazenamento (Tabela 3).

A atividade lipolitica pode ter sido influenciada pela contagem de
bactérias psicrotréficas no leite, uma vez que, quando ele apresentou maior

contagem de psicrotréficos, apresentou, consequentemente, maiores valores de
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atividade lipolitica. Esse resultado foi confirmando estatisticamente pelo teste de
correlagdo linear, uma vez que os valores do coeficiente de correlagdo e o nivel
de significancia entre a contagem de psicrotréficos e atividade lipolitica do leite
foram de 0,640 e 0,001, respectivamente. Isso indica que existe correlagcdo linear
positiva (p<0,01) e, assim, quanto maior a contagem de bactérias psicrotréficas
no leite, maior € a sua atividade lipolitica.

Durante a estocagem de amostras de leite cru sob refrigeracdo,
Celestino, Iyer e Roginski (1996) observaram o aumento do nimero de bactérias
psicrotréficas com atividades proteoliticas e lipoliticas, tendo a lipdlise sido
constatada pelo aumento do contetdo de 4dcidos graxos livres.

Na Tabela 4 pode ser observada a concentracdo de dcidos graxos do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds

armazenamento a 4 °C, 7 °C e 10 °C, por 0, 24, 48 e 72horas.

Tabela 4 Concentracio de dcidos graxos (mmol.100g™)no leite inoculado com
baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento
em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 1,324 1,32 1,32*4
24 1,69°* 3,03 2,97
48 1,76" 3,13 3,06™
72 1,82" 5,44 4,18
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas)
0 1,32*4 1,32*4 1,32*4
24 1,87°* 3,16" 5,03°¢
48 1,98 4,23® 5,29*¢
72 2,40 4,70 589"

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)
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A concentracdo inicial de 4cidos graxos livres no leite foi de 1,32
mmol.100g™, sendo superior ao encontrado por Moura et al. (1999), ao analisar
leite pasteurizado; Wolfschoon-Pombo, Carvalho e Fischer (1986), quando
analisaram leites cru de plataforma e Gomes (1988), analisando leite
pasteurizado.

Apés armazenamento de 72horas em diferentes temperaturas, ocorreu
um aumento significativo (p<0,05) (Tabela 4), com valor mdximo de 5,89
mmol.100g" no leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos e
armazenado, por 72horas, a 10 °C. Outros autores também verificaram um
aumento na concentracdo de dcidos graxos durante o armazenamento do leite
sob refrigeracdo (DOWNEY, 1980; MOURA et al., 1999).

Comparando-se a concentracdo de 4cidos graxos nas diferentes
temperaturas no mesmo tempo, pode-se observar que houve diferenca
significativa entre a concentrag@o de 4cidos graxos do leite armazenado a 4 °C e
a 10 °C, para os tempos de 24, 48 e 72horas de armazenamento. Assim, tanto o
tempo de armazenamento quanto a temperatura influenciaram de forma
significativa (p<0,05) a concentracdo de acidos graxos do leite inoculado com

alta e baixa contagem de psicrotréficos, ao longo do armazenamento.

3.1.4 Fracoes de proteinas e atividade proteolitica

Outro fator que influencia a qualidade do leite e de produtos lacteos € a
acdo de proteases, as quais, dentre as enzimas extracelulares produzidas por
muitas bactérias psicrotréficas, sdo as mais importantes em relacdo a
deterioracdo de leite, juntamente com as lipases (ARCURI, 2003). Na Tabela 5
estd representada a atividade proteolitica do leite icoculado com baixa e alta
contagem de bactéticas psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e

temperaturas.
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Tabela 5 Atividade proteolitica (unidades de enzimas proteoliticas) do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apos
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 1,96 1,96 1,96
24 1,96* 2,77 1,96
48 2,06 3,86 3,28
72 2,334 5,06 3,357
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 1,96 1,96 1,96
24 2,12 2,77 3,494
48 2,794 3,09* 3,95
72 3,614 6,43 7,60

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A atividade proteolitica inicial do leite foi de 1,96 unidades de enzimas,
a qual estd relacionada com as proteases naturais do leite. Entretanto, foi
verificado um aumento significativo da atividade proteolitica (p<0,05), mesmo
quando o leite apresentou contagem de 2,99 log UFC.mL", apés 72horas de
armazenamento a 4 °C.

A «-caseina é a mais susceptivel ao ataque das proteases dos
microrganismos, em especial por enzimas produzidas por Pseudomonas
(COUSIN, 1982), enquanto a P-caseina e a-caseina sdo menos susceptiveis
(DATTA; DEETH, 2001). As proteases sdo capazes de hidrolisar toda a caseina
disponivel no leite em peptideos soliveis (MOURA et al.,, 1999; VIDAL-
MARTINS; ROSSI JUNIOR; REZENDE-LAGO, 2005), aumentando, assim, a

concentragdo dos mesmos no leite.
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Na Tabela 6 podem ser observados os teores médios de proteina solivel
e nitrogénio ndo proteico do leite inoculado com baixa e alta contagem de

bactéticas psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e temperaturas.

Tabela 6 Teor médio de proteina solivel (PS) (g.100g™) e nitrogénio nio
proteico (NNP) (g.lOOg'l) do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento em
diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66 0,044 0,66 0,04% 0,66 0,044
24 0,67 0,04 0,888 0,058 0,79°8 0,05%8
48 0,77°4 0,05%* 0,988 0,064 0,82°4 0,058
72 0,77°4 0,05°* 1,018 0,06 0,86°¢ 0,05°¢
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66™* 0,04°4 0,66 0,04°4 0,66™* 0,04°4
24 0,69 0,04°* 0,818 0,05 1,60°¢ 0,09°¢
48 0,82°4 0,05 1,048 0,068 1,68 0,10°¢
72 0,84°4 0,05 1,129 0,07 1,68 0,10°¢

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A proteina soldvel do leite, antes do armazenamento, foi de 0,66
2.100g"'; apés armazenamento, o leite inoculado com baixa contagem de
psicrotréficos apresentou 1,01 g.100g" de proteina soliivel, enquanto o leite
inoculado com alta contagem de psicrotréficos apresentou 1,68 g.100g” de
proteina solivel (Tabela 6). Foi verificado um aumento significativo (p<0,05) da

concentragdo de proteina solivel do leite inoculado com baixa e alta contagem
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de psicrotréficos durante 72horas de armazenamento, nas temperaturas de 4, 7e
10 °C.

O teor de nitrogénio ndo proteico aumentou significativamente (p<0,05)
de acordo com o aumento do tempo e da temperatura de armazenamento, tanto
do leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos quanto do leite
inoculado com alta contagem de psicrotréficos, mostrando, assim, a atuacdo de
enzimas, principalmente da plasmina, durante a refrigeragcdo do leite e ndo das

enzimas produzidas pelas bactérias psicrotréficas.

3.2 Tempo de coagulacio do leite

Na Tabela 7 pode ser observado o tempo de coagulagdo do leite recém-

ordenhado e inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas e

armazenado em diferentes tempos e temperaturas.



Tabela 6 Tempo de coagulagdo do leite inoculado com Pseudomonas fluorescens ap6s armazenamento em diferentes
temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroficos na inoculacéio

Parimetro Tratamento Tatramentos
controle 4°C 7 °C 10 °C C.V. (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Templ" de 37,7 30 413 420 403°  423% 450 403 433 513 L4
nbautes) £04) 204 05 05 03 #05) 05 05 05 +0.6) ’
Leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos na inoculacao
Parmetro Tratamento Tratamentos
controle 4 °C 7 °C 10 °C C.V. (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
szmfl‘; CLZ 37.7° 39 420 a5t 400 423% 508 433 437° 557 125
(m%nutgs) +(0,5) +0,5) #(0,5) =(0,6) (0,5 (0,5 =(0,6) 0,5 (0,5 *0,7) ’

Meédias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

IcI
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Como se observa nos dados da Tabela 7, o tempo de coagulagdo do
leite para a fabricacdo dos queijos prato variou de 37,7 minutos a 55,7
minutos. Houve um aumento significativo (p<0,05) no tempo de coagulagdo
conforme o aumento da temperatura e do tempo de estocagem, tanto do leite
inoculado com baixa contagem de psicrotréficos, quanto no leite inoculado
com alta contagem de psicrotréficos.

O aumento do tempo de coagulacio do leite na producdo de queijo
pode ser explicado pelas alteracdes que ocorrem nos constituintes do leite
durante o armazenamento sob refrigeracdo, principalmente devido a
solubilizacdo parcial da caseina.

Segundo Furtado (2005), quando o leite cru € mantido sob
refrigeracdo (3-5 °C), entre 24 e 48 horas, hd uma tendéncia de as fracGes da
caseina transferirem-se parcialmente da fase micelar para o soro. Ali,
Andrews e Cheeseman (1980) observaram que quando houve maior
transferéncia da caseina para a fase solivel, o tempo de coagulacdo foi

prolongado.

3.3 Composicao e caracteristicas fisicas dos queijos prato

Nas Tabelas 8 e 9 pode ser observada a composi¢do dos queijos

prato fabricados com leite armazenado em diferentes condi¢cdes e inoculado

com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, respectivamente.



Tabela 8 Composi¢do do queijo prato produzido com leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas e

apds armazenamento em diferentes tempos e temperaturas
Leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotroficas

Tratamentos
Andlise ~ |ratament cv
o controle 4 °C 7 °C 10 °C L
(%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h

Extrato seco 58,46°  5742°  57,17°  573°  5424° 5444° 54,65 542%  5445%  5425° 0,42
total (2.100g")  #(0,24)  +024) +0,24) +024) £0,23) #0.23) +0,23) *0,23) *0,23) +023)

Umidade 41,54 4258° 4283  427°  45,76° 4556°  4535° 458° 45,555  45,75° 0.5
(2.100g™) £0,21)  +021) +021) =+0,21) =+0,23) +023) +0,23) =(023) =0,23) +(0,23) ’

Protefna total ~ 23,12° 22,9° 2293  229° 21,72°  2149° 2143 2043 20,6 20,28 0.15
(g.100g™) £0,03)  +0,03) +0,03) +0,03) =+0,03) £0,03) +0,03) £(0,03) =0,03) 0,03

Cinzas 3,3° 3,07° 3,01° 3,03 3,1° 3,270 3,017 3,047 3,047 3,31° 0.07
(2.100g™) +(0,0) +0,0)  +0,0) 0,00 +0,0) +0,0)  +0,00 0,0 +0,00 +(0,0) ’

oH 5,33% 5,33% 5,36 5,35° 5,320 5,33% 5,32° 5,33% 5,32° 5,320 0.25
£0,01)  +0,01) =+0,01) =0,01) =0,01) £0,01) £0,01) =%0,01) =0,01) =0,01)

Gordura 26,03 25¢ 24,6 24265 24,67 24 36° 23,6° 243°  2433° 23* 042
(2.100g™) +(0,1) +0,1)  +0,1)  +0,1)  +O0,1) +0,1)  +0,1) #0,1) *0,1) +0,1) ’

GES 4453%  4353°  43,02° 4234  4535° 4475%  43,18°  44,.83% 44,697  4439° 0.5
(2.100g™) +0,22)  +0722) +021) +0,21) +0,23) £022) +021) #022) =+0,21) +(0,21) ’

Sal 1,65° 1,65° 1,65° 1,65° 1,51° 1,55° 1,65° 1,75¢ 1,75¢ 1,75¢ 01
(g.100g™) +0,00)  +0,00) +0,00) +0,00) +0,00) £(0,00) +(0,00) £(0,00) +0,00) +(0,00) ’

S/U 3,829 3,72° 3,71° 3,72° 3,21° 3,28° 3,51° 3,68° 3,7 3,68° 0.26

(g.100g™) +0,01)  #0,01) =#0,01) =#0,01) =#0,01) #0,01) +0,01) =#0,01) =+0,01) =#(0,01)
Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

€Cl



Tabela 9 Composicdo do queijo prato produzido com leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas e apds
armazenamento em diferentes tempos e temperaturas
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Andlise Tratamento Tratamentos C.V.
controle 4 °C 7 °C 10 °C (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Extrato seco 58,46° 57,44° 57,5° 574° 54,64 54,65 54,59 54,19 5434*  54,31° 0.42
total (2.100g")  +(0,24)  +(024) +024) *0,24) *(0,23) *(0,23) +0723) *+(023) +0723) *0,23)
Umidade 41,54° 4256°  4241° 426>  4536° 4535  4541° 4581° 4566° 45,69° 05
(2.100g™) £0,21)  #021) £0,21) +0,21) =+0723) +0,23) +(0,23) +(0,23) +(0,23) =*(0,23) ’
Protefna total 23,12 22,17° 22,77 21,43 21,085 21,690 20,69° 20,48° 20,55° 19,44 0.16
(2.100g™) +£0,03)  +0,03) +0,03) +0,03) =+(0,03) +0,03) =0,03) =+(0,03) +0,03) =0,03)
Cinzasl 3,03" 3,047 3,0° 3,01 324  3,01° 3,02° 3,01 3,01* 301I° 0.00
(2.100g™) +£0,000 0,000 0,000 0,000 =%(0,00) +0,00) =(0,00) =(0,00) +0,00) =+(0,00)
oH 5,33" 5,32° 5,347 536 531°  5,32° 5,32 531°  531*  532° 0.37
£0,02)  +£0,02) £0,02) +0,02) =£(0,02) +0,02) =+0,02) =£0,02) +0,02) =+0,02)
Gordura 26,03¢ 25" 24.47° 2426 2456" 24,065 2323° 2427 24,06° 23" 0.95
(2.100g™) +£0,06)  #(0,06) +(0,06) +(0,06) *(0,06) +0,06) +(0,06) +(0,06) +0,06) =*(0,06)
GES 44 53¢ 4352° 42.48° 4227°  4496° 44,03 42,56 44,65° 4428" 42347 0.67
(2.100g™) +0,3) +0,3) +0,3) +03)  +0,3) £03) *03) 0,3 =03) +0,3) ’
Sal 1,64° 1,65 1,65° 1,65° 1,55 1,64 1,65° 1,75 1,75 1,75° 0.29
(2.100g™) 0,000  #(0,00) +0,00) +0,00) %(0,00) +0,00) +0,00) +0,01) +0,01) =*0,01)
S/U 3,81° 3,739 3,749 3,729 3,3° 3,5° 3,5° 3,67° 3,68 3,68° 0.83
(g.100g™) £0,03)  +£0,03) £0,03) +0,03) =%(0,03) +0,03) =0,03) =£0,03) +0,03) =*0,03)

Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

4!
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Os queijos prato apresentaram extrato seco entre 58,46 e
54,19¢.100g", ocorrendo uma diminui¢io de acordo com o tempo de
armazenamento e a temperatura de estocagem. Houve diferenca significativa
(p<0,05) entre os queijos prato fabricados com leite recém-ordenhado
(controle) e os fabricados com leite armazenado, tanto inoculado com baixa
quanto com alta contagem de bactérias psicrotréficas (Tabelas 8 e 9).

Acompanhado da diminuicdo do extrato seco total dos queijos,
ocorreu um aumento da umidade, a qual variou entre 41,54 g.100g™ e 45,81
2.100g". A andlise comparativa entre os queijos prato mostra que os valores
de umidade encontrados apresentaram diferenca significativa (p<0,05) tanto
para os queijos produzidos com leite inoculado com baixa contagem de
psicrotréficos (Tabela 8), quanto para os queijos produzidos com leite
inoculado com alta contagem de psicrotréficos (Tabela 8), cuja umidade foi
maior que a do queijo prato produzido com leite recém-ordenhado
(controle).

O queijo produzido com leite inoculado com baixa e alta contagem
de psicrotréficos armazenados a 4 °C apresentou teor de umidade menor
(p<0,05) que os produzidos com leite armazenado a 7°C e a 10 °C, os quais
ndo diferiram entre si (p>0,05). Assim, quando se aumentou a temperatura
de estocagem, ocorreu um aumento na umidade dos queijos.

Alguns autores também verificaram o aumento da umidade dos
queijos produzidos com leite refrigerado. Hicks et al. (1986) observaram um
aumento do teor de umidade no queijo cheddar durante a estocagem do leite
cru. Moura (1997) relatou um aumento de 2% no teor de umidade de queijo
parmesdo fabricado com leite estocado a 4 °C, por cincos dias.

A alteragdo do teor de umidade dos queijos é explicada pela
degradacdo proteolitica da caseina, que também pode causar uma maior
retencdo de dgua na massa de queijos fabricados com leite estocado sob
refrigeracdo, com consequente aumento da umidade dos produtos (HICKS et
al., 1986; MOURA, 1997). Tal fato foi verificado no presente estudo, uma

vez que houve aumento da atividade proteolitica e da quantidade de proteina
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solivel (Tabela 6) e, consequentemente, alteracdo na umidade dos queijos
produzidos com os respectivos leites (Tabelas8 e 9). Verificou-se correlagio
linear positiva (p<0,01) entre a atividade proteolitica do leite com umidade
dos queijos e, assim, quanto maior foi a atividade proteolitica no leite, maior
foi a umidade dos queijos prato produzidos com eles.

O aumento da protedlise do leite levou também a uma diminui¢do do
teor de proteina dos queijos prato, uma vez que o coeficiente de correlacao
linear e o nivel de significancia entre a atividade proteolitica do leite e o teor
proteina dos queijos foram de -0,6 e 0,001, respectivamente.

Os queijos produzidos com leite inoculado com baixa contagem de
psicrotréficos e armazenados a 4 °C nido apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) em relagdo ao teor de proteina total do queijo prato produzido com
leite recém-ordenhado. Por outro lado, o teor de proteina dos queijos
produzidos com leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos e
armazenados a 7°C e a 10 °C foi menor que o teor de proteina do queijo
prato produzido com leite recém-ordenhado (p<0,05).

Comparando-se os teores de proteina total dos queijos produzidos
com leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficos e do
queijo produzido com leite recém-ordenhado, foram verificadas diferenga
significativa (p<0,05) entre os mesmos e diminuicao destes valores.

O teor de gordura total dos queijos variou de 23 a 26,03 g.100g™,
sendo verificada uma diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos.
Ocorreu diminui¢do do teor de gordura dos queijos conforme aumentaram o
tempo e a temperatura de armazenamento do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactérias psicrotréficas (Tabelas8 e 9).

A gordura no extrato seco variou de 44,95 a 4227 g.100g". A
andlise comparativa entre os queijos prato mostra que os valores de gordura
no extrato seco encontrados apresentaram diferenca significativa (p<0,05)
entre alguns tratamentos, sendo essa variacdo devido aos diferentes valores

encontrados de gordura e extrato seco dos queijos.
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Os queijos prato apresentaram teor de sal de 1,51 a 1,75 g.100g" e a
andlise comparativa entre mostra que estes valores encontrados apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre alguns tratamentos. O mesmo ocorreu
com o teor de sal na umidade, o qual variou entre 3,21 a 3,81 g.100g™". Essa
variacdo pode ter ocorrido devido a diferenca de umidade entre os queijos.

Como pode ser observado nas Tabelas 8 e 9, os queijos prato
analisados apresentaram pH entre 5,31 e 5,36, tendo sido verificado que os
mesmos ndo diferiram significativamente em relacdo a esse pardmetro
(p>0,05). O pH médio dos queijos prato analisados estd de acordo com o que
relataram Furtado e Lourenco Neto (1994), os quais afirmam que o pH

médio esperado de um queijo prato € de 5,2 a 5,4.

3.4 Rendimento dos queijos prato

Na Tabela 10 pode ser observado o rendimento econdmico e
ajustado dos queijos prato fabricados com leite armazenado em diferentes
condi¢des e inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas,

respectivamente.



Tabela 10 Rendimento econdmico e ajustado (I de leite.kg™ de queijo) dos queijos prato fabricados com leite armazenado
em diferentes condigdes e inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas respectivamente
Leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas

Andlise Tratamento Tratamentos C.V.
controle 4 °C 7 °C 10 °C (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
7,85 7.9 7,95° 8,2 8,06° 8,238 8,42' 87 8,3" 8,48 0.15
+£(0,01) *(0,01) +(0,01) +£(0,01) *(0,01) #(0,01) =+(0,01)

Rendimento +(0,01)  £(0,01) +(0,01)

-1,27 -4,46 -2,68 -4,84 -1,26 -1,91 -5,73 -8,03

Variacdo (%) -0,64
Rendimento 6,84" 7,02° 7,49 7.7 7,968 7,29 7,7 7,66° 777" 7,96 0.49
ajustado +(0,03) £(0,03) +(0,04) £(0,04) £(0,04) *(0,04) £(0,04) £(0,04) £(0,04) =£(0,04) ’
Variagao (%) -2,63 -9,50 -12,57 -16,37 -6,58 -12,57  -11,99 -13,60  -16,37
Leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas
Andlise Tratamento Tratamentos C.V.
controle 4°C 7 °C 10 °C (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
8,24° 8,15 831" 879" 823 8,44% 8,73" 0.44

Rendimento 7.85" 7’92b 8,05°
£(0,03)  +(0,03) +(0,04)
Variagdo (%) - -0,89 22,55 4,97 3,82 -5,86
Rendimento 6,84° 6,91° 7,39° 7,72¢ 7,55° 7,52° 8,2 7,88¢ 7,92¢ 8,67F 122
ajustado £(0,08)  £(0,08) +(0,09) £(0,09) =£(0,09) +(0,09) =*(0,1) =£(0,1) £(0,1) =x(,11)
Variacio (%) - -1,02 8,04  -12,87 -1038 994 -19.88 -1520 -1579  -26,75

Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

+(0,04) +(0,04) +(0,04) +£(0,04) *(0,04) =+£(0,04) =(0,04)
-11,97 -4,84 -1,52 -11,21

8¢CI
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O rendimento econdmico do queijo prato produzido com leite recém-
ordenhado foi de 7,85 L de leite.kg' de queijo e rendimento ajustado de 6,84 L
de leite.kg" de queijo (Tabela 10), os quais estdo préximos ao rendimento do
queijo prato obtido por alguns autores (RAMOS, 2013; SILVEIRA; ABREU,
2005; SPADOTI; DORNELAS; ROIG, 2003).

Foi verificada diminui¢do significativa (p<0,05) do rendimento dos
queijos prato produzidos a partir do leite inoculado e armazenado em diferentes
tempos e temperaturas, em relacdo ao produzido com leite recém-ordenhado
(Tabela 10), chegando a até 10,25 L de leite. kg de queijo. Estes valores diferem
dos resultados obtidos por Amorim (2007), o qual verificou, em seu estudo, que
a estocagem refrigerada de leite cru ocasionou aumento do rendimento industrial
da fabricagdo de queijo prato, fato atribuido, pelo autor, a maior retencdo de
dgua no queijo.

Contudo, em vdrios estudos tem sido demonstrada reducdo no
rendimento de queijos fabricados a partir de leite cru com contagem alta de
psicrotréficos obtida apds estocagem sob refrigeracdio (AYLWARD; O’LEARY;
LANGLOIS, 1980; BANKS, 1990; BANKS et al., 1988; COUSINS; SHARPE;
LAW, 1977; ELLIS; MARTH, 1984; HICKS et al., 1982, 1986; MOURA, 1997;
NELSON; MARSHALLI, 1977; STOFER; HICKS, 1983; YAN; LANGLOIS;
O’LEARY, 1983).

O menor rendimento econdmico foi verificado na producdo do queijo
prato com leite armazenado a 7 °C e a 10 °C, por 72horas, e inoculado com alta
contagem de bactérias psicrotréficas. Houve uma reducdo de até 11,97% do
rendimento de queijo prato em relacdo ao tratamento controle (Tabela 10),
quando ele foi elaborado com leite armazenado a 7 °C, por 72horas e com
contagem de bactérias psicrotréficas de 6,99 log. UFC.mL™' (Tabela 2).

Os valores de perda de rendimento dos queijos prato produzidos com

leite inoculado com bactérias psicrotréficas e armazenados sob refrigeracdo
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foram maiores do que as perdas verificadas por outros autores na produgdo de
outros tipos de queijos com leite contendo maior contagem de bactérias
psicrotréficas (AYLWARD; O’LEARY; LANGLOIS, 1980; BANKS et al.,
1988; BARBOSA et al., 2009; CARDOSO, 2006; COUSINS; SHARPE; LAW,
1977; ELLIS; MARTH, 1984; MOURA; 1997; NELSON; MARSHALL, 1977
YAN; LANGLOIS; O’LEARY, 1983).

Segundo Lucey e Kelly (1994), a populagdo de bactérias psicrotréficas
deve ser superior a 10° UFC.mL" (6 log. UFC.mL") no leite cru refrigerado,
para que haja uma reducdo no rendimento de queijos.Entretanto, no presente
estudo, na produgdo de queijos prato com leite apresentando contagens menores
que 6 log. UFC.mL'de bactérias psicrotréficas, o rendimento econdémico foi
menor que na do queijo prato produzido com leite recém-ordenhado. A menor
contagem de psicrotréficos apds armazenamento do leite inoculado com baixa
contagem de bactérias psicrotréficas foi de 2,79 log. UFC.mL", quando o
mesmo foi armazenado por 24horas,a temperatura de 4 °C.Apesar de a contagem
de psicrotréficos ser relativamente baixa, o queijo produzido com este leite ainda
assim apresentou uma queda no rendimento de 0,64%.

Portanto, constatacdes de perdas no rendimento de queijos ndo
dependem apenas do nimero de bactérias psicrotréficas no leite cru, mas
também do tipo de bactérias psicrotréficas que predominam durante a estocagem
desta matéria-prima e que determinam a taxa de protedlise e lipdlise
(CARDOSO, 2006). Entretanto, é importante ressaltar que quanto maior a
contagem de bactérias psicrotréficas do leite, menor € o rendimento do queijo
prato, como foi verificado pela andlise de correlagdo linear, uma vez que o
coeficiente de correlacdo e o nivel de significancia foram de 0,546 e 0,001,
respectivamente.

A queda no rendimento de queijos produzidos com leite resfriado é

explicada,segundo vdrios autores, pela atuacdo de enzimas proteoliticas
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provenientes das bactérias psicrotréficas, como foi constatado no presente
estudo. A correlacdo linear entre a atividade proteolitica do leite com o
rendimento dos queijos expresso em litros de leite gasto para cada quilo
produzido foi significativa (p<0,01), com valor de coeficiente de correlagdo de
0,78, ou seja, quanto maior foi a atividade proteolitica do leite, menor foi o
rendimento dos queijos.

Mesmo quando foi verificado que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre a atividade proteolitica do leite recém-ordenhado e a do leite
inoculado com baixa contagem de psicrotréficos e armazenado por 24horas a 4
°C (Tabela 5), verificou-se queda de rendimento do queijo prato. Gomes (1996)
afirma que as proteases produzidas por bactérias psicrotréficas, mesmo em
concentragdes infimas, podem hidrolisar as proteinas do leite e, embora as
proteases apresentem maior atividade a 30-45°C, elas também sdo
significativamente ativas a 4°C (COUSIN, 1982).

Proteases produzidas por psicrotréficos no leite degradam as micelas de
caseina liberando produtos soliveis, tais como polipeptideos e aminodcidos. A
hidrélise das proteinas do leite durante o armazenamento foi verificada pelo
aumento significativo (p<0,05) do teor de proteina soldvel do leite inoculado
com baixa e alta contagem de psicrotréficos durante 72horas de armazenamento,
nas temperaturas de 4, 7e 10 °C (Tabela 6). A proteina solivel pode ser perdida
no soro em vez de formar parte do codgulo, reduzindo o rendimento de queijos
(LUCEY; KELLY, 1994).

As perdas de proteinas no processo de fabricagdo de queijos podem ser
indicadas pelo aumento dos valores de nitrogénio no soro (CROMIE, 1992).
Cousin e Marth (1977) observaram um considerdvel aumento no teor de
nitrogénio total no soro de queijo fabricado com leite inoculado com isolados de
Pseudomonas e Flavobacterium, sugerindo uma redugdo do rendimento de

queijos, devido a hidrdlise da caseina por esses microrganismos. Yates e Elliot
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(1977) reportaram um aumento significativo no contetido de proteina do soro de
queijos fabricados a partir de leite inoculado com psicrotréficos, resultando em
uma reducdo de até 3,5% na proteina disponivel para a fabricacao de queijos.

No presente estudo, com o aumento da protedlise do leite foram
verificados diminuicdo da taxa de transi¢do de proteina do leite para o queijo e
aumento da perda de proteina no soro durante a producdo do queijo prato
(Tabelas 11 e 12), uma vez que, na andlise de correlacdo linear entre a atividade
proteolitica do leite, taxa de transicdo e de perda de proteina, foi obtido
coeficiente de correlacdo e nivel de significancia de -0,587 e 0,01, e 0,534 e
0,01, respectivamente. Em consequéncia deste fato, foi constatada uma
diminuicdo do teor de proteina dos queijos prato produzidos com o leite
armazenado e inoculado com bactérias psicrotrdficas (Tabelas 8 e 9).

A queda de rendimento dos queijos pode também ser explicada pela
atuacdo das enzimas lipoliticas. Cromie (1992), Moura (1997) e Stofer e Hicks
(1983) afirmam que o rendimento de queijos também pode ser reduzido em
funcdo da atividade de enzimas lipoliticas sobre os triacilglicerideos com
consequente liberacdo de 4dcidos graxos no soro e aumento das perdas de
gorduras.

No presente estudo foi verificado um aumento significativo (p<0,05) da
atividade lipolitica durante o armazenamento do leite e dcidos graxos livres
(Tabelas 4 e 5) e correlagdo linear positiva entre a atividade lipolitica do leite
com a perda de rendimento, uma vez que foi obtido um coeficiente de correlacio
de 0,812 e nivel de significancia de 0,01. Assim, quanto maior foi a atividade
lipolitica do leite, maior foi a quantidade de litros de leite gastos para cada quilo
de queijo prato produzido.

Com a atividade lipolitica, ocorre a liberacdo de dcidos graxos de cadeia
curta no leite, os quais podem ser transferidos para o soro. Segundo Moura

(1997), a lipdlise do leite cru por P. fluorescens € acompanhada por uma
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transferéncia de 4cidos graxos para o soro, uma vez que parte dos dcidos graxos
liberados € de cadeia curta e solivel na fase aquosa.

Com o aumento da atividade lipolitica e a libera¢do de dcidos graxos de
cadeia curta para o soro podem ocorrer diminui¢do das taxas de transi¢do e
aumento da perda de gordura. Este fato foi constatado no presente estudo, uma
vez que o coeficiente de correlacdo linear e o nivel de significAncia entre
atividade lipolitica, taxa de transicdo de gordura e perda de gordura foram de -
0,567 e 0,01, e 0,589 e 0,01, respectivamente.

As taxas de transi¢do gordura na produgdo dos queijos prato produzidos
com leite inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas
diminuiram significativamente (p<0,05) conforme aumentaram o tempo e a
temperatura de armazenamento do leite e variaram entre 76,39% e 83,98%. As
perdas de gordura aumentaram (p<0,05) conforme o aumento do tempo e da
temperatura de armazenamento do leite e variaram de 14,01% a 23,67% (Tabela
11e12).

A diminui¢do da taxa de transi¢do e o aumento da perda de gordura na
producdo dos queijos prato conforme o aumento do tempo e a temperatura de
armazenamento do leite foram acompanhados do menor teor de gordura dos
mesmos, conforme pode ser verificado nas Tabelas8 e 9.

Com a queda na taxa de transicdo de gordura e proteina do leite para o
queijo prato, houve uma diminui¢@o significativa do valor da taxa de transi¢do
de sdlidos do leite para o queijo prato,conforme o aumento do tempo e da
temperatura de armazenamento do leite e a inoculagdo com bactérias
psicrotréficas. Por conseguinte, houve um aumento significativo (p<0,05) da
perda de sélidos no soro na producdo dos queijos prato (Tabela 11).

O maior valor da taxa de transicdo de sélidos totais verificado ocorreu
na produgdo do queijo prato com leite recém-ordenhado, sendo os menores

valores correspondentes a producdo dos queijos com leite inoculado com alta e
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baixa contagem de bactérias psicrotréficas, armazenados a 10 °C, por 72horas,
respectivamente (Tabelas11 e 12). O aumento da perda de sélidos totais do leite
para o soro e a diminui¢do da taxa de transi¢do de sélidos totais do leite para o
queijo prato foram acompanhados da diminui¢do dos sélidos totais dos queijos
prato (Tabelas8 e 9).

E importante ressaltar que a queda na producdo com o leite apresentando
baixa contagem de psicrotréficos pode também ser proveniente das alteracdes
das suas caracteristicas devido ao resfriamento. Segundo Furtado (2005), quando
o leite cru € mantido sob refrigeragdo (3-5 °C), entre 24 e 48 horas, diversas
modificagdes ocorrem, trazendo consequéncias na fabricacdo dos queijos. Entre
elas, ocorre transferéncia do cdlcio e do fosfato micelar para a fase aquosa do
leite, as micelas de caseina tornam-se mais hidratadas, hi uma tendéncia de as
fragdes da caseina transferirem parcialmente da fase micelar para o soro e, com
isso, a coalhada se torna menos firme, hd queda no rendimento e alteragdo na
composicao do queijo.

Em uma coalhada mais fragil, as perdas no soro serdo maiores. Numa
coalhada fragil, mole, o papel de esponja exercido pelo para caseinato de
monocélcio (caseina coagulada) é muito menor. Pode-se afirmar, entdo, que
todos os fatores que cooperam para alterar o teor de célcio soldvel no leite, seja
para menos, seja para mais, alteram a estrutura da coalhada, alterando, por
consequéncia, a cifra de transicdo dos elementos do leite para a coalhada

(FURTADO; WOLFSCHONN-POMBO, 1979).



Tabela 11 Transicdo e perda de sélido, gordura e proteina durante a produgdo dos queijos prato fabricados com leite

armazenado em diferentes condi¢des e inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas

Leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotroficas

A Tratamento Tratamentos C.V.
Parimetros controle 1°C 7 °C 10 °C (%)
24 dias 48 dias 72 dias 24 dias 48 dias 72 dias 24 dias 48 dias 72 dias

Transicdo de sélidos 4726° 45,14° 436> 46,18° 4347°  4273°  42,14° 4329° 4301°  34,75° 328
totais (%) +(1,55)  +(1.48) *(143) =(1,51) =(143) £(1,40) +(1,38) +(142) +(141) (1,14

Transicio de gordura 83,98° 84,74°  829°  7937° 807 77,1° 76,75° 80,03 ° 77.08%  79.92° o
(%) +(24) £(242) £(237) £(227) £(229) +(221) +(22) +(229)  +(22) £(229) ~©

Transi¢do de proteina 71,058 69,937 69,96" 69,08 585 5826 54,52° 56,69° 5423%  52,65° e
(%) +(0,5) £(0,5) (0,5 (0,5 =*(042) =*(041) +(0,39) +(0,4) +(04)  +(037)

Perda de s6lidos totais 53,38° 54,74 56,39 5743  56,5° 5731° 57,55° 56,7° 57,07°  6544° 047
(%) +(1,32) +(1,35) *(1,39) =(1,42) +(1,4) +£(1,42) +(142) +(142) =£(141) =162 ~

Perda de gordura (%) 14,01° 15,22° 17,18 20,62°  19,99°  2291° 2327¢ 19,97 22,98°  20,14° 118
£(0,17) +(0,18) %(02) =+(024) *(024) +(027) £(027) £(024) +(027) =+(024)

Perda de protefna (%) 28,917 36,69°  37,04°  44,61°  4147°  41,84° 4551" 43,314 45827 47,568 126
+(036) +(0,46) *(047) *(0,56) *(0,52) *(0,53) +(0,57) +(0,55) +(0,58) £(0,6)

gel



Tabela 11 Transicdo e perda de sélido, gordura e proteina durante a producdo dos queijos prato fabricados com leite
armazenado em diferentes condi¢des e inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas
Leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotroficas
Parimetros Tratamento Tratamentos C.V.
controle 4°C 7 °C 10 °C (%)
24 dias 48 dias 72 dias 24 dias 48 dias 72 dias 24 dias 48 dias 72 dias
Transicdo de s6lidos  47,26° 4437° 4348 4228  4308°  4223°  40,36° 41,73°  40,69° 32,15 345

totais (%) £(1,63)  +(1,53) +(1,50) +(1,45) +(1,49) +(146) +(1,39) =*(144) £(1,40) (1,11
Transicio de 83,98" 85,75  80,03* 79,15* 79,97% 77,07%  7642%  79.95%  77,05° 7639,
gordura (%) £(2,45)  £(250) +(234) £(231) +(234) £(225) £(223) £(233) £(225) +(223) ’
Transicdo de 71,05 70,01°  69,49°  68,96°  5746° 55,22° 54,02°  55,56° 54,1° 52,21° 074
proteina (%) £(0,53) £(0,52) +(0,51) £(0,51) =£(043) +(041) £(0,40) =(041) +£(0,40) +(039) ’
Perda de s6lidos 53,38° 55,88°  56,74°  5921°  56,94° 57,87° 59,7° 58,28° 59,52¢ 68,04¢ 249
totais (%) £(1,33)  +(139) (141 £(147) +(142) (144 +£(149) (145 £(1,48) +(1,69) ’
Perda de gordura 14,01° 14,25 1997°  20,84°  20,02° 22,97 23,65 20,04° 23,03¢ 23,67¢ 103
(%) £(0,14)  +(0,15) £(0,21) +(021) =£(021) +(024) £(024) +(021) +£(024) +(0,24) ’
Perda de proteina 28,917 36,83°  41,6° 46,637 43,45¢ 44,86° 4585"  44.45° 46,27" 47,748 12
(%) +£(0,35) +(045) +(0,51) *(0,57) +(0,53) +(0,55) +(0,56) =+(0,54) +(0,46) +(0,58) ’

ocl
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4 CONCLUSAO

O crescimento de bactérias psicrotréficas no leite cru, inoculado com
baixa e alta contagem das mesmas, durante a estocagem a 4°C, 7°C e 10°C, por
até 72horas, promove alteracdes na qualidade do leite, a qual influencia
substancialmente a composi¢do e o rendimento do queijo prato.

A maior influéncia verificada foi pela atividade proteolitica e lipolitica
no leite apds armazenamento sob refrigeracdo, mesmo quando apresentou baixas
contagens de bactérias psicrotréficas e foi armazenado a 4 °C, por 24horas.
Ocorre alteracdo durante a produgdo dos queijos devido a alteraciio no tempo de
coagulacdo do leite, a alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas e a queda
significativa do rendimento. Sendo assim, é importante ndo s6 o controle da
contagem de bactérias psicrotréficas, mas também o controle do tempo e da
temperatura de armazenamento do leite, uma vez que a industria pode enfrentar

alteracdes na qualidade do queijo prato e prejuizos com a queda de rendimento

de sua fabricacdo.
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CAPITULO 4

EFEITO DAS CONDICOES DO ARMAZENAMENTO DO LEITE E DA
CONTAGEM DE BACTERIAS PSICROTROFICAS NA MATURACAO
DO QUEIJO PRATO
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RESUMO

O armazenamento do leite sob refrigeragcdo e o consequente crescimento
das bactérias psicrotréficas e atuacdo de suas enzimas podem trazer alteragdes
nas caracteristicas leite e do queijo, principalmente durante a maturacio. Neste
contexto, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito do
armazenamento do leite e da contagem de bactérias psicrotréficas nas
caracteristicas e nas modificacdes do queijo prato, durante a maturacdo. Para
tanto, foram realizadas inoculacdes no leite com alta e baixa contagem de
bactérias psicrotréficas, o qual foi armazenado nas temperaturas de 4°C, 7°C e
10°C, por 24, 48 e 72horas. O leite foi analisado em cada intervalo de tempo nas
respectivas temperaturas. Os queijos prato produzidos com este leite foram
submetidos a maturag@o, por 60 dias e analisados durante este periodo. Ocorreu
alteracdo na qualidade do leite e, em consequéncia, uma variagdo da composi¢ao
dos queijos e maiores alteracdes durante a maturacdo dos mesmos. Os queijos
produzidos com leite inoculado com alta e baixa contagem de bactérias
psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e temperaturas apresentaram,
durante a maturacdo, maiores indices proteoliticos, devido a maior umidade, ao
maior teor de dcidos graxos livrespela acdo das enzimas lipoliticas, ao aumento
do pH devido a protedlise e a alteracio na cor. Essas alteracdes podem
influenciar de forma negativa a aceitacdo pelo consumidor, uma vez que se
obtiveram queijos com caracteristicas diferentes das do queijo prato produzido
com leite recém-ordenhado. Portanto, faz-se necessirio verificar a aceitacdo
destes queijos para constatar até que ponto o armazenamento e a contagem de
bactérias psicrotréficas do leite podem influenciar.

Palavras-chave: Refrigeracdo do leite. Qualidade do queijo Prato. Protedlise.
Lipolise. Textura.
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ABSTRACT

The storage of milk under refrigeration and the consequent growth of
psychrotrophic bacteria and acting of their enzymes can bring alterations in the
characteristics of milk and cheese, mainly due to ripening. In this context, this
work was conducted with the purpose of evaluating the effect of milk storage
and of the count of psychrotrophic bacteria and in the modifications of prato
cheese during ripening. For this purpose, inoculation in milk with high and low
count of psychrotrophic bacteria, which was stored at the temperatures of 4°C,
7°C and 10°C for 24, 48 and 72hours. The milk was analyzed at each time
interval at the respective temperatures. The prato cheeses produced from this
milk were submitted to ripening for 60 days and analyzed during this period.
Alteration occurred in the milk quality and, therefore, the variation of the
composition of the cheeses and greater alterations during the ripening of them.
The cheeses produced from milk inoculated with high and low count of
psychrotrophic bacteria and stored at different times and temperatures presented
during ripening, higher proteolytic indices due to the increased moisture, higher
free fatty acid content by the action of lipolytic enzymes, to the rise of pH due to
proteolysis and to the alteration in the color. Those alterations can influence in a
negative manner the acceptance by the consumer, since cheeses with
characteristics different from those of the prato cheese produced with freshly
milked milk were obtained. Therefore, it becomes necessary to verify the
acceptance of these cheeses to find to what extent storage and count of milk
psychrotrophic bacteria can influence.

Keywords: Milk refrigeration. Prato cheese quality. Proteolysis. Lipolysis.
texture.



148

1 INTRODUCAO

Entre os diversos tipos de queijos fabricados no Brasil, o prato destaca-
se como um dos mais importantes. Segundo a legislacdo, este tipo € definido
como um queijo maturado, obtido por coagulacdio enzimdtica do leite,
complementada pela acdo de bactérias laticas especificas. E classificado como
um queijo gordo, de média umidade e de massa semicozida. O produto deve
apresentar consisténcia eldstica, textura macia e compacta, podendo apresentar
pequenas olhaduras bem distribuidas. Além disso, deve ser maturado por, no
minimo, 25 dias (BRASIL, 1997).

Dada a importancia do queijo prato no mercado brasileiro, diversas
pesquisas tém sido realizadas com os objetivos de monitorar o desenvolvimento
de protedlise (BALDINI, 1998), avaliar o efeito de diferentes agentes
coagulantes, tratamentos térmicos do leite sobre o rendimento, a maturacao e as
caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas (AUGUSTO, 2003; RAMOS, 2013;
SILVEIRA; ABREU, 2003), acelerar o processo de maturacdo (GARCIA, 2007;
MINUSSI; FURTADO; MOSQUIM, 1995; SCHULZ, 2003; SILVA, 1998),
caracterizar a sua microbiota (VALLE et al., 1992), avaliar o efeito da contagem
de células somadticas do leite sobre a sua microbiota de maturagdo e
caracteristicas sensoriais (VIANNA, 2006), avaliar a sua fase aquosa e o efeito
independente do pH sobre suas caracteristicas (AUGUSTO, 2006) e adaptar
novas tecnologias para a sua fabricacio (DORNELLAS, 2003; NARIMATSO et
al., 2003; RIBEIRO, 1996; SPADOTI; DORNELAS; ROIG, 2003), dentre
outros. Apesar disso, ndo se conhece o efeito do armazenamento do leite e da
contagem de bactérias psicrotréficas nas caracteristicas e nas modificagdes do
queijo prato durante a maturacao.

De acordo com Brasil (1997), o queijo prato deve ser maturado por, no

minimo, 25 dias. Entretanto, segundo Minussi, Furtado e Mosquim (1995) e
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Perry (2004), antes de ser consumido, ele deve ser maturado por um periodo
entre 45 e 60 dias, para adquirir suas melhores caracteristicas, as quais sdo o
resultado de uma série de eventos que ocorrem durante a maturacdo. Este
periodo € considerado muito longo e muitas inddstrias ndo submetem o produto
a tal tratamento. Algumas por ndo disporem de estrutura fisica e outras por
razdes econdmicas.

Virios fatores influenciam na maturacio dos queijos, como a qualidade
do leite, bem como a presenca de bactérias psicrotréficas, devido a producio de
enzimas termorresistentes, ird influenciar na maturacdo dos queijos de forma
direta ou indireta.

Nesse contexto, este trabalho foi realizado o objetivo de avaliar o efeito
do armazenamento do leite e da contagem de bactérias psicrotréficas nas

caracteristicas e nas modificagdes do queijo prato, durante a maturagao.
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2 MATERIAL E METODO

O experimento foi desenvolvido nas instalacdes da planta piloto, no
Laboratério de Analises Fisico-Quimicas de Leite e Produtos Lacteos do Setor
de Laticinios, e no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos, localizados no
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras,

em Lavras, MG.

2.1 Tratamentos e preparo do leite

Em trés ocasides diferentes, compondo, assim, trés repeticdes do
experimento como as outras etapas subsequentes, foi coletado leite recém-
ordenhado, o qual foi submetido ao processo de termizagdo a 65°C/15s, em um
trocador de calor em placas, com o objetivo de destruir as bactérias
psicrotréficas presentes. Apds o processo de termizacdo, realizou-se teste
fosfatase e peroxidase para verificar se o perfil enzimdtico do leite termizado
correspondia ao do leite cru, segundo técnicas descritas por Brasil (2006). Todos
os leites apresentaram atividade da fosfatase e peroxidase positiva.

Posteriormente, o leite foi inoculado com 2,78 log UFC.mL" e 5,78 log
UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens, devido 2 importancia da contagem
inicial de bactérias psicrotréficas e das diferentes contagens ja encontradas no
leite em trabalho anteriores (ARCURI et al., 2008; CUNHA; CARVALHO;
ABREU, 1996; PINTO; MARTINS, VANETTIL 2006; SILVA, 2003). No
presente estudo, o leite inoculado com 2,78 log UFC.mL" foi considerado com
baixa contagem inicial de pscrotréficos e o leite inoculado com 5,78 log
UFC.mL" foi considerado com alta contagem inicial de pscrotréficos.

A cultura de Pseudomonas fluorescens NCTC 10038 utilizada para a

inocula¢do foi adquirida no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
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Satide da Fundacdo Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, na forma liofilizada. Foi
realizada a reidratagdo do liofilizado em caldo nutritivo e incubacdo por 48
horas, a temperatura de 28°C, sendo repicada a cada 48 horas, para a
manutengdo de sua atividade, segundo recomendacdo de Gobetti e Rossi (1992).
A determinacdo da concentracdo de células de Pseudomonas fluorescens
presentes no caldo nutritivo foi feita por contagem em placas, utilizando, como
meio de cultura, o dgar padrao (PCA), incubado por 48 horas, a temperatura de
28°C (GOBBETTTI; ROSSI, 1992), para posterior inoculagao.

O leite inoculado com duas contagens de bactérias psicrotréficas foi
dividido em volumes iguais e armazenado em recipientes plasticos previamente
esterilizados, em diferentes temperaturas (4°C, 7°Ce 10 °C) e tempos (0, 24, 48
e 72horas). Essas temperaturas de armazenamento foram determinadas com base
na Instrugdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011), que estabelece que a temperatura
méaxima de conservagdo o leite cru refrigerado € de 7°C, na propriedade
rural/tanque comunitdrio e de 10°C, no estabelecimento processador. Em se
tratando de tanque de refrigeracdo por expansdo direta, deve ser dimensionado
de modo que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou inferior a 4°C no
tempo maximo de 3horas apds o término da ordenha, independentemente de sua
capacidade; em se tratando de tanque de refrigeracdo por imersdo, deve ser
dimensionado de modo que permita refrigerar o leite até temperatura igual ou
inferior a 7°C no tempo maximo de 3horasapds o término da ordenha,
independentemente de sua capacidade.

Para os tempos de armazenamento, a Instru¢ido Normativa n°62
(BRASIL, 2011) estabelece que o tempo transcorrido entre a ordenha inicial e o
seu recebimento no estabelecimento que vai beneficid-lo (pasteurizagdo,
esterilizacdo, etc.) deve ser de, no maximo, 48horas, recomendando-se como
ideal um periodo de tempo ndo superior as 24 horas. Entretanto, na industria

beneficiadora, pode ser armazenado por periodo superior a 48horas.
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2.2 Analises do leite

As amostras de leite foram coletadas em frascos previamente
esterilizados e imediatamente submetidos as andlises microbioldgicas,

enzimaticas e fisico-quimicas.

2.2.1 Analises microbioldgicas

Foram realizadas andlises microbioldgicas para a contagem de bactérias
mesofilicas vidveis, apds a incubacio, a 32°C, por 48 horas e para a contagem de
bactérias psicrotréficas, apds incubacdo a 7°C, por 10 dias (FRANK;
CHRISTEN; BULLERMAN, 1992), do leite recém-ordenhado para verificar sua
qualidade microbiolégica.

O leite termizado foi submetido a andlise de contagem de bactérias
psicrotréficas para verificar a eficiéncia da destrui¢do desses microrganismos,
segundo a mesma metodologia. Para acompanhar o crescimento das bactérias
psicrotréficas no leite armazenado sob diferentes tempos e temperaturas, foi
realizada andlise de contagem de bactérias psicrotréficas, segundo a mesma

metodologia.

2.2.2 Analises fisico-quimicas

Com o objetivo de verificar possiveis alteragdes durante o
armazenamento, foram realizadas as seguintes anélises do leite recém-ordenhado
e o leite inoculado com bactérias psicrotréficas armazenado em diferentes
temperaturas (4°C, 7°C e 10°C) e tempos (0, 24, 48 e 72horas): andlise de
gordura pelo método butirométrico de Gerber; densidade a 15°C, acidez

tituldvel, extrato seco total, extrato seco desengordurado (ASSOCIATION OF
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OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC, 2005), teste de estabilidade a
72% vlv, indice crioscépico (BRASIL, 2006), determinacio dos 4cidos graxos
livrtes (WOLFSCHOON-POMBO; CARVALHO; FISCHER, 1986), nitrogénio
total do leite pelo método de micro Kjeldahl (AOAC, 2005), nitrogénio solivel
em tampao de acetato a pH 4,6 e nitrogénio solivel em dcido tricloroacético
(TCA) 12% (v/v)de acordo com Bynum e Barbano (1985), seguido por Micro
Kjedahl, conforme AOAC (2005). O fator utilizado para a conversao dos teores

de nitrogénio para proteina foi de 6,38.

2.2.3 Analises enzimaticas

O leite recém-ordenhado e o leite inoculado com bactérias psicrotréficas
armazenado em diferentes temperaturas (4 °C, 7 °C e 10 °C) e tempos (24, 48 ¢
72 horas) foram submetidos as analises de atividade proteolitica pela técnica
descrita por Bendicho et al. (2002), com modifica¢des segundo Cardoso (2006)
e atividade lipolitica pelo método descrito por Rajmohan, Dodd e Waites (2002),

com modifica¢des segundo Cardoso (2006).

2.3 Fabricacao dos queijos prato

Ap6s o armazenamento do leite, foi conduzida a fabricacdo dos queijos
prato com 40L de leite para cada tratamento, em tanques de fabricacdo de queijo
com capacidade de SOL. Os processos de fabricacdo foram idénticos para cada
tratamento e repeti¢do, e a tecnologia utilizada foi segundo Furtado e Lourenco
Neto (1994).

No tanque de fabricacdo, o leite foi pasteurizado a 65°C/30min e,

posteriormente, realizou-se teste fosfatase e peroxidase para verificar a
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eficiéncia da mesma, segundo técnicas descritas por Brasil (2006). Todos os
leites apresentaram atividade da fosfatase negativa e peroxidase positiva.

O leite pasteurizado foi resfriado a 35 °C e adicionado de fermento
lactico mesofilico composto por Lactococcus lactis sp. lactis e Lactococcus
lactis sp. cremoris (1% (v/v) (Lyofast MOS 0,62®, Sacco). Procedeu-se a pré-
fermentagdo por 30 minutos.

Posteriormente, foram adicionados cloreto de calcio (0,4 mL.L" de
solucdo a 50%), corante a base de urucum (0,8 mL.L") e coalho bovino
(Abomasum®, Sacco), em quantidade suficiente para que ocorresse a
coagulagdo no tempo de 40 minutos, a 35 °C, para todos os tratamentos. Apds a
coagulacdo, o gel foi cortado em cubos de cerca de 0,5 cm de aresta, os quais
permaneceram em repouso por 5 minutos. Em seguida, a mistura soro/codgulo
foi agitada por 20 minutos, com aumento gradativo da velocidade de agitacdo.
Foi realizada a primeira dessoragem, com a retirada de 30% do soro e
adicionada dgua a 80 °C, aumentando-se a temperatura da mistura soro/codgulo
em 1 °C a cada 3 minutos, até atingir 42 °C. Prosseguiu-se com agitacio por,
aproximadamente, 45 minutos até o ponto da massa.

Atingido o ponto da massa, foram realizadas a dessoragem e a pré-
prensagem, por 30 minutos, com presenca de soro e enformagem em formas
retangulares de 0,5 kg, que foram encaminhadas para a prensagem. A prensagem
foi realizada da seguinte forma: 1* prensagem — 9 kg, durante 30 minutos; 2°
prensagem — 12 kg, por 30 minutos; 3* prensagem — 15 kg, por 2 horas e 4°
prensagem — 15 kg, por 2 horas.

Ap6s a prensagem, os queijos foram salgados por imersdao em salmoura
20%, durante 12 horas e secos, por 24 horas, a 12 °C. Depois de secos, os
queijos foram embalados a vicuo em pléstico termoencolhivel ematurados, a 12

°C, durante 60 dias.
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2.4 Analises dos queijos

Ap6s um dia de fabricacdo, amostras de queijos prato de cada tratamento
foram submetidas as andlises de umidade pelo método gravimétrico e calculadas
por diferenca (100% - porcentagem de extrato seco total); de proteina total pelo
método micro Kjedahl, na qual foi utilizando o fator 6,38 para estimativa do teor
de proteina total; do teor de cinzas; do pH com o auxilio de um potenciémetro
da marca Tecnal (modelo Tec-3MP) previamente calibrado; do teor de gordura
pelo método butirométrico de Gerber (AOAC, 2005) e do teor de sal pelo
método de Volhard modificado, descrito por Kosikowski (1982). Os teores de
gordura no extrato seco (GES) foram calculados dividindo-se os teores de
gordura do queijo pelo seu teor de extrato seco total. Os teores de sal na umidade
dos queijos foram determinados pela férmula: sal/umidade (%) = (sal/sal +
umidade)x100.

Para o acompanhamento das caracteristicas do queijo prato durante a
maturacdo foram coletadas amostras dos queijos ap6s um dia da fabricacdo e
apoés 15, 30, 45 e 60 dias. Para a constitui¢do de uma amostra representativa, trés
queijos de cada fabricacdo foram randomicamente escolhidos, triturados e
homogeneizados, para serem utilizados nas determinacdes analiticas. Para
andlise de textura e cor foram retiradas amostras antes da trituragdo dos queijos.

Os queijos durante a maturagdo foram submetidos as seguintes andlises:

a) pH, com o auxilio de um potencidmetro da marca Tecnal (modelo

Tec-3MP), previamente calibrado;
b) teor de 4dcidos graxos livres, conforme descrito por Caboni, Zannoni
e Lercker (1990);

c) protedlise, avaliada por meio da determinagdo dos teores de

nitrogénio solivel, em tampdo de acetato a pH 4,6 e em dacido

tricloroacético (TCA) 12%,de acordo com Bynum e Barbano
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(1985), seguido por Micro Kjedahl, conforme descrito por Brasil
(2006). Os indices de extensdo e profundidade de protedlise foram
calculados, respectivamente, pelas seguintes formulas: IEP = (NS
pH4,6/NT)x100 e IPP = (NS TCA 12%/NT)x100.Para tanto, foi
determinado também o teor de nitrogénio total pelo método micro
Kjedahl (AOAC, 2005);

cor dos queijos, avaliada pelo sistema CIE L* a* b*, em que L*
representa o indice de luminosidade em uma escala de O (preto) a
100 (branco); a* (+), o teor de vermelho e o a* (-), o teor de verde e
b* (+), o teor de amarelo e o b* (-), o teor de azul. As medidas de
cores foram tomadas com a utilizacdo de um colorimetro (Minolta
Chroma Meter, M CR-300b) calibrado para um padrdo branco em
ladrilho (AOAC, 2005). As leituras foram realizadas em seis pontos
distintos;

perfil de textura dos queijos, avaliado utilizando-se o texturdmetro
Stable Micro Systems® Modelo TA-XT2i (Goldaming, England).
As amostras de queijo foram cortadas em formato cilindrico, com
2,5 cm de didmetro e 2,0 cm de altura. Foi realizada nas seguintes
condicdes: velocidade de pré-teste de 1,0 mm.s-1, velocidade de
teste de 1,0 mm.s” e velocidade de pos-teste de 1,0 mm.s™, com
distancia de compressdo de 20,0 mm, por uma sonda cilindrica de
aluminio de 6,0 mm, como descrito por Ramos (2013). Os
parametros analisados foram firmeza, adesividade, elasticidade,

coesividade e gomosidade.
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2.5 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado neste experimento foi um fatorial
2x3x4 inteiramente casualizado, sendo duas contagens de bactérias
psicrotréficas na inoculagd@o do leite, trés temperaturas de armazenamento (4°C,
7°C e 10°C) e quatro tempos de armazenamento (0, 24, 48 e 72horas), com trés
repeticdes (trés coletas e inoculagdes), com parcela subdividida nos tempos com
3 repeticdes, divididos em 5 subparcelas, de acordo com o tempo de maturagao
dos queijos. O queijo produzido com leite recém-ordenhado, ou seja, no tempo
Oh de armazenamento, foi considerado o controle.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA), considerando-se um nivel de significancia p>0,05. O teste de Scott-
Knott foi utilizado para verificar quais tratamentos diferiam entre si, quando a
ANOVA indicou existir diferenca significativa.

As andlises estatisticas foram feitas utilizando-se o programa estatistico

R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Matéria-prima para a fabricacao de queijos

3.1.1 Composicao fisico-quimica

A composicdo fisico-quimica média do leite recém-ordenhado pode ser

observada na Tabela 1.

Tabela 1 Valores médios de composicdo fisico-quimica do leite cru, antes do

armazenamento
Parametros

Densidade relativa a 15°C 1,031 g.mL’l
Acidez 0,14 g de 4cido lactico. 100mL"!
Gordura 3,16g.100g™
Extrato seco total 11,85 g.100g™
Extrato seco desengordurado 8,69 g.100g™
Estabilidade ao alizarol 72 % (v/v) Estavel
Proteina Total 3,41 g.100g"
Indice Crioscépico 540°H

Os resultados de densidade relativa a 15°C, acidez, gordura, proteina
total, indice crioscépico e extrato seco desengordurado estio em conformidade
com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite Cru
Refrigerado (BRASIL, 2011). O leite apresentou-se estdvel ao alizarol 72 %
vIv).

Foi verificado que, apés armazenamento, ndo houve alteracdo dos
valores encontrados para o leite cru e para o leite armazenado, em todos os

tratamentos, em relacdo a densidade relativa a 15°C, gordura, proteina total,
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indice crioscépico e extrato seco desengordurado, estabilidade. Entretanto, o
leite armazenado a 10°C apresentou elevacdo da acidez de 0,14g de 4acido
latico.100mL™" de leite de 4cido latico para 0,16g de dcido ldtico.100mL™" de
leite.Mesmo assim, o leite ainda estd de acordo com Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado, o qual exige que a acidez do
leite deve estar entre 0,14 e 0,18g de acido 14tico.100mL™" de leite (BRASIL,
2011).

Esse aumento da acidez durante o armazenamento sob resfriamento
também foi reportado por Sanvido (2007). Ao armazenar o leite a 5°C, por 4
dias, este autor verificou um aumento da acidez de 0,156gde 4cido latico.100mL"

"de leite para 0,16g de dcido litico.100mL™" de leite.

3.1.2 Microbiologia

O leite recém-ordenhado apresentou contagem de mesoéfilos de 3,5 log
UFC.mL"'e de psicrotréfico de 0,6 log UFC.mL"'. Apds a termizacio, a
contagem de meséfilos foi de 2,9 log UFC.mL" e de psicrotréfico de 0 log
UFC.mL", o que indica a eficiéncia do processo de termizagio no controle da
contagem de bactérias psicrotréficas.

Na Tabela 2 pode ser observada a contagem de bactérias psicrotréficas
do leite inoculadocom baixa e alta contagem dessas bactérias, apds

armazenamento a 4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72horas.
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Tabela 2 Contagem média de bactérias psicrotréficas (log UFC.mL™") no leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 2,784 2,78*% 2,78*%
24 2,79" 2,98 3,29
48 2,84 3,345 3,37
72 2,99 3,46" 4,59

Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 5,78 5,78 5,78
24 6,04™ 6,31™ 6,34
48 6,61 6,84 7,448
72 6,87"* 6,99"° 8,78%

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula nas linhas e mindscula nas colunas, nido
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05), do leite inoculado com 2,78 log UFC.mL"! e
5,78 log UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens

Como pode ser observado na Tabela 2, o leite inoculado com 2,78 log
UFC.mL" de Pseudomonas fluorescens apresentou contagem de psicrotréficos
no final do tempo de armazenamento de 2,99 log UFC.mL", 3,46 log UFC.mL"
e 4,49 log UFC.mL", nas temperaturas de armazenamento de 4, 7 e 10 °C,
respectivamente. Em relacio ao leite inoculado com 5,78 log UFC.mL" de
Pseudomonas fluorescens, ao final do armazenamento de 72horas, o mesmo
apresentou contagem de bactérias psicrotréficas de 6,87 log UFC.mL"', 6,99 log
UFC.mL" e 8,78 log UFC.mL", nas temperaturas de armazenamento de 4 °C, 7
°C e 10 °C, respectivamente.

Houve diferenca significativa (p<0,05) da contagem de bactérias
psicrotréficas entre os tempos de armazenamento (0, 24, 48 e 72horas) tanto do
leite inoculado com baixa contagem, quanto no leite inoculado com alta
contagem de psicrotréficos, independentemente da temperatura, tendo a

contagem de microrganismos psicrotréficos sido crescente na medida em que se
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aumentava o tempo de estocagem. Comparando-se a contagem de psicrotr6ficos
no mesmo tempo e em diferentes temperaturas, pode-se observar que a mesma
influenciou de forma significativa (p<0,05).

E importante ressaltar que, além do tempo e da temperatura de
armazenamento, uma contagem inicial baixa de psicrotréficos no leite € de
fundamental importincia para garantir sua qualidade e um menor crescimento
desses durante o armazenamento, como foi verificado no presente estudo. Isto
porque, apds 72 horas de armazenamento a 10°C, o leite com contaminacio
inicial de 2,78 log UFC.mL"' apresentou um aumento da populagio de
psicrotréficos  equivalente a, aproximadamente,dois ciclos logaritmicos,
enquanto o leite com contaminacdo inicial de 5,78 log UFC.mL'e armazenado
nas mesmas condicdes apresentou aumento de trés ciclos logaritmicos.

As contagens de psicrotréficos apresentadas pelo leite inoculado com
alta e baixa contagem de psicrotroficos, apds armazenamento por 72horas, nas
temperaturas de 4°C, 7°C e a 10°C, podem trazer algumas alteracdes
indesejaveis e comprometer a sua utilizacio na fabricacdo dos produtos

derivados.
3.1.3 Concentracao de acidos graxos livres e atividade lipolitica
Na Tabela 3 pode ser observada a atividade lipolitica do leite inoculado

com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento a

4°C, 7°C e 10°C, por 0, 24, 48 e 72 horas.
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Tabela 3 Atividade lipolitica (unidades de enzimas lipoliticas) no leite inoculado
com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroéficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 16,17** 16,17°* 16,17
24 16,17*4 16,17 16,69"®
48 16,57 16,73 16,93
72 16,89 16,98 17,09
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 16,17** 16,17 16,17
24 16,374 16,98 17,00
48 16,75 17,65 18,21°*
72 17,00 18,02" 18,94°¢

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minudscula na coluna, nio
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

O leite apresentou uma atividade lipolitica inicial de 16,17,em unidades
de enzimas lipoliticas. Resultados semelhantes foram encontrados por Cardoso
(2006). O leite analisado por este autor apresentou 16,09 unidades de enzimas
lipoliticas, e ele atribuiu este valor a atividade enzimdtica pela presenca de
lipases naturais no leite, as quais segundo Chen, Daniel e Coolbear (2003), tém a
propriedade de hidrolisar triglicérides, constituintes da gordura, em d4cidos
graxos de cadeia curta, incluindo os &cidos butirico, caproico, caprilico e
céprico, principais responsaveis pelo aparecimento de odores desagraddveis no
leite. Entretanto, durante o armazenamento, ocorreu aumento significativo
(p<0,05), dependendo do tempo e da temperatura de armazenamento (Tabela 3).

A atividade lipolitica pode ter sido influenciada pela contagem de
bactérias psicrotrdficas, uma vez que, quando o leite apresentou maior contagem
de psicrotréficos, apresentou, consequentemente, maiores valores de atividade

lipolitica. Isso foi confirmando estatisticamente pelo teste de correlacdo linear,
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uma vez que os valores do coeficiente de correlacdo e o nivel de significancia
entre a contagem de psicrotréficos e a atividade lipolitica do leite foram de 0,640
e 0,001, respectivamente. Isso indica que existe correlacdo linear positiva
(p<0,01) e, assim, quanto maior a contagem de bactérias psicrotréficas no leite,
maior € a atividade lipolitica do mesmo.

Durante a estocagem de amostras de leite cru sob refrigeracdo,
Celestino, Iyer e Roginski (1996) observaram o aumento do nimero de bactérias
psicrotréficas com atividades proteoliticas e lipoliticas, tendo a lipdlise sido
constatada pelo aumento do conteido de 4cidos graxos livres.

Na Tabela 4 pode ser observada a concentragdo de 4cidos graxos do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas apds

armazenamento a 4 °C, 7 °C e 10 °C, por 0, 24, 48 e 72 horas.

Tabela 4 Concentragio de dcidos graxos (mmol.100g™) no leite inoculado com
baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento
em diferentes temperaturas e tempos.

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotroficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 1,324 1,32*4 1,324
24 1,69°* 3,03™ 2,97
48 1,76"* 3,13" 3,06™
72 1,82"* 5,44 4,18
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroéficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 700 10°C
(horas)
0 1,32* 1,32* 1,32
24 1,87°* 3,16™ 5,03%
48 1,98 4,23 5,29
72 2,40 4,70 5,89"

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minudscula na coluna, nio
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)
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A concentragdo inicial de 4cidos graxos livres no leite foi de 1,32
mmol.100g", que é superior ao encontrado por Moura et al. (1999b), ao
analisarem leite pasteurizado; por Wolfschoon-Pombo, Carvalho e Fischer
(1986), quando analisaram leites cru de plataforma e por Gomes (1988),
analisando leite pasteurizado.

Apéds armazenamento de 72horas em diferentes temperaturas ocorreu um
aumento significativo (p<0,05) (Tabela 4), com valor miximo de 5,89
mmol.100g" no leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos e
armazenado por 72horas, a 10 °C. Outros autores também verificaram um
aumento na concentracdo de dcidos graxos durante o armazenamento do leite
sob refrigeracdo (DOWNEY, 1980; MOURA et al., 1999a).

Comparando-se a concentracdo de 4cidos graxos nas diferentes
temperaturas no mesmo tempo, pode-se observar que houve diferenca
significativa entre a concentrag@o de 4cidos graxos do leite armazenado a 4 °C e
a 10 °C, para os tempos de 24, 48 e 72horas de armazenamento. Assim, tanto o
tempo de armazenamento quanto a temperatura influenciaram de forma
significativa (p<0,05) a concentracdo de 4cidos graxos do leite inoculado com

alta e baixa contagem de psicrotréficos, ao longo do armazenamento.

3.1.4 Fracoes de proteinas e atividade proteolitica

Outro fator que influencia a qualidade do leite e dos produtos l4cteos € a
acdo de proteases, as quais, dentre as enzimas extracelulares produzidas por
muitas bactérias psicrotréficas, sdo as mais importantes em relacdo a
deterioracdo de leite, juntamente com as lipases (ARCURI, 2003). Na Tabela 5
estd representada a atividade proteolitica do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactéticas psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e

temperaturas.
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Tabela 5 Atividade proteolitica (unidades de enzimas proteoliticas) do leite
inoculado com baixa e alta contagem de bactérias psicrotréficas, apds
armazenamento em diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 1,96** 1,964 1,96**
24 1,96** 2,77 1,96"*
48 2,06™ 3,86 3,28
72 2,334 5,06™ 3,35

Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos

Tempo de armazenamento Temperatura de armazenamento
(horas) 4°C 7°C 10°C
0 1,96 1,96 1,96
24 2,12 2,77 3,49
48 2,79 3,09* 3,05
72 3,614 6,43" 7,60

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e minudscula na coluna, nio
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A atividade proteolitica inicial do leite foi de 1,96 unidades de enzimas,
a qual estd relacionada com as proteases naturais do leite. Entretanto, foi
verificado um aumento significativo da atividade proteolitica (p<0,05), mesmo
quando o leite apresentou contagem de 2,99 log UFC.mL", apés 72horas de
armazenamento a 4 °C.

A «x-caseina € a mais susceptivel ao ataque das proteases dos
microrganismos, em especial por enzimas produzidas por Pseudomonas
(COUSIN, 1982), enquanto a P-caseina e a-caseina sdo menos susceptiveis
(DATTA; DEETH, 2001). As proteases sdo capazes de hidrolisar toda a caseina
disponivel no leite em peptideos soliveis (MOURA et al., 1999a; VIDAL-
MARTINS; ROSSI JUNIOR; REZENDE-LAGO, 2005), aumentando, assim, a
concentragdo dos mesmos no leite.

Na Tabela 6 podem ser observados os teores médios de proteina solivel
e nitrogénio ndo proteico do leite inoculado com baixa e alta contagem de

bactéticas psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e temperaturas.
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Tabela 6 Teor médio de proteina solivel (PS) (g.100g™) e nitrogénio nio
proteico (NNP) (g.lOOg'l) do leite inoculado com baixa e alta
contagem de bactérias psicrotréficas, apds armazenamento em
diferentes temperaturas e tempos

Leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos

Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66** 0,04°4 0,66™* 0,04°4 0,66™* 0,04°4
24 0,67* 0,04 0,888 0,05 0,798 0,05
43 0,77°4 0,05°* 0,98 0,06 0,82°4  0,05"8
72 0,77°4 0,05% 1,018 0,068 0,86°C  0,05°¢
Leite inoculado com alta contagem de psicrotroficos
Tempo de Temperatura de armazenamento
armazenamento 4°C 7°C 10°C
(horas) PS NNP PS NNP PS NNP
0 0,66 0,04** 0,66 0,04** 0,66 0,04
24 0,69* 0,04°4 0,81%8 0,05 1,60 0,09°¢
48 0,82°4 0,05 1,048 0,06 1,68°¢ 0,10°¢
72 0,84% 0,05 1,12 0,07 1,68 0,10°¢

Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula nas linhas e mindscula na coluna, néo
diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

A proteina soliivel do leite antes do armazenamento foi de 0,66 g.100g™;
apds armazenamento, o leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos
apresentou 1,01 g.100g™" de protefna soliivel, enquanto o leite inoculado com
alta contagem de psicrotréficos apresentou 1,68 g.100g”" de proteina solivel
(Tabela 6). Foi verificado um aumento significativo (p<0,05) da concentragéo de
proteina solivel do leite inoculado com baixa e alta contagem de psicrotréficos
durante 72horas de armazenamento, nas temperaturas de 4, 7e 10 °C.

O teor de nitrogénio néo proteico aumentou significativamente (p<0,05)
de acordo com o aumento do tempo e da temperatura de armazenamento, tanto
do leite inoculado com baixa contagem quanto do leite inoculado com alta

contagem de psicrotréficos, mostrando, assim, a atuacdo de enzimas,
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principalmente da plasmina, durante a refrigeracdo do leite e ndo das enzimas

produzidas pelas bactérias psicrotréficas.

3.2 Composicio e caracteristicas fisicas dos queijos prato

Nas Tabelas 7 e 8 pode ser observada a composi¢do dos queijos prato

fabricados com leite armazenado em diferentes condi¢des e inoculado com baixa

e alta contagem de bactérias psicrotréficas, respectivamente.



Tabela 7 Composi¢do do queijo prato produzido com leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas e
apds armazenamento em diferentes tempos e temperaturas
Leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotroficas

- Tratamento Tratamentos
Andlise controle 4 °C 7 °C 10 °C C.Vv.
(%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Extrato seco total 58,46° 57,42° 57,17° 573> 5424 5444°  54,65° 54,2° 54,45° 54,25 0.42
(g.100g™h +(0,24) +(024)  +(024) *£(024) *(023) +(023) £(023) +(023) +(0,23)  +(0,23) ’
Umidade 41,54 42,58° 42,83°  427°  45776°  4556°  4535° 45.8° 45,55° 45,75° 0.5
(g.100g™h +(0,21) +(021)  £(021) *(021) *(023) +(023) £(023) +(023) +(0,23)  +(0,23) ’
Protefna total 23,12¢ 22,9° 22,93° 22,9 21,72 21,49° 2143 2043° 20,6 20,28? 0.15
(g.100g™") +(0,03) +(0,03)  £(0,03) *(0,03) *(0,03) +(0,03) *(0,03) =+(0,03) +(0,03) (0,03 ’
Cinzas 3,3% 3,07° 3,01° 3,03° 3,12 3.27° 3,01° 3,04 3,04 3,31° 007
(g.100g™" +(0,0) £(0,00 (0,00 £(0,00 =*(0,0) (0,0 £(0,0 +(0,0) +(0,0) +(0,0) ’
oH 5,33° 5,33% 5,36 5,35° 5,32° 5,33° 5,32° 5,33° 5,32° 5,32° 0.25
+(0,01) +(0,01) +(0,01) #(0,01) =#(0,01) +(0,01) =*(0,01) =+(0,01) =+(0,01) (0,01 ’
Gordura 26,03f 25° 24,69 24,26° 24,69 24,36° 23,6° 24,3° 24,33¢ 23° 0.42
(g.100g™h +(0,1) £(0,1)  £(0,) £0,1) =*(0,1) =*(0,1) £(0,1) (0, +(0,1) +(0,1) ’
GES 44,534 43,53° 43,02° 4234 4535° 44.75% 43,18 44,839 44.69¢ 44,39 05
(g.100g™") +(0,22) +(0,22)  +(021) *(021) *(0,23) =*(0,22) +(021) =*(022) =*(0,21)  *(0,21) ’
Sal 1,65¢ 1,65° 1,65° 1,65° 1,51* 1,55° 1,65° 1,75¢ 1,75¢ 1,75¢ 01
(g.100g™") +(0,00) +(0,000 (0,000 *(0,00) =#(0,000 (0,000 =*(0,00) (0,000 +(0,00) (0,00 ’
S/U 3,82¢ 3,72° 3,71¢ 3,72° 3,21° 3,28° 3,51° 3,68° 3,7° 3,68° 0.6
(2.100g™") +(0,01) +(0,01) +(0,01) *(0,01) =*(0,01) +(0,01) *(0,01) =+(0,01) =+(0,01) =+(0,01) ’

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

891



Tabela 8 Composicdo do queijo prato produzido com leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas e apds
armazenamento em diferentes tempos e temperaturas

Leite inoculado com alta contagem de psicrotréficos

1 Tratamento Tratamentos C.V.
Andlise controle 4°C 7°C 10 °C (%)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
Extrato seco total ~ 58,46° 57,44° 57,5° 57.4° 54,64 54,65 54,59°  54,19° 5434 54310 o
(g.100g™h +(0,24) £(024)  £(024) (024 +(023) +(023) £(023) +(023) *(023) *(023)
Umidade 41,54 42,56 42,41° 42,6° 45,36° 45,35° 4541° 4581° 45.06°  45.69° ¢
(g.100g™h +(021) £(021)  £(021) £(021) £(023) +(023) £(023) +(023) *(023) *(023)
Protefna total 23,12 22,17° 22,77 21,43° 21,08° 21,69¢ 20,69°  20,48° 20,55° 19,44° 0.16
(g.100g™h +(0,03) £(0,03)  £(0,03) £(0,03) +(0,03) +(0,03) £(0,03) (0,03 *(0,03) *(0,03)
Cinzas 3,03° 3,04 3,0° 3,01° 3,247 3,01° 3,02° 3,01° 3,01° 301° g
(g.100g™h) +(0,00) £(0,000 (0,000 (0,000 +(0,00) (0,000 £(0,000 +(0,00) *(0,00) *(0,00)
H 5,33% 5,32° 5,34 5,36 5,31° 5,32° 5,32% 5,31° 5,31° 5320 o
P +(0,02) £(0,02)  £(0,02) £(0,02) £(0,02) £(0,02) £(0,02) +(0,02) *(0,02) *(0,02)
Gordura 26,038 257 24 47° 24,269 24,56' 24,06 23,23° 24,29 24,06 23° 0.5
(g.100g™h +(0,06) £(0,06) (0,060 (0,060 +(0,06) (0,060 £(0,06) (0,060 *(0,06) *(0,06)
GES 44 53¢ 43,52° 42.48° 42.27° 44,969 44,03° 4256 44,657 4428% 42347 0.67
(g.100g™h) +(0,3) +(0,3) +(0,3) £(0,3) +(03) +(0,3) +(03) *(03) £(03) =*03) =
Sal 1,64° 1,65° 1,65° 1,65° 1,55° 1,64° 1,65° 1,75° 1,75° 1,75° 039
(g.100g’h +(0,00) £(0,000 (0,000 (0,000 +(0,000 (0,000 £(0,000 +(0,01) *(0,01) *(001)
S/U 3,81° 3,739 3,749 3,729 3,3° 3,5° 3,5° 3,67° 3,68° 3,68° 0.83
(g.100g™h +(0,03) £(0,03)  £(0,03) £(0,03) +(0,03) +(0,03) £(0,03) +(0,03) *(0,03) *(0,03)

Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas ndo diferem, pelo teste Scott-Knott (p>0,05)

691
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Os queijos prato apresentaram extrato seco entre 58,46 e 54,19 g.100g™,
ocorrendo uma diminui¢do de acordo com o tempo de armazenamento e a
temperatura de estocagem do leite. Houve diferenca significativa (p<0,05) entre
os queijos prato fabricados com leite recém-ordenhado (controle) e os fabricados
com leite armazenado tanto inoculado com baixa quanto com alta contagem de
bactérias psicrotréficas (Tabela 7 e 8).

Acompanhado da diminui¢do do extrato seco total dos queijos, ocorreu
um aumento da umidade dos mesmos, a qual variou entre 41,54 g.100g"' e 45,81
2.100g". A andlise comparativa entre os queijos mostra que os valores de
umidade encontrados apresentaram diferenca significativa (p<0,05) tanto para os
queijos produzidos com leite inoculado com baixa contagem de psicrotréficos
(Tabela 7) quanto para os queijos produzidos com leite inoculado com baixa
contagem de psicrotréficos (Tabela 8). A umidade desses queijos foi maior que a
dos produzidos com leite recém-ordenhado (controle).

Os queijos produzidos com leite inoculado com baixa e alta contagem de
psicrotréficos armazenados a 4 °C apresentaram teor de umidade menor
(p<0,05) que os produzidos com leite armazenado a 7 °C e a 10 °C, os quais ndao
diferiram entre si (p>0,05). Assim, quando se aumentou a temperatura de
estocagem, ocorreu um aumento na umidade dos queijos.

A alteracdo do teor de umidade dos queijos é explicada por alguns
autores, os quais afirmam que a degradacgao proteolitica da caseina também pode
causar maior retencdo de d4gua na massa de queijos fabricados com leite estocado
sob refrigeracdo, com consequente aumento da umidade dos produtos (HICKS et
al., 1986; MOURA, 1997, STOFER; HICKS, 1983; VASSILIADOU;
ALICHANIDIS, 1984; YAN; LANGLOIS; O’LEARY, 1983).

Tal fato foi verificado no presente estudo, uma vez que houve um
aumento da atividade proteolitica e um aumento da quantidade de proteina

soliuvel (Tabelas 5 e 6) e, consequentemente, alteracdo na umidade dos queijos
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produzidos com os respectivos leites (Tabelas 7 e 8). Verificou-se correlacio
linear positiva (p<0,01) entre a atividade proteolitica do leite com umidade dos
queijos e, assim, quanto maior foi a atividade proteolitica no leite, maior foi a
umidade dos queijos produzidos.

O aumento da protedlise do leite levou também a uma diminui¢do do
teor de proteina dos queijos prato, uma vez que o coeficiente de correlagio linear
e o nivel de significancia entre a atividade proteolitica do leite e o teor proteina
dos queijos foram de -0,6 e 0,001, respectivamente.

O teor de gordura total dos queijos variou de 23 a 26,03 g.100g”, sendo
verificada uma diferenca significativa (p<0,05) dos queijos correspondentes aos
tratamentos com os produzidos com leite recém-ordenhado. Ocorreu diminui¢ao
do teor de gordura dos queijos conforme o aumento do tempo e da temperatura
de armazenamento do leite inoculado com baixa e alta contagem de bactérias
psicrotréficas (Tabelas7 e 8).

A gordura no extrato seco variou de 44,95 a 42,27 g.100g". A anilise
comparativa entre os queijos mostra que os valores de gordura no extrato seco
encontrados apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre alguns
tratamentos, sendo essa variacdo atribuida aos diferentes valores encontrados de
gordura e extrato seco dos queijos.

Os queijos prato apresentaram teor de sal de 1,51 a 1,75 g.100g" e a
andlise comparativa mostra que estes valores encontrados apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre alguns tratamentos. O mesmo ocorreu com
o teor de sal na umidade, o qual variou entre 3,21 a 3,81 g.100g".

Como pode ser observado nas Tabelas7 e 8, os queijos prato analisados
apresentaram pH entre 5,31 e 5,36. Verificou-se que os mesmos nao diferiram
significativamente em relacdo a esse parametro (p>0,05). O pH médio dos
queijos prato analisados estd de acordo com Furtado e Lourenco Neto (1994), os

quais afirmam que o pH médio esperado de um queijo prato € 5,2 a 5,4.
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3.3 Caracteristicas dos queijos prato durante a maturacao

3.3.1 pH

A evolucdo do pH dos queijos prato produzidos com leite recém-
ordenhado, inoculados com baixa contagem de psicrotréficos, com alta contagem
de psicrotréficos e armazenados em diferentes tempos e temperaturas, durante o

processo de maturacdo de 60 dias, pode ser observada nos Gréficos 1 e 2.
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Graéfico 1 Valores de pH obtidos em diferentes tempos de maturacdo do queijo
prato produzido com leite recém-ordenhado e leite inoculado com
baixa contagem de bactérias psicrotroficas e armazenado em
diferentes tempos e temperaturas
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Grifico 2 Valores de pH obtidos em diferentes tempos de maturacdo do queijo
prato produzido com leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta
contagem de bactérias psicrotréficas e armazenado em diferentes
tempos e temperaturas

Comparando-se os queijos prato produzido com leite recém-ordenhado
com os produzidos com leite inoculado com alta e baixa contagem de bactérias
psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e temperaturas,
respectivamente, foi verificada uma diferenca significativa (p<0,01) entre o pH
dos mesmos, a partir de 15 dias de maturacdo, uma vez que, no tempo zero de
maturacdo, nao houve diferenca significativa (p<0,01) (Tabelas 6 e 7).

Durante a maturagdo dos queijos prato produzidos com leite recém-
ordenhado, o pH variou de 5,34 a 5,8. J4 os queijos produzidos com leite
inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas apresentaram
pH entre 5,31 a 5,8 e 5,32 a 5,8, respectivamente. Assim, ocorreu aumento do
pH de todos os queijos durante o processo de maturacdo e os produzidos com
leite recém-ordenhado apresentaram menor aumento relativo do pH durante este

periodo.
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O maior aumento durante a maturacdo do pH dos queijos prato
produzidos com leite inoculado com bactérias psicrotréficas em relacdo aos
produzidos com leite recém-ordenhado pode ser devido a maior protedlise
ocorrida durante o mesmo periodo, uma vez que, durante a maturacdo, o pH do
queijo aumenta, como consequéncia da formacdo de NH; (resultante da

protedlise) e do catabolismo do 4cido latico (FARKEY et al., 1990).

3.3.2 Concentracao de acidos graxos livres

O teor de 4cidos graxos livres dos queijos prato produzidos com leite
recém-ordenhado, inoculados com baixa contagem de psicrotréficos, com alta
contagem de psicrotréficos e armazenados em diferentes tempos e temperaturas,

durante o processo de maturacdo de 60 dias, pode ser observado nos Griéficos 3 e 4.
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Grifico 3 Teor de 4cidos graxos livres obtidos em diferentes tempos de
maturagdo dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
e leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas
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Grifico 4 Teor de 4cidos graxos livres obtidos em diferentes tempos de
maturagdo dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
e leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas

Os defeitos de sabor e aroma em queijos sdo resultantes, principalmente,
da acdo de lipases e ndo das proteases, isto porque, segundo Fox (1989), as
lipases sdo adsorvidas pelos glébulos de gordura, ficando retidas na massa do
queijo. Por isso, é importante determinar o teor de acidos graxos dos queijos
durante a maturagdo.

Comparando-se os queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
com os produzidos com leite inoculado com alta e baixa contagem de bactérias
psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e temperaturas,
respectivamente, verificou-se uma diferencga significativa (p<0,01) nos teores de
acidos graxos livres.

O teor de 4cidos graxos durante a maturacdo dos queijos prato
produzidos com leite recém-ordenhado variou de 0,37 a 0,43 mmol.100g"

1 . . . .
,enquanto os produzidos com leite inoculado com alta e baixa contagem de
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bactérias psicrotrdficas apresentaram teor de dcidos graxos livres entre 0,35 a
0,52 mmol.lOOg’le 0,32 a 1,03 rnmol.lOOg'l, respectivamente.

Como pode ser observado nos Graficos 3 e 4, houve um aumento do teor
de 4cidos graxos livres nos queijos durante a maturacdo, tendo os queijos
produzidos com leite recém-ordenhado apresentado teor de dcidos graxos livres
menor do que os produzidos com leite inoculado com alta e baixa contagem de
bactérias psicrotréficas.

Cousin e Marth (1977) detectaram diferenca significativa entre os niveis
de 4cidos graxos livres do queijo cheddar elaborado com leite pré-inoculado
com Pseudomonas fluorescens,comparado ao mesmo queijo elaborado com leite
sem inoculagdo.

Moura et al. (1999b) verificaram que o armazenamento do leite
inoculado com Pseudomonas fluorescens em diferentes periodos (24, 72 e 120
horas) causou aumento da concentracdo de dcidos graxos livres em queijo tipo
parmesdo e afirmaram que estes queijos S0 menos aceitos em testes sensoriais,
provavelmente, devido a lipdlise e ao consequente aparecimento de sabores
desagradaveis.

As enzimas atuam sobre os triacilglicerideos, produzindo 4cidos graxos
a partir de mono e diglicerideos formados por acdo das lipases do leite e/ou de
outras lipases microbianas. A lipdlise nos queijos € influenciada, dentre outros
fatores, pelo aumento de temperatura (WALSTRA; NOOMEN; GEURTS,
1999).

Sabores indesejaveis, como ranco, amargo, sujo, sabdo, metdlico,
oxidado ou adstringente, atribuidos a atividade lipolitica de psicrotréficos,
podem tornar o leite e os produtos derivados inaceitdveis para o consumidor
(CHAMPAGNE et al., 1994; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; COUSIN,
1982).
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Comparando-se a quantidade de 4cidos graxos livres no final de 60 dias
de maturacdo, pode-se observar que os queijos produzidos com leite inoculado
com baixa contagem de bactérias psicrotréficas apresentaram valores maiores
que os produzidos com alta contagem de bactérias psicrotréficas (Graficos 3 e
4). A lipdlise mais acentuada nos queijos fabricados com leite armazenado sob
refrigeracdo deve-se, possivelmente, & acdo das lipases produzidas pelas
Pseudomonas fluorescens inoculadas (MOURA et al., 1999b).

Este fato pode ser explicado pelo fato de os queijos produzidos com
baixa contagem de bactérias psicrotréficas terem apresentado maior teor de
gordura (Tabela 6 e 7) e, com isso, possivelmente, maior retencdo das enzimas

lipoliticas no queijo.

3.3.3 Indices de proteélise

A maturacdo do queijo €, essencialmente, um processo enzimatico
envolvendo a quebra da massa por protedlise, glicdlise, lipdlise e outras reagdes
catalisadas por enzimas, resultando em um queijo com sabor e textura tipicos. A
protedlise ocorre na maioria dos queijos e € considerada o evento bioquimico
mais importante durante a maturacdo da maior parte dos queijos (FOX; SINGH;
MCSWEENEY, 1995; LANE et al., 1997; SOUZA; ARDO; MCSWEENEY,
2001).

A protedlise contribui para o desenvolvimento de aromas desejaveis e
indesejdveis, os quais sdo formados pela liberacdo de aminodcidos e peptideos,
por meio da hidrélise (FOX, 1989). Contribui também para mudangas na textura
pela quebra da cadeia de proteinas (FOX; MCSWEENEY, 1996), sendo esta
indicada pelo aumento dos indices de extensdo e profundidade no decorrer do

tempo.
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O indice de extensdo de protedlise dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado, inoculado com baixa contagem de psicrotréficos, com
alta contagem de psicrotréficos e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas, durante o processo de maturacdo de 60 dias, pode ser observado

nos Graficos 5 e 6.
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Grifico 5 Indice de extensio de protedlise obtido em diferentes tempos de
maturagio dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
e leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas
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Grifico 6 Indice de extensdo de protedlise obtido em diferentes tempos de
maturacio dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado e
leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas

Neste estudo, o indice de extensdo de protedlise dos queijos prato
apresentou diferenca significativa (p<0,01) entre os tratamentos em todos os
tempos de maturagdo avaliados, ou seja, tanto os queijos produzidos com leite
inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas quanto com alta
contagem de bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas apresentaram diferenca significativa em relacdo ao indice de
extensdo de protedlise.

Como pode ser observado nos Graficos 5 e 6, o indice extensdo de
protedlise durante a maturacdo dos queijos prato produzido com leite recém-
ordenhado variou de 6,82% a 16,12%. J4 os queijos produzidos com leite
inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas apresentaram
valores do indice de extensdo de protedlise entre 7,07% e 18,23% (Grafico 6) e

6,96% e 18,11% (Grifico 5), respectivamente. Foi verificado que os queijos
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produzidos com leite armazenado a 4 °C apresentaram o indice de extensdo de
protedlise menor que os produzidos com o leite armazenado a7 °C e a 10 °C.

A influéncia do armazenamento do leite no indice de extensdo de
protedlise pode ter acontecido de forma indireta, ou seja, devido as alteracdes
nas caracteristicas iniciais dos queijos, uma vez que o indice de extensdo estd
relacionado com as proteinases do agente coagulante, as quais degradam a
proteina em peptideos de alto peso molecular.

Segundo Farkye (1995), a velocidade e a extensdo da protedlise durante
a maturagdo sdo determinadas pala atividade residual do coalho, a qual é
influenciada pela composi¢do quimica do queijo em termos de pH, contetido de
sal e umidade. Como os queijos ndo apresentaram diferenca significativa entre o
pH e o teor de sal, o aumento da atividade do coalho residual por ser explicado
pelo aumento da umidade deles, de acordo com o armazenamento do leite e
contagem de bactérias psicrotréficas.

Este resultado estd de acordo com Lawrence, Creamer e Gilles (1987),
os quais afirmam que pequenas alteracdes na umidade dos queijos podem
resultar em alteracdes relativamente grandes na atividade proteolitica dos
queijos.

O produto da hidrélise de fragdes de caseinas resulta no surgimento e no
acimulo de peptideos responsdveis pelo sabor amargo (FAIRBAIRN; LAW,
1986). Esses peptideos amargos sdo hidrofobicos e apresentam aminodcidos
apolares nas cadeias laterais (FURTADO, 2005). Segundo Augusto, Queiroz e
Viotto (2005), dos queijos nacionais, o prato € o que sofre uma protedlise muito
intensa e, de acordo com Furtado (2005), como nao € submetido a maturacdo por
periodos prolongados, € mais susceptivel a apresentar gosto amargo.

Amorim (2007) verificou que a contagem de bactérias psicrotréficas
aerdbias no leite cru refrigerado a, aproximadamente, 11 °C interferiu no maior

sabor amargo dos queijos prato fabricados com este leite. Assim,o
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armazenamento e a contagem de bactérias psicrotréficas influenciaram a
qualidade sensorial do queijo de forma negativa.

O indice de profundidade de protedlise dos queijos prato produzidos
com leite recém-ordenhado, inoculado com baixa contagem de psicrotréficos,
com alta contagem de psicrotréficos e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas, durante o processo de maturacido de 60 dias, pode ser observado

nos Graficos 7 e 8.
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Grifico 7 Indice de profundidade de protedlise obtido em diferentes tempos de
maturacdo dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado e
leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas, e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas
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Grifico 8 Indice de profundidade de protedlise obtido em diferentes tempos de
maturacdo dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado e
leite inoculado com alta contagem de bactérias psicrotréficas, e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas

Em relacdo ao indice de profundidade de protedlise dos queijos prato foi
verificada diferenca significativa (p<0,01) entre os tratamentos, em todos 0s
tempos de maturacio avaliados.

Como pode ser observado nos Gréficos 7 e 8, o indice de profundidade
de protedlise durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com leite recém-
ordenhado variou de 7,35% a 13,55%; ja os queijos produzidos com leite
inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas apresentaram
valores do indice de profundidade de protedlise entre 7,39% e 15,48% (Grafico
8) e 6,96% e 18,11% (Grificos 7), respectivamente. Os queijos produzidos com
leite armazenado a 10 °C apresentou o indice de profundidade de protedlise,
maior que os queijos produzidos com o leite armazenado a7 °C e a4 °C.

O indice de profundidade da protedlise estd relacionado a presenga de

enzimas proteoliticas, oriundas de microrganismos que hidrolisam os peptideos
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resultantes da ac¢do do coalho e da plasmina sobre as casefnas (FOX, 1989). A
determinacdo deste indice € importante, pois ele estd diretamente relacionado a
acdo de endo e exopeptidases bacterianas que venham a produzir aminodcidos e,
por meio de descarboxilases e desaminases, outros compostos nitrogenados que
colaboram para o sabor tipico de cada queijo (SILVEIRA; ABREU, 2003).

Qualquer tipo de alteragdo no processamento e na composicdo do leite
que altere a atividade do fermento pode influenciar o indice de profundidade de
protedlise.

Os leites armazenados em temperaturas de 10°C e tempo de
72horasapresentaram  maiores contagens de bactérias  psicrotréficas,
consequentemente maior atividade proteolitica, resultando em queijos com
maior teor de umidade. A atividade de 4gua da coalhada pode afetar o
metabolismo bacteriano e exercer um efeito osmético sobre os constituintes
celulares. Assim, o crescimento bacteriano e a velocidade de maturagdo dos
queijos ocorrem mais rapidamente em coalhadas ricas em umidade
(ROBINSON; WILBEY, 2002), como foi verificado no presente estudo.

As proteases produzidas pelas bactérias psicrotréficas podem ndo ter
influenciado de forma direta a protedlise do queijo durante o processo de
maturacdo, uma vez que, segundo Fox (1989), as proteases sdo soliveis em dgua
e sdo perdidas no soro, enquanto as lipases sdo adsorvidas pelos glébulos de
gordura, ficando retidas na massa do queijo. Além da perda das proteases das
bactérias psicrotréficas, pode ocorrer perda da plasmina no soro. Fajardo-Lira e
Nielsen (1998) verificaram que o sistema plasmina-plasminogénio do leite pode
ser afetado pelo rompimento da micela de caseina por atividade de proteases de
bactérias psicrotrdficas. Isto resultou na liberagdo de plasmina ligada a caseina
para o soro, o que pode comprometer de forma negativa o processo de

fabricacdo de queijos, considerando a importincia da plasmina no
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desenvolvimento de caracteristicas sensoriais no produto, incluindo sabor, odor
e textura (FOX, 1989).

A protedlise contribui para as modificacdes ocorridas na textura dos
queijos por meio da quebra da rede proteica, com diminuicdo da atividade de
dgua e formacdo de novas ligacdes da dgua com grupos carboxila e amino
liberados, e com o aumento do pH, facilitando a liberacdo de compostos sdpidos

durante a mastigacdo (SOUSA; ARDO; MCSWEENEY, 2001).

3.3.4 Perfil de textura

A textura é definida como a manifestacdo sensorial e funcional das
propriedades mecanicas e estruturais dos alimentos, percebidas por meio dos
sentidos da vis@o, audi¢@o e tato, e propriedades sinestésicas (SZCZESNIAK,
2002).

A textura é um importante atributo de qualidade que influencia a
aceitacdo do alimento pelo consumidor (SZCZESNIAK, 1998) e, assim, &
importante determinar seus parametros.

Os queijos prato apresentaram diferenca significativa (p<0,01), em
relacdo a firmeza, em todos os tempos de maturacdo avaliados, tanto os
produzidos com leite inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas,
quanto com alta contagem de bactérias psicrotréficas e armazenados em
diferentes tempos e temperaturas.

Como pode ser observado nos Gréficos 9 e 10, a firmeza durante a
maturacdo do queijo prato produzido com leite recém-ordenhado variou de
2.749 a 1.813,48 N. Ja os queijos produzidos com leite inoculado com alta e
baixa contagem de bactérias psicrotroficas apresentaram valores de firmeza
entre 2.314,36 a 1.439,34 N (Gréfico 10) e 2.348,4 a 1.500,1 N (Gréfico 9),

respectivamente.
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Graéfico 9 Firmeza, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com leite
recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de bactérias
psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e temperaturas
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Grifico 10 Firmeza, durante a maturacao dos queijos prato produzidos com leite
recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de bactérias
psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e temperaturas
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Ocorreu diminuicdo da firmeza durante os 60 dias de matura¢do dos
queijos (Gréaficos 9 e 10), sendo este um comportamento tipico do queijo prato,
como foi verificado por vdrios autores (AUGUSTO, 2003; RAMOS, 2013;
SCHULZ, 2003; SPADOT; DORNELAS; ROIG, 2003).

A reducdo da firmeza durante a maturacdo deve-se ao enfraquecimento
da rede proteica, principalmente nas primeiras semanas de maturagdo.
Inicialmente, o coagulante hidrolisa a ligagdo Phe23- Phe24 da ag-caseina,
formando ag;-I-caseina e outras caseinas, resultando no enfraquecimento da rede
proteica (FOX et al., 1996; LANE et al., 1997).

Os queijos produzidos com leite recém-ordenhado apresentaram
firmeza, durante todo o processo de maturacdo, maior que 0s outros tratamentos.
Este fato pode ser explicado pela diferenca de umidade dos queijos, pelo teor de
proteina e pela intensidade de protedlise.

O teor de proteina dos queijos prato foi maior do que o teor de proteinas
dos queijos dos demais tratamentos (Tabelas 6 e 7), o que pode ter influenciado
na firmeza inicial do mesmo, uma vez que o contetido de proteina do queijo estd
relacionado a sua firmeza, e seu aumento leva a obtencdo de uma textura mais
firme (ADDA; GRIPON; VASSAL, 1982).

A umidade dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado foi
menor do que a dos queijos produzidos com leite inoculado com bactérias
psicrotréficas e armazenado, como pode ser observado nas Tabelas 6 e 7,
resultando em uma textura inicial mais firme. A umidade estd relacionada aos
termos de classificagdo dos queijos pela dureza e vinculados diretamente a sua
firmeza (VISSER, 1993).

Em consequéncia de a umidade dos queijos prato produzidos com leite
recém-ordenhado ser relativamente menor, ocorreu que o indice de protedlise foi
menor que o dos outros tratamentos (Graficos 9 e 10), resultando em menor

alteracdo da firmeza. A firmeza estd diretamente relacionada & quantidade de as1-
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caseina nao hidrolisada e a menor dissolu¢do dos produtos de degradagio proteica.
Visto que, a cada ligacdo peptidica clivada, dois novos grupos idnicos sdo gerados,
ha uma reducdo da quantidade de dgua livre na matriz pelo aumento da solvatacio
das cadeias proteicas (LAWRENCE; CREAMER; GILLES, 1987).

A adesividade dos queijos aumentou de acordo com o tempo de
maturacio (Gréficos 11 e 12) e houve diferenca significativa (p<0,01) entre os
tratamentos. Os queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
apresentaram adesividade menor que os queijos produzidos com leite inoculado
com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas, tendo estes valores sido
de -48,22 a 81,76, -31,24 a 242,1 e -39,54 a 174,98 N.s, respectivamente.
Segundo Augusto (2003), essas caracteristicas indicam a atividade proteolitica

do coagulante sobre a og;- caseina, resultando numa textura menos firme e

adesiva.
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Griéfico 11 Adesividade, durante a maturag@o dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
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Griéfico 12 Adesividade, durante a maturag@o dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas

Verificou-se que a elasticidade diminui com o tempo de maturacio, ou
seja, a velocidade com que o material deformado volta a sua condicio original,
apos ser retirada a forga deformante, diminui. Foi verificada uma diferenca
significativa entre os tratamentos (p<0,01), tendo os valores para os queijos
prato produzidos com leite recém-ordenhado, com leite inoculado com alta
contagem de bactérias psicrotréfica e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas variado entre 0,92 a 0,55, 0,61 a 0,55 e 0,59 a 0,31,
respectivamente (Gréficos 13 e 14).

A diminuicdo da elasticidade dos queijos pode ser explicada pela
diminuicdo da firmeza, a qual, segundo Jong (1976), tem correlacdo alta com a
quantidade de og;-caseina intacta, uma vez que os peptideos liberados pela
hidrélise da caseina sdo soldveis na dgua e ndo podem contribuir para a matriz

proteica. Lawrence, Creamer e Gilles (1987) afirmam que a clivagem de cada
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ligacdo peptidica gera dois novos grupos idnicos, que competirdo pela dgua
disponivel no sistema. Assim, a 4gua disponivel para a solvatacao das cadeias de
proteinas da liga aos novos grupos idnicos, tornando o queijo mais firme, menos
deformével e menos el4sticos.

Assim, os queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado
apresentou menores indices de protedlise e, consequentemente, mais firme e
menos eldstico que os demais tratamentos, ocorrendo uma influéncia indireta da
contagem de bactérias psicrotréficas e do armazenamento do leite na firmeza e

na elasticidade dos queijos.
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Grifico 13 Elasticidade, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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Griéfico 14 Elasticidade, durante a maturacio dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas

A coesividade € a propor¢do pela qual um queijo pode ser deformado
antes da ruptura. Segundo Augusto (2003) e Ramos (2013), este parametro
diminuiu significativamente durante o tempo de maturacdo. Creamer e Olson
(1982) observaram que os queijos mais velhos apresentam menor coesividade e
tendem a ser mais fraturdveis, parte em consequéncia da perda da elasticidade
natural e parte resulta da protedlise ocorrida nos queijos.

Este fato foi confirmado no presente estudo. Ocorreu diminuicdo da
coesividade dos queijos prato durante a maturagdo, tendo os que apresentaram
menor coesividade (Gréficos 15 e 16) apresentado também menor elasticidade
(Gréficos 13 e 14) e maiores indices de protedlise (Grificos 5, 6,7 e 8).

Foi verificado que houve diferenca significativa (p<0,01) entre a
coesividade dos queijos prato, a qual variou de 0,74 a 0,68, para os queijos prato

produzidos com leite recém-ordenhado; 0,61 a 0,53, para os queijos inoculados
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com alta contagem de bactérias psicrotréficas e 0,64 a 0,59, para os queijos

inoculados com baixa contagem de bactérias psicrotréficas (Graficos 15 e 16).
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Grifico 15 Coesividade, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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Grifico 16 Coesividade, durante a maturagdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas

Segundo Augusto (2003), a gomosidade € relacionada a quantidade de
energia necessdria para desintegrar um alimento semissélido até a ponto de ser
engolido. Verificou-se que esse parametro diminuiu com o tempo de maturagdo
dos queijos prato (Graficos 17 e 18), tendo a gomosidade dos queijos produzidos
com leite recém-ordenhado e com leite inoculado com alta e baixa contagem
variado de 1.191,40 a 540,17, de 1.140 a 548,44 e de 1.149,54 a 547,64,
respectivamente.

Essa diferenca neste parametro de textura pode ser devido a diferenca
dos valores de firmeza encontrados, uma vez que queijos mais firmes tendem a

ter maior gomosidade (AUGUSTO, 2003).
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Grifico 17 Gomosidade, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
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Grifico 18 Gomosidade, durante a maturacio dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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3.3.5 Cor

Cor € uma propriedade de aparéncia atribuida a distribuicdo espectral da
luz. A primeira impressdo que se tem de um alimento é, geralmente, visual, e a
maior parte da nossa tendéncia em aceitd-lo depende da sua cor. A cor exerce
grande influéncia na decisdo de compra do consumidor, além de estar
relacionada com a sua qualidade e com o uso de corantes (RAMOS, 2013).
Verificou-se que, no transcorrer da maturacdo de 60 dias dos queijos prato,
houve uma variagdo nos valores de L*, a* e b*.

Os valores de L*, o qual, em uma escala de O (preto) a 100 (branco),
indica a luminosidade, variaram de 73,82 a 73,36, para os queijos prato
produzidos com leite recém-ordenhado; de 77,79 a 72,24, para os queijos
produzidos com leite armazenado e inoculado com alta contagem de bactérias
psicrotréficas e de 77,7 a 74,02, para os produzidos com leite armazenado e
inoculado com baixa contagem de bactérias psicrotréficas (Graficos 19 e 20).
Verificou-se que houve diferenca significativa (p<0,05) entre o parametro de cor
L* dos queijos prato em todos os tempos de maturacao.

Ap6s 60 dias de maturacdo, os queijos tornaram-se mais escuros, como
foi verificado por Ramos (2013) que observou que os queijos prato, no inicio da
maturacdo, de forma geral, se apresentavam esbranquigcados e, no transcorrer do
periodo de maturacdo, foram ficando mais amarelos e com a coloracdo mais
homogénea.

Os queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado apresentaram-
se, de forma geral, mais escuros que os demais tratamentos € com menor
variacdo da cor. Este fato pode ser explicado pela menor umidade do queijo
prato produzido com leite recém-ordenhado, conferindo ao mesmo uma
coloracdo mais escura. J4 os queijos produzidos com leite inoculado com

bactérias psicrotroficas apresentaram maior variacdo da luminosidade durante a
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maturacio, devido, principalmente, a maiores alteragdes nas suas caracteristicas

durante o0 mesmo periodo.
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Gréfico 19 Valores de L*, durante a matura¢do dos queijos prato produzidos

com leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem
de bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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Gréfico 20 Valores de L*, durante a maturagdo dos queijos prato produzidos
com leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas

O valor de a* positivo, que representa a intensidade da cor vermelha,
variou significativamente (p<0,05) entre as amostras, exceto no periodo de 30
dias de maturagdo, no qual ndo foi verificada diferenca significativa (p>0,05).
Os valores médios de a* para os queijos prato produzidos com leite recém-
ordenhado, inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas e
armazenados em diferentes tempos e temperaturas variaram de 7,4 a 7,7, de 7,09
a 7,77 e de 7,08 a 7,86, respectivamente (Gréficos 21 e 22).

No inicio do periodo de maturagdo, o queijo produzido com leite recém-
ordenhado apresentou maior intensidade de cor vermelha em relacdo aos outros
tratamentos e, apds 60 dias de maturacdo, os valores de a* apresentaram-se
préoximos. Ocorreu um aumento da intensidade da cor vermelha em todos os

queijos prato durante a maturacao.
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Graéfico 21 Valores de a*, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenado em diferentes tempos e
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Graéfico 22 Valores de a*, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos com
leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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As amostras apresentaram o valor de b* positivo, que representa a
intensidade de cor amarela, a qual € caracteristica do queijo prato (OLIVEIRA,
1986; PERRY, 2004).

Foi verificada diferenga significativa (p<0,05) entre dos valores de b*,
tanto dos queijos prato produzidos com leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas, quanto dos queijos produzidos com baixa contagem de
bactérias psicrotrdficas, em todos os tempos de maturagdo.

Os queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado, com leite
inoculado com alta e baixa contagem de bactérias psicrotréficas e armazenado
em diferentes tempos e temperaturas, apresentaram valores de b* de 24,28 a
26,12, de 16,13 a 17,21 e de 17,6 a 26,63, respectivamente, durante os 60 dias de
maturagio (Gréficos 23 e 24). Foi verificada diferenga significativa (p<0,05)
entre os tratamentos em relagdo ao parimetro b* e que os queijos produzidos
com leite recém-ordenhado apresentaram-se mais amarelos que os demais
tratamentos nos primeiros dias de maturacao.

Ocorreu um aumento da intensidade da coloracdo amarela dos queijos,
estando, assim, de acordo com Garcia (2007), Ginzinger et al. (1999) e Ramos
(2013). Os mesmo autores afirmam que o indice de “amarelamento” dos queijos,
correlacionado ao valor de b*, aumenta com o tempo.

A cor do queijo é fungdo do teor de gordura e do corante adicionado
durante a fabricacdo. Como a quantidade de corante adicionada foi igual em
todos os tratamentos, a menor umidade pode ter contribuido para acentuar a cor
amarela dos queijos.

As caracteristicas iniciais dos queijos prato e as suas transformacdes
durante a maturacdo influenciaram a sua cor, tendo apresentado diferencas em

relacdo aos valores de L*, a* e b*, antes e ap6s o periodo de maturacao.
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Graéfico 23 Valores de b*, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos
com leite recém-ordenhado e leite inoculado com baixa contagem
de bactérias psicrotréficas e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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Grifico 24 Valores de b*, durante a maturacdo dos queijos prato produzidos
com leite recém-ordenhado e leite inoculado com alta contagem de
bactérias psicrotréficas, e armazenados em diferentes tempos e
temperaturas
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4 CONCLUSAO

Com o armazenamento do leite sob refrigeracdo e com a inoculacio de
bactérias psicrotréficas, ocorrem alteragdes nas caracteristicas do queijo prato
durante a maturacdo, diferente das alteragdes ocorridas nos queijos produzidos
com leite recém-ordenhado.

Essas alteracdes sdo devido a qualidade do leite ap6s armazenamento,
principalmente pela a¢do enzimdtica e pela baixa temperatura, resultando em
queijos mais imidos, com menor teor de proteina e gordura. Os mesmos queijos,
durante a maturagdo, apresentar a maiores indices proteoliticos devido a
umidade dos mesmos, ao maior teor de 4cidos graxos livres pela acdo das
enzimas lipoliticas, ao aumento do pH devido a protedlise e a alteragcdo na cor.
Essas alteragdes podem influenciar de forma negativa a aceitagdo dos queijos
prato pelo consumidor, uma vez que se obtiveram queijos com caracteristicas
diferentes das dos queijos prato produzidos com leite recém-ordenhado.
Portanto, faz-se necessdrio verificar a aceitacdo desses queijos para constatar
como 0 armazenamento e a contagem de bactérias psicrotréficas do leite podem

influenciar.
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