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RESUMO

SILVA, Paulo Henrique Fonseca da. Leite UHT: fatores determinantes para
sedimentagio e gelificagiio. Lavras: UFLA, 2003. 147p. (Tese - Doutorado em
Ciéncia dos Alimentos).*

Este trabalho teve como objetivo verificar quais sdo os fatores
determinantes para a sedimentagdo e a gelificagdo em leite UHT. Foram
avaliadas amostras provenientes de seis processamentos de leite UHT desnatado,
em cada uma de trés fabricas localizadas nos estados de Sao Paulo, Rio Grande
do Sul e Goias. Trés processamentos ocorreram na estagdo seca e trés na estagio
chuvosa, em cada fabrica, no periodo entre julho de 2001 e janeiro de 2002. As
analises laboratoriais foram conduzidas nas amostras de leite cru, leite desnatado
pasteurizado e no leite UHT com 10, 30, 60 e 120 dias de estocagem a 20-25°C.
Foi comprovado que os teores de cilcio, fosforo e citrato variam
significativamente entre os estados. O maior teor de calcio e a maior relagdo
calcio/fosforo reduziram a estabilidade do leite cru ao etanol, enquanto os teores
de f6sforo e uréia aumentaram a mesma. A estabilidade do leite UHT ao etanol
apresentou aumento inicial, seguido de um decréscimo progressivo, resultando
em menor resisténcia alcodlica no final da estocagem. Com a sedimentagao,
observou-se diminuigdo nos teores de extrato seco desengordurado, proteinas,
nitrogénio, calcio e fésforo no leite UHT e aumento nos teores de nitrogénio,
calcio e fosforo nos sedimentos. O pH do leite UHT decresceu ao longo da
estocagem. A determinagio de acidez ndo foi util para acompanhamento da
qualidade do leite UHT. Em casos em que ocorreu recirculagéo do leite durante
o processamento UHT, detectou-se alta desnaturagdo protéica e aceleragéo do
escurecimento nio-enzimético, que resultaram em taxas de sedimentagdo muito
elevadas. Observou-se elevagdo na viscosidade do leite UHT durante a
estocagem, revelando tendéncia & gelificagdio. O ponto de congelamento ndo
mostrou comportamento uniforme no leite UHT. Com o desnate do leite, houve
consideravel redugio na contagem de células somaticas. Deste trabalho pode-se
concluir que houve gradual elevagdo na taxa de sedimentagdo nas amostras de
leite UHT ao longo da validade, com diferengas significativas entre os estados

*Comité Orientador: Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Orientador), Maria de
Fatima Piccolo Barcelos — UFLA, José Renaldi Feitosa Brito — EMBRAPA,
Marco Antdnio Moreira Furtado — UFJF, Fermando Anténio Resplande
Magalhdes — EPAMIG.



e as estagdes. Concluiu-se que os fatores determinantes para a formacdo de
sedimentos, com correlagdo positiva foram a desnaturagdo de soroproteinas € a
contagem de células somaticas no leite cru e os fatores com correlagdo negativa
foram os teores de citrato no leite cru e no leite UHT e o teor de uréia no leite
cru. Concluiu-se também que os fatores determinantes para a gelificagdo, com
correlagdo positiva, foram a contagem de microrganismos psicrotréficos e a
contagem de células sométicas, ambas no leite cru.

TERMOS PARA INDEXAGAOQ: leite UHT, sedimentagdo, gelificacio,

desnaturagdo, estabilidade ao etanol, citrato, calcio, fésforo, microorganismos
psicrotroficos, contagem de células somaticas.
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ABSTRACT

SILVA, Paulo Henrique Fonseca da. Factors affecting sedimentation and
gelation in UHT milk. Lavras: UFLA, 2003. 147p. (Thesis - Doctorate in Food
Science)*

This work aimed to determine the main factors that contribute to the
occurrence of sedimentation and gelation defects in UHT skimmed milk. Six
productions in each one of three plants located at the states of Sdo Paulo, Rio
Grande do Sul and Goias — Brazil were evaluated. The experiment was carried
out from July 2001 to January 2002, being three processes in the drought season
and three in the wet one. Analyses were conducted in samples of raw,
pasteurized and UHT skim milk at 10, 30, 60 e 120 days of storage at 20-25 °C.
It was observed that calcium, phosphorus and citrate contents had significant
variation among states. Ethanol stability of raw milk decreased by increase in
both calcium and calcium/phosphorus ratio, whereas stability increased with
increased phosphorus and urea contents. The ethanol stability of UHT milk
presented higher values initially, followed by a steady decreasing, resulting in a
lower alcoholic resistance at the final storage period. As sedimentation occurred
it was observed decreasing in solids-non-fat, total protein, nitrogen, calcium and
phosphorus in the UHT milk phase and an increase in nitrogen, calcium and
phosphorus contents in the sediments. The pH values of UHT milk constantly
decreased along the storage period. Acidity determination was not useful for
quality evaluation of UHT milk. In those situations in which recirculation
occurred during UHT processing, it was detected higher proteic denaturation and
accelerated non-enzymatic browning; those milks presented very high
sedimentation rates. It was observed an elevation in viscosity of UHT milk
during storage period, with trend to gelation. Freezing point did not follow a
uniform trend in UHT milk. A remarkable reduction in somatic cell count was
observed when milk was centrifuged. For gelation, the factors with positive
correlation were psycrotrophic bacteria and somatic cell count, both in raw milk.
It can be concluded from this work that there was a gradual elevation on
sediment rates in all samples of UHT milk along the shelf-life period and with

*Guidance Committee: Luiz Ronaldo de Abreu - UFLA (Major Professor),
Maria de Fatima Piccolo Barcelos — UFLA, José Renaldi Feitosa Brito —
EMBRAPA, Marco Anténio Moreira Furtado — UFJF, Fernando Antdnio
Resplande Magalhaes — EPAMIG.
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significant differences among states and seasons. It can also be concluded that
the determining factors for sediment build up, with positive correlation were:
denaturation rate of whey proteins and somatic cell counts in raw milk; and the
factors with negative correlation were: citrate content in both raw and UHT ant
the urea content in raw milk.

INDEX TERMS: UHT milk, sedimentation, gelation, denaturation, ethanol
stability, citrate, calcium, phosphorus, psycrotrophic bacteria, somatic cell count.
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1 INTRODUCAO

Leite UHT (“ultra hight temperature”) ou UAT (ultra-alta temperatura)
ou longa-vida, é definido como sendo o leite homogeneizado que foi submetido,
durante 2 a 4 segundos, a temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um
processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura
inferior a 32°C e envasado sob condigdes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas (Brasil, 1997).

O leite UHT foi introduzido no Brasil em 1972, porém, sua expansdo de
vendas ocorreu a partir de 1990. De acordo com a Associagdo Brasileira de Leite
Longa Vida (2003), a participago de mercado do produto, que era de 4,41% em
1990, alcangou 74% em 2002.

Entretanto, a qualidade da matéria-prima e os gargalos tecnoldgicos
relacionados & falta de estabilidade térmica tém dificultado a elevagdo da
qualidade dos produtos e o aumento da vida-de-prateleira.

Tomna-se imperioso diagnosticar, estudar € priorizar os fatores
intrinsecos e extrinsecos que exercem influéncia na resisténcia térmica do leite ¢
apresentar mecanismos e procedimentos que contribuam, de forma efetiva, para
seu melhor aproveitamento industrial, o desenvolvimento de produtos de maior

valor agregado e a satisfagio do mercado consumidor.

Este trabalho teve como objetivo geral estudar os fatores que
influenciam a estabilidade do leite ao calor, com impactos nos processamentos
tecnologicos e na qualidade do leite tratado termicamente, por meio do sistema
UHT, com posterior envase asséptico. Os objetivos especificos foram:

— modificar e/ou padronizar os métodos analiticos para mensuragdo dos

indicadores de estabilidade térmica do leite;

— estudar os processamentos em fabricas de leite UHT em Goias, Sdo



Paulo e Rio Grande do Sul, para estudo dos processamentos
tecnoldgicos empregados e conhecer 0s aspectos relacionados com a
qualidade do leite cru que afetam a sedimentagdo e a gelificag@o do leite
UHT, em dois periodos representativos das estagdes seca e chuvosa; e

— estudar e priorizar os principais fatores que afetam a sedimentagéo e a
gelificagdo do leite e avaliar as alteragGes nestes fatores durante a

estocagem do leite UHT.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Processamento do leite por UHT e aspectos mercadolégicos

Segundo Tetra Pak (1996), UHT € uma técnica para a preservagio de
alimentos liquidos por meio da sua exposigéo ao calor intenso por um rapido
periodo de tempo, destruindo os microrganismos do produto. Isto s6 se aplica se
o produto permanecer em condigdes assépticas, sendo necessario evitar a
recontaminagdo por meio do envase asséptico, apos o tratamento térmico, em
materiais de embalagem previamente esterilizados. Qualquer armazenagem do
produto entre o tratamento térmico € o envase asséptico deve ocorrer sob
condi¢des também assépticas.

Ha dois tipos principais de sistemas UHT no mercado. No sistema
direto, o produto entra em contato direto com o meio de aquecimento, seguido
de um resfriamento instantineo em cimara de vécuo e, eventualmente, o
resfriamento adicional indireto até atingir a temperatura de envase. O sistema
direto ¢ dividido em sistema de injegdo de vapor (vapor injetado no produto) e
sistema de infusdo de vapor (o produto é introduzido numa cdmara de vapor).
No sistema indireto, o calor é transferido de um meio de aquecimento para o
produto por meio de uma parede diviséria. O sistema indireto pode ser baseado
em trocadores de calor a placas, tubulares ou com superficie raspada. Além
disso, é possivel combinar os trocadores de calor no processo indireto, de acordo

com as exigéncias do produto e do processo (Tetra Pak, 1996).

Na Tabela 1 é demonstrado o consumo de leite fluido e a participagdo do
leite UHT no mercado brasileiro, de 1990 a 2002 e a Figura 1 ilustra 0 aumento
no consumo de leite UHT em relagéo ao leite pasteurizado, no periodo entre
1995 € 2002.



TABELA 1 Consumo brasileiro de leite fluido, em milhdes de litros, de 1990 a
2002

Ano Total de leite fluido  Leite longa vida

1990 4.241 187
1991 3.951 204
1992 3.693 355
1993 3.162 456
1994 3.615 730
1995 4.200 1.050
1996 4.535 1.700
1997 4.720 2.450
1998 5.080 3.100
1999 5.125 3.425
2000 5.230 3.600
2001 5.390 3.950
2002 5.700 4.220

Fonte: Associagdo Brasileira de Leite Longa Vida (2003)
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T T T T T T
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FIGURA 1 Percentual do mercado brasileiro de leite fluido de 1995 a 2002
Fonte: Rios (2003)



2.2 Efeitos do aquecimento sobre os constituintes do leite

O leite é submetido a tratamentos térmicos visando resguardar aspectos
de saude publica (patogenos potenciais) e de conservagdo (microorganismos
deteriorantes € enzimas), ocasionando, entretanto, alteragdes quimicas
reversiveis e outras irreversiveis que afetam o produto final.

As reagdes quimicas que ocorrem durante o tratamento térmico do leite
sio dependentes da temperatura e o valor Qyo €xpressa o aumento na velocidade
das reagGes quando a temperatura é elevada em 10°C (Tabela 2). Quando a
temperatura é elevada em 10°C, muitas reagdes quimicas se aceleram até trés
vezes; por outro lado, a velocidade de desnaturagdo de uma proteina globular
pode aumentar 100 vezes ou mais. Por isso, o estudo do binémio tempo e
temperatura é muito importante para a defini¢do do o tratamento térmico, a fim
de que o mesmo modifique o minimo as caracteristicas fisico-quimicas e
nutricionais do leite e, a0 mesmo tempo, seja suficiente para destrui¢do dos
microorganismos potencialmente capazes de causar danos a saude e para

garantir a inativagdo de enzimas (Ferreira et al., 1994).

TABELA 2 Valores de Qo para algumas reagdes que podem ocorrer durante o

tratamento térmico do leite

Reagio Energia de ativagdo (kJ mol”)  Qoa 100°C
Desfosforilagdo da caseina 110-120 2,6-2,8
Coagulagdo térmica do leite 150 3,7
Desnaturagdo das proteinas 200-600 6,0-175,0
Destruigéo dos esporos 250-330 9,0-17,0
Reag¢do de Maillard 100-180 2,4-5,0

Fonte: Walstra e Jenness (1984)



Segundo Walstra & Jenness (1984), as principais mudangas ocorridas
com o aquecimento do leite sdo:
1) perda de gases, inclusive o diéxido de carbono. Isto ocorre com qualquer
aumento da temperatura, mas depende, em grande parte, da pressdo exercida no
leite durante o aquecimento. A perda de oxigénio, nitrogénio e grande parte do
diéxido de carbono é reversivel, mas, na pratica, ndo ocorre assim, dado que o
leite € muitas vezes mantido em grandes recipientes com espagos com ar;
2) deslocamento de parte do calcio e do fosfato solivel para a fase coloidal.
Essas mudangas afetam o tamanho e as propriedades das micelas de caseina;
3) inativagio de enzimas a temperaturas superiores a 50°C;
4) diminuigio da solubilidade da maioria das proteinas do soro como
conseqiiéncia da desnaturagdo térmica, o que, em grande parte, esta relacionado
com sua compacta estrutura tridimensional. Isto é observado a temperaturas
superiores a 60°C, com efeitos que diferem em raziio das sensibilidades
especificas das soroproteinas ao calor;
5) formagdo de grupos sulfidrilicos acessiveis e também pequenas quantidades
de écido sulfidrico, a temperaturas maiores que 60°C;
6) desnaturag@o da B-lactoglobulina (B-Lg) a 80°C e formagédo do complexo a-
lactoglobulina/k-caseina, o qual ¢é estabilizado a 90°C;
7) modificagdes da superficie micelar a 100°C, que irdo comprometer a
estabilidade térmica do leite; por isso, recomenda-se que o pré-aquecimento para
produtos UHT ndo deve ultrapassar 90°C;
8) decomposigdo da lactose formando acidos orgénicos, principalmente 4cidos
férmico e latico. Esta reagdo é observada a temperaturas acima de 100°C;
9) comego da agregagdo das micelas de caseina acima de 110°C e a estabilidade
térmica do leite dependera do pH; e
10) diminuigdo da estabilidade durante a estocagem apos tratamento térmico

acima de 140°C, devido a atividade de proteases termorresistentes e formagéo



incompleta dos complexos estabilizadores.

2.3 Estabilidade térmica do leite

2.3.1 Aspectos gerais

Por conceito, a estabilidade térmica do leite (ETL) € o tempo necessario
para originar coagulagio visivel a uma dada temperatura e um dado pH,
correspondendo a capacidade do leite em resistir 4 coagulagdo pelo calor,
visando sua aptiddo para o processamento.

A ETL exerce grande influéncia sobre o leite submetido a diferentes
tratamentos térmicos. O importante para a ciéncia e tecnologia do leite ¢
determinar quais reagdes influenciam a velocidade de coagulagdo térmica. E
possivel que alguma reagdo converta em instaveis as micelas e depois elas se
agreguem tdo logo se encontrem, independente de condigdes, como a
temperatura. Neste caso, a velocidade da reagdo quimica poderia ser
determinante. Talvez as micelas de caseina tenham de se aproximar muito antes
que ocorra entre elas alguma reagdo cruzada. Neste caso, a energia de interago
das micelas e os aspectos coloidais poderiam ser os fatores determinantes. As
principais variaveis que influenciam a ETL sdo: tempo e temperatura, pH,
equilibrio salino, teor natural de uréia, estabilidade das micelas de caseina,
periodo de lactagdo, alimentagdo deficiente do gado e mastite. Por essa
complexidade, a discussdo da estabilidade térmica para processamento ¢ dificil
e, eventualmente, enganosa (Silva & Almeida, 1998).

Fox & Hoynes (1975) mostraram que a habilidade do leite bovino em
resistir a temperaturas relativamente altas de processamento ¢ uma importante

caracteristica do ponto de vista tecnologico.

2.3.2 Tratamento térmico

A ETL a ser requerida como indicador de qualidade da matéria-prima



dependera da severidade do tratamento térmico a ser empregado no

processamento, como:

a)

b)

d)

e)

termizagdo: 65°C/poucos segundos. A principal finalidade ¢ a destruigio
da maioria das bactérias psicotroficas dado que algumas produzem
lipases e proteases termorresistentes;

pasteurizagdo lenta: 63°C/30minutos . E um tratamento térmico de tal
intensidade que inativa a fosfatase alcalina. Destréi todos os
microorganismos potencialmente patogénicos e a maioria das formas
vegetativas;

pasteurizagdo HTST: 75°C/15s. E definida como o tratamento térmico
capaz de inativar a fosfatase alcalina mas ndo a lactoperoxidase. Destr6i
todas as formas microbianas vegetativas, mas ndo as esporuladas.
Algumas soroproteinas tém sua solubilidade diminuida e d4o origem ao
sabor de cozido;

esterilizagdo:  110-120°C/10 a 15Sminutos. Destréi todos os
microorganismos, inclusive esporos. Ocorrem grandes mudangas
quimicas; a cor e o sabor sio afetados e diminui o valor nutritivo,
particularmente devido a perda de vitaminas;

fervura: A fervura doméstica do leite ocorre, usualmente, a 102-104°C;
UHT: a ultra-pasteurizagio pelo sistema UHT pode se dar com
aquecimento direto ou indireto. O sistema direto pode ser por infusdo ou
injecdo de vapor, enquanto que o indireto pode ser tubular, de placas ou
de superficie raspada. O tratamento térmico é feito, geralmente, a
135°C/4s. A formagdo de S-(hidroximetil)-2-furaldeido ou HMF, como
indicador de reagGes de escurecimento, é menor em leite UHT do_que
em leite esterilizado autoclavado.

A estimativa da estabilidade térmica do leite por meio do teste do alcool

ou do alizarol ¢ um procedimento muito empregado para a verificagio da



aptidzo do leite para tratamento térmico, pois, praticamente todos os fatores que
afetam a estabilidade térmica afetam também a estabilidade frente ao etanol

(Silva & Almeida, 1998).

2.3.3pH

O abaixamento do pH do leite ocorre por acidificagdo,.concentragao ou
adigio de sais solitveis, ocasionando a solybilizagdo, particularmente, de fosfato
de calcio e a diminuigdo da estabilidade térmica do leite. O aquecimento do leite
a 120°C por 10 minutos provoca um abaixamento no pH do leite em 0,09
unidades (Rose, 1961).

As alteragdes na acidez titulavel do leite em razéo do tratamento térmico
variam de acordo com o tempo e com a temperatura empregados. Sdo efeitos
decorrentes do aquecimento:

a) liberagdo de dioxido de carbono dissolvido, levando & redugdo na
acidez;

b) insolubilizagio do fosfato de calcio, com conseqiiente elevagdo da
acidez;

c) degradagdo térmica da lactose que ocorre a temperaturas acima de

100°C, com conseqiiente elevagio da acidez; e

d) desnaturagio de soroproteinas, expondo grupos com caréter acido, com
conseqiiente elevagdo da acidez.

A concentragio ocasiona elevagdo da acidez titulavel, em razdo da

insolubilizagdo do fosfato de célcio, segundo a reagéo abaixo:

3Ca*? + 2HPO,? < Cas (POy), +2H'

A temperatura alta, o pH serd muito menor, fundamentalmente em

conseqiiéncia da maior dissociagio da dgua, da precipitagdo de fosfato tricalcico
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e da produg@o de acido.

A acidez total desenvolvida se deve, principalmente, a decomposigédo da
lactose, que corresponde a 50% da acidez, a desfosforilagdo da caseina, que

contribui com 30% e a insolubilizagio dos fosfatos, com 20%.

A estabilidade térmica do leite varia em fungdo do pH. Para se comparar
a estabilidade ao calor de distintos lotes de leite, deve-se determina-la aos seus

varios valores de pH, incluindo o de méaxima estabilidade.

A velocidade de alteragdo do pH depende também do pH inicial e da
disponibilidade de oxigénio (necessario para a formagdo de &cido a partir da
lactose). A velocidade da producdo de acido durante o aquecimento € o fator
mais importante da coagulagdo pelo calor, pois o pH de coagulagdo ¢ sempre
baixo.

A energia de ativagio da coagula¢@o térmica, aparentemente, ¢ igual 4
de produgdo de 4cido. Se durante o aquecimento o pH original ¢ mantido por
meio da adigdo de alcali, evita-se a coagulagio, inclusive depois de varias horas
de tratamento térmico. A estabilidade coloidal das micelas de caseina é um
importante fator, pois, mesmo com decréscimo do pH e elevagdo da atividade de
Ca*?, a estabilidade térmica do leite pode ser preservada, até certo ponto
(Wasltra & Jenness, 1984).

2.3.4 Equilibrio salino

A estabilidade térmica do leite pode diminuir devido a uma alta da
atividade do célcio, uma baixa atividade de fosfatos e citratos e sucessivos
tratamentos térmicos. Pode ocorrer positividade no teste do alcool ou do alizarol,

sem o leite estar acido, como resultado de desequilibrio salino.

Rose (1961) estudou a estabilidade térmica do leite e encontrou

correlagdo desta com as relagdes célcio idnico/fosforo inorganico solavel, calcio
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solivel/fosforo inorganico solivel e calcio solivel mais magnésio
solitvel/fésforo inorganico soliivel mais citrato solivel.

. Fox & Hoynes (1975) concluiram que o papel do fosfato de calcio
coloidal nas micelas de caseina parece ser, essencialmente, 0 de um agente de
integragdo o qual serve para unir as subunidades micelares € também os
componentes caseinicos dentro das subunidades.

Rose (1962) mostrou que uma extensiva dissolugdo de fosfato de calcio
coloidal pode romper a estrutura micelar da caseina nativa.

Morrissey (1969) concluiu que a minima estabilidade térmica era
observada em conseqiiéncia de uma deposigdo, provocada pelo calor, de fosfato
de calcio sobre o complexo formado por caseinato ¢ B-lactoglobulina,
sensibilizando o complexo a precipitar-se na presenga de ions célcio.

Com a formagio de mais fosfato de calcio coloidal, eleva-se a
concentragio de H;O" na fase aquosa, diminuindo o pH e fazendo com que se
tenha a positividade no teste do alcool. Com o aquecimento do leite, ocorre o
deslocamento do calcio solivel para a fase coloidal, com precipitagdo do fosfato

tricalcico, pela pouca solubilidade a altas temperaturas (Tabela 3).

TABELA 3 Distribuigio dos fosfatos no leite, a temperatura ambiente

Forma de ocorréncia dos fosfatos Distribui¢io (%)
Fosfato coloidal inorganico 38
Sais inorgénicos soliveis 33
Fosfato coloidal organico 20
Esteres orginicos 7
Lipides 2

Fonte: Fox (1991)
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O contetdo de fosfato de calcio ¢ a atividade do Ca®* exercem pequena
interferéncia sobre a [B-lactoglobulina quando esta se encontra na sua forma
nativa. Ja a B-lactoglobulina desnaturada pelo calor ¢ muito sensivel aos ions
Ca”, particularmente se estes estdo presentes durante o aquecimento. A
atividade do ion Ca”" do leite ndo ¢ suficiente para converter esta proteina em
insoluvel. Porém, quando a B-lactoglobulina se encontra desnaturada e se une as
micelas de caseina, a atividade de Ca® se torna muito importante para a ETL
(Fox, 1991).

Outras soroproteinas, depois do aquecimento, sdo sensiveis aos ions
Ca?*, como, por exemplo, a a-lactoalbumina, que exerce efeito similar ao da -
lactoglobulina, podendo unir-se ao fosfato de célcio durante o aquecimento.

Quando ocorre desequilibrio salino como, por exemplo, aumento da
concentragio de fons Ca®, para que seja restaurado o equilibrio, ocorre
~ deslocamento dos ions Ca®* da fase soliivel para a fase coloidal, afetando a
estabilidade térmica do leite.

A maior parte do citrato ocorre na fase soluvel, enquanto o fosfato ¢ o
calcio se encontram, praticamente, nas mesmas propor¢oes na fase solivel e
coloidal (Tabela 4).

TABELA 4 Concentragio e distribuigdo de alguns sais no leite

Constituinte Concentragdo (mg/L)  Solivel (%)  Coloidal (%)

Cloreto 1200 100 0
Fosfato 750 43 57
Citrato 1750 94 6
Calcio 1200 34 66

Fonte: Fox (1991)
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Pode-se realizar um teste de balanceamento salino, seguindo-se o
esquema abaixo (Silva & Almeida, 1998):
- preparar uma série de tubos de ensaio;
- adicionar 10 mL de leite;
- acrescentar Na,PO, 1% e acetato de calcio 1%;
- acrescentar 2 mL de leite e 2 mL de alcool 76°GL;
- transferir para a placa de Petri com fundo escuro; e
- verificar tubo sem coagulagdo.
Dessa forma, podera ser observado o comportamento da amostra quanto

a um desequilibrio por excesso de célcio ou de fosfatos.

2.3.5 Teor de uréia

A variagdo na composigdo protéica do leite € pequena para exercer um
efeito considerdvel na estabilidade térmica do leite. O teor natural de uréia € o
componente mais importante. Segundo Shalabi & Fox (1982), a uréia estabiliza
o leite ao calor somente na presenca de um composto carbonilado, como um
agucar redutor. Compostos carbonilados de baixa massa molar podem aumentar
a estabilidade na auséncia de uréia enquanto moléculas maiores como hexoses e
dissacarideos redutores néo tém esta propriedade.

Wolfschoon-Pombo & Lima (1983) analisaram 185 amostras de leite de
mistura na regido de Juiz de Fora, MG e encontraram o valor médio de 28,9
mg/100mL com coeficiente de variagdo de 25%.

O tempo de coagulagio térmica pode ser estimado pela férmula abaixo
(Walstra & Jenness, 1984), permitindo estimar que o tempo de coagulagio do
leite com 0,25g uréia’/kg é de 14minutos a 140°C e do leite com 0,5g uréia’kg é

de 26minutos na mesma temperatura.

Tempo de coagulagdo térmica = 0,45 x (uréia) + 3,04
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sendo:
— tempo de coagulagdo térmica: minutos a 140°C

— (uréia): concentragdo em mg/100 mL

2.3.6 Estabilidade das micelas de caseina

As caseinas sdo um grupo de fosfoproteinas especificas do leite que
apresentam baixa solubilidade em pH 4,6. Sdo constituidas de micelas com 40 a
300 nm de didmetro. As micelas sio formadas por submicelas, grosseiramente
esféricas, contendo agregados de varias moléculas de caseina, com a seguinte
relagdo: [og: ot (B + 7): x = 4: 1: 4: 1,3], mantidas unidas por interagGes
hidrofébicas e pontes salinas. Fosfato de calcio amorfo liga as submicelas entre
si, com participagiio de ésteres fosfatos. Dessa forma, quase todas as regides nas
moléculas de caseina tém mobilidade restrita. A porgéio carboxi-terminal da x-
caseina esta, predominantemente, presente como filamentos flexiveis, orientados
para o meio externo. Nem todas as micelas possuem x-caseina.

A «x-caseina (x-CN) possui regides de grande hidrofilia, em sua
molécula, orientando-se para o exterior, enquanto as demais se orientam para o
interior. Assim, a k-CN ocupa uma posi¢io de destaque, atuando como
estabilizadora da micela, gragas a sua solubilidade ao Ca®, independente da
temperatura. E glicosilada, possuindo acido N-acetil-neuraminico, acido
glutdmico e 4cido piroglutimico.

A estabilidade do complexo micelar caseinico ¢ dada pelos fatores:

— repulsdo espacial causada pelos filamentos de x-caseina; e
— superficie: repulsdo entre os grupos carboxila (cargas negativas),
glicopeptideos hidréfilos e camada de solvatagdo (hidratag@o).

O aumento do tamanho médio, a diminui¢do do volume e aumento do
contettdo de fosfato de célcio da micela também reduzem a estabilidade térmica

do leite. A temperaturas altas, a quantidade de fosfato de calcio que passa a estar
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associado a micela aumenta.

Segundo Sweetsur & White (1974), ¢ possivel que a coagulag@o térmica
no leite ocorra em dois estagios. O primeiro estagio é causado pela adsorgdo de
fosfato de calcio sobre as micelas maiores € menos termoestaveis, envolvendo,
aproximadamente, 50% da proteina. Esta proporgdo permanece constante,
mesmo quando a concentragio iénica no soro € aumentada em 50%. No segundo
estagio, as micelas menores e mais termoestaveis podem agregar-se € presume-
se que o fosfato de célcio também seja adsorvido sobre estas micelas menores,
porém, com menor efeito em sua estabilidade.

Dentre as proteinas do leite, as soroproteinas so as mais termoléabeis € a
ordem de instabilidade térmica é: imunoglobulinas > BSA > B-lactoglobulina >
oa-lactoalbumina (Wolfschoon & Lima, 1982).

O comportamento térmico das proteinas do soro ¢ governado,
principalmente, pelas propriedades da B-lactoglobulina que, por sua vez, séo
afetadas pelo pH do meio, lactose, cloreto de sddio, ions célcio e outros.

Segundo Enright et al. (1999), o tratamento UHT no leite resulta na

associago da B-lactoglobulina desnaturada com as micelas de caseina.

Particularmente, a B-lactoglobulina e a BSA comandam a agregagdo de
proteinas por meio da troca tiol-dissulfeto e reagdes de oxidagao-redugio
durante o tratamento térmico.

As temperaturas as quais o leite ¢ submetido durante o processamento
conduzem a mudangas fisico-quimicas nas diferentes fragdes protéicas e,
correspondentemente, na distribuigdo de nitrogénio nas mesmas (Tabela 5).
Nesta Tabela, a somatéria das porcentagens ultrapassa os 100%, devido aos
parametros N-soroproteinas, N-B-lactoglobulina e nitrogénio-ndo-protéico serem
parte do N-ndo-caseinico, porém, estdo expressados como porcentagens do N-
total. Com o aumento da temperatura, ha aumento do N-caseinico e diminuigdo

do N-ndo caseinico (N-soroproteinas e N-B-lactoglobulina).
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TABELA 5 Distribuigdo do nitrogénio nos leites cru, pasteurizado e fervido

Fragdo Nitrogenada Distribui¢do das fragdes nitrogenadas (%)
Cru Pasteurizado Fervido

N-total 100,0 100,0 100,0

N-caseinico 78,3+0,5 80,1+0,] 90,5+ 1,9
Nitrogénio-nédo-caseinico 21,7+40,5 19,90+0,6 95+1,9
N-soroproteina 16,2+0,9 14,3 +0,9 39+1,8
N-B-lactoglobulina 84+13 6,9+ 1,2 0,2+0,2
Nitrogénio-ndo-protéico 55+0,7 5,6 +0,6 5,6 +0,6

Fonte: Wolfschoon-Pombo et al. (1982)

O aumento da porcentagem de N-caseinico de acordo com o aumento da
temperatura ndo significa que o teor verdadeiro de caseina nesses leites aumente.
Trata-se de um aumento aparente devido a formagdo de complexos entre as

proteinas do soro € a caseina.

A x-caseina, em especial, tem a capacidade de reagir com o grupamento

sulfidrila das proteinas do soro desnaturadas, possivelmente da forma abaixo
(Fox, 1991):

[x-CN]-SH + HS-[B-lactoglobulina] + O, — [x-CN]- § - S -[B-lactoglobulina} + H,0O
[x-CN]-SH + SS=[a-La] -» [x-CN}-S - S -[a-La]-SH

Estes complexos séo co-precipitados com a caseina na determinagéo do
N-ndo-caseinico, resultando em maior teor de N-caseinico nos leites

pasteurizado e fervido.

A o-lactoalbumina né&o possui grupos SH e sim quatro grupos S-S/mol.
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Para que a a-lactoalbumina se ligue & k-caseina, primeiro deve ocorrer a
quebra do grupo S-S pelo oxigénio. Além de ser mais termorresistente, seu
grupo funcional apresenta maior dificuldade para se ligar a x-caseina, por isso €
pouco relevante para a estabilidade térmica do leite.

A diminui¢io aparente no teor de soroproteina é resultado das
caracteristicas quimicas e da estrutura globular dessas proteinas. Elas se
encontram molecularmente dissolvidas e susceptiveis & desnaturagdo térmica
(Fox, 1991).

A desnaturagio das proteinas do soro afeta a conformagdo
tridimensional e propriedades funcionais das mesmas. Assim, € de esperar-se um
comportamento ligeiramente diferente da soroproteina do leite fervido, se
comparado com o pasteurizado, por exemplo, no relativo a capacidade de
absorver agua, de gelificar, emulsificar, na viscosidade e outros.

O grau de desnaturagiio térmica das soroproteinas varia em fun¢do da
intensidade do tratamento térmico aplicado ao leite no processamento de
diferentes derivados (Tabela 6). Dessa forma, a desnaturagdo deve ser conduzida

de forma a beneficiar as propriedades importantes para cada derivado.

TABELA 6 Desnaturagéo das soroproteinas

Tratamento térmico Desnaturagdo das soroproteinas (%)
Leite pasteurizado 11
UHT direto 50
Fervido 75
UHT indireto 90
Esterilizado 100

Fonte: Compilado de Wolfschoon-Pombo et al. (1982)

17



2.3.7 Periodo de lactagiio

No inicio € no final de lactagdo ocorre aumento na concentra¢do de
proteinas no leite, o que implicarda numa maior formagdo de complexo PB-
lactoglobulina/k-caseina. As concentragdes de calcio e fosforo também se

apresentardo aumentadas, podendo gerar desequilibrio salino.

2.3.8 Alimentagcio

Devido a homeostase (capacidade do organismo de manter uma
composigdo constante de liquido e substancias no organismo apesar de grandes
diferengas nutritivas), a nutrigéio exerce um efeito comparativamente pequeno na
maioria dos componentes do leite que afetam a estabilidade térmica do leite
(Walstra & Jenness, 1984).

Os minerais contidos na ragio nio afetam de modo consideravel a
composigdo salina do leite. A deficiéncia de calcio e fosfato na ragdo interfere na
produgdo do leite, mas ndo altera as suas concentragdes. A vaca retira esses
minerais da reserva Gssea para compensar a deficiéncia de ingestdo. Ao
contréario, uma suplementagéo exagerada de célcio e fosfato na ragdo podera ndo
aumentar a concentragio destes minerais no leite.

A alimentagio pobre em forrageiras pode diminuir o teor de citrato, que
¢ formado no ciclo de Krebs nas mitocdndrias. Isto ocasiona um desequilibrio

salino, diminuindo a estabilidade térmica do leite.

2.3.9 Mastite

Em leites provenientes de animais com mastite, ocorre aumento da rota
paracelular de secregdo de constituintes do sangue no leite. Como conseqiiéncia,
tem-se aumento de fragdes do soro do sangue e desequilibrio salino. Ocorre
eleva¢do no pH e diminuigdo da estabilidade das proteinas nativas do leite. Tais

fatores contribuem para a redugdo da estabilidade térmica do leite (Walstra &
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Jenness, 1984).

2.4 Atividade proteolitica
2.4.1 Proteases naturais do leite

No leite de vaca tém sido detectados, aproximadamente, 50 tipos de
atividades enzimaticas. As principais enzimas sdo: xantina-oxidase,
lactoperoxidase, catalase, lipase, fosfatase alcalina, lisozima e plasmina. O
tratamento térmico influi na atividade destas enzimas, como no caso da fosfatase
alcalina, que é inativada pela pasteurizagdo. Entretanto, a fosfatase alcalina ¢ a
plasmina podem apresentar um certo grau de reativagdo posterior ao tratamento
térmico (Walstra & Jenness, 1984). Outras enzimas endogenas do leite sdo mais
sensiveis ao calor, a exemplo da o-L-fucosidase, da fosfohexoseisomerase, da
fosfodiesterase a da a-manosidase, das quais nenhuma atividade foi detectada
em 21 amostras de leite UHT (Zehetner et al., 1996).

Existem varios tipos de proteases presentes no leite bovino, sendo
algumas originadas do desenvolvimento de microrganismos e outras derivadas
do sangue do animal. A concentragdo destas enzimas é dependente da raga do
animal, da alimentagdo, do estagio de lactagdo e de doengas como a mastite. As
principais proteases sdo plasmina, plasminogénio, ativadores de plasminogénio,
trombina, catepsina D, proteases acidas do leite, aminopeptidases. e proteases '
derivadas de leuccitos (células somaticas). Ha proteases que sdo secretadas na
forma de um precursor inativo. Sob condigdes fisiologicas, estes precursores sdo
convertidos nas formas ativas por autélise (auto-ativagéo) ou por uma limitada
protedlise por outra protease. Por exemplo, a plasmina ¢ a forma ativa que ¢
produzida a partir do zimégeno denominado plasminogénio. A conversdo do
plasminogénio em plasmina ocorre pela agdo especifica de ativadores do
plasminogénio, os quais sdo também proteases. O resultado da ativagdo da

plasmina € a quebra de cadeias de algumas proteinas lacteas, especialmente a
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caseina (Alslam & Huley, 1996).

As concentragdes de plasmina, plasminogénio e ativadores de
plasminogénio no leite sdo baixas no inicio da lactagdo. A atividade da plasmina
¢ elevada em leites de animais com muitas lactagdes € com a ocorréncia de
mastite que, pelo alto nimero de células somaticas, contribui para aumentar a
agdo dos ativadores de plasminogénio (Alslam & Huley, 1996).

O plasminogénio é mais facilmente convertido em plasmina a
temperatura do corpo do animal do que a temperatura de refrigeragdo do leite. A
pasteurizag@o a 72°C por 15 segundos reduz a atividade da plasmina somente em
10 a 17%. A estocagem do leite pasteurizado leva ao aumento da atividade da
plasmina devido a inativagdo dos inibidores dos ativadores de plasminogénio.
Para uma completa inibi¢do da plasmina durante a estocagem, € necessério
aquecer o leite a 142°C por 18 segundos ou 120°C por 15 minutos (Alslam &
Huley, 1996).

Kelly & Foley (1997) encontraram uma pequena atividade residual de
plasmina em leite de alta e baixa contagem de células sométicas submetidas ao
processamento UHT indireto a 138°C por 2,4 segundos e subseqiientemente

estocados a 20°C.

2.4.2 Proteases produzidas por psicrotroéficos

Segundo Law et al. (1977), a estocagem de leite cru por prolongados
periodos antes do processamento aumenta a probabilidade do crescimento de
bactérias psicrotréficas com produgdo de enzimas termoresistentes capazes de
causar deterioragio de produtos lacteos. Os autores concluiram que
Pseudomonas fluorescens AR11 crescem em leite refrigerado e produzem uma
protease que ¢é resistente ao tratamento UHT e que provoca a gelificagdo em um
periodo de tempo dependente da extensdo do crescimento do microrganismo
antes do tratamento térmico. Amostras de leite foram inoculadas com a bactéria

¢ o crescimento foi mantido até contagens de 5x107 e 8x10° ufc/mL, antes do
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tratamento UHT e a gelificagiio ocorreu em 10 a 14 dias e em 8 a 10 semanas,
respectivamente, a 20°C. A protease causou extensiva quebra da x-caseina em
para-k-caseina de uma forma similar aquela associada com a agdo da quimosina.
A P-caseina foi também quebrada rapidamente, enquanto a o-caseina foi
degradada lentamente.

Sorhaug & Stepaniak (1997) também reportaram que a estocagem do
leite a frio suprime o desenvolvimento de bactérias produtoras de acido, mas
seleciona microrganismos psicrotroficos produtores de proteases. Estas afetam,
predominantemente, a x-caseina, enquanto a B-caseina e a a-s-caseina sdo
menos susceptiveis (Alslam & Huley, 1996). A pasteurizagéo € outros
tratamentos subsegilentes destroem ou removem estes microrganismos, mas
proteinases e lipases exocelulares termorresistentes produzidas por eles
representam um importante fator de deterioragdo do leite durante a estocagem.

Picard et al. (1996) estudaram a atividade enzimatica residual de uma
cultura pura de Pseudomonas fluorescens sobre a k-caseina e seu efeito em leite
UHT, demonstrando haver uma proteélise de, aproximadamente, 25% daquela

proteina, apos estocagens de dois dias a 37°C ou 14 dias a 20°C.

2.5 Alteracgdes em leite UHT durante a estocagem

A estabilidade das proteinas do leite UHT ao etanol, aos ions calcioe a
quimosina decrescem com o0 tempo de estocagem. Samuel et al. (1971)
concluiram que estas proteinas experimentam diversas alteragGes com o tempo,
as quais levam a coagulacio do leite. Dentre estas alteragdes incluem-se a
protedlise € uma progressiva perda de estabilidade que favorece a agregagdo das
micelas de caseina.

A decomposigio das moléculas de proteinas durante a estocagem pode
explicar as alteragGes que ocorrem na estabilidade do leite UHT. Modificagdes

na distribuigio do nitrogénio no leite UHT estocado sugerem que a
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decomposigdo das proteinas precede e pode ser a causa da gelificagdo (Samuel et
al., 1971).

Law et al. (1977) concluiram que a gelificagdo de leite UHT ¢ um fator

que contribui para a limitagéo da vida de prateleira deste produto.

Corradini & Pecis (1979) examinaram a atividade proteolitica em leite
UHT adicionado de uma proteinase e concluiram que houve influéncia na
formagio de gel durante a estocagem do leite UHT.

Lopez-Fandifio et al. (1993) compararam a protedlise durante a
estocagem de leites UHT integral e desnatado. Segundo os autores, houve maior
degradagdo proteolitica e maior aumento das atividades de proteinases nativas e
bacterianas no leite UHT desnatado do que no leite UHT integral.

Auldist et al. (1996) estudaram os efeitos de altas contagens de células
sométicas e do estagio de lactagdo sobre a qualidade do leite UHT. Sob
estocagem a 20°C, leite de inicio de lactagdo gelificou antes do leite de final de
lactagdo. Dentro de cada periodo de lactagéo, leite com alta contagem de células
somdticas tendem a gelificar primeiro. Poucas diferengas nas propriedades
sensoriais foram observadas no leite UHT. Ficou aparente que a ocorréncia de
gelificagdo ndo pode ser atribuida somente a protedlise, mas outros fatores,
como a composigdo € as reagdes entre os constituintes do leite, podem causar
efeitos relevantes.

Os teores de acido sidlico em leites pasteurizado € UHT foram medidos e
comparados por Zalazar et al. (1996). O teor de 4cido sialico do leite UHT foi
50% a 215% maior do que no leite pasteurizado. Uma amostra de leite UHT foi
mantida por 17 meses apds o final da validade, quando entéo apresentou um teor
de 4cido sialico aproximadamente trés vezes maior do que no leite UHT fresco.
Os autores sugeriram que plasmina residual e as proteases de bactérias
psicrotroficas lentamente degradam a x-caseina no leite UHT, liberando

glicomacropeptideo, que contém 4cido sidlico, o que, com o tempo, resulta na
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gelificag@o.

Kelly & Foley (1997) observaram que o inicio da gelificagdo esta
associado 4 pequena agdo proteolitica em leite submetido ao processamento
UHT indireto a 138°C por 2,4 segundos e subseqiientemente estocado a 20°C.

Segundo Garcia-Risco et al. (1999), a alta atividade proteolitica contra a
x-caseina pode ser responsavel pela hidrolise da k-caseina liberada no soro,
podendo também aumentar a liberagéo dos complexos entre B-lactoglobulina e
k-caseina, por meio da protedlise da k-caseina micelar.

Enright et al. (1999) demonstraram que o leite cru ¢ instavel e apresenta
extensiva protedlise durante a estocagem, com evidéncia de atividade
proteolitica derivada de enzimas que ndo a plasmina. Os autores também
sugerem que a atividade da plasmina tem a maior influéncia na protedlise que
ocorre durante a estocagem de leite UHT.

Cauvin et al. (1999) indicaram que a plasmina ¢ quase completamente
inativada pelo processamento UHT, enquanto o plasminogénio mostra boa
estabilidade ao calor. A atividade derivada do plasminogénio foi descrita pelos
autores como uma protedlise da caseina com significativo decréscimo durante os
dois primeiros meses de estocagem. A hidrdlise da caseina foi confirmada pelo
aumento no nivel de proteose-peptona no leite UHT. Nao foi observado efeito da
temperatura de estocagem (4°C e ambiente) sobre a protedlise.

Segundo Lopez-Fandino & Olano (1999), enzimas termoestaveis
residuais ou reativadas podem causar sérios defeitos de estocagem ¢ as
atividades lipolitica e proteolitica e o grau de degradagdo de proteinas e lipides
sdo parmetros Uteis na estimativa da vida-de-prateleira do leite UHT.

Silva (2001), avaliando 30 amostras de leite UHT durante trés meses,
notou que houve o surgimento e um aumento gradual de fragdes de caseina, as

identificadas por meio de eletroforese, sugerindo ocorreu atividade proteolitica.
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3 MATERIAL E METODOS

Para execugdo do projeto foi necessaria a padronizagido de metodologias
analiticas, o que foi levado a efeito nos meses de abril a junho de 2001. Os
processamentos € as analises laboratoriais foram executadas no periodo

compreendido entre julho de 2001 e maio de 2002.

3.1 Padronizacio de metodologias analiticas
3.1.1 Determinacio do teor de citrato

Os trabalhos de padronizagdo da metodologia para andlise de citrato
foram conduzidos no Laboratério de Pesquisas Fisico-Quimicas da
EPAMIG/CT/Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz de Fora, MG. Como
referencial, consultou-se o procedimento de Marrier & Boulet, citado por White
& Davies (1963).

Para a determinagfio do teor de citrato no leite, expresso como 4cido
citrico, foi padronizado o método espectrofotométrico empregando piridina
acética, com construgdo de curva padrio lida a 428 nm.

A construgdo da curva padrdo para citrato seguiu as etapas abaixo:

— pesar 0,1913 g de citrato de sddio di-hidratado (Na;CsHs0,.2H,0);
— dissolver com agua destilada e fazer transferéncias quantitativas para um

baldo volumétrico de 200 mL;

— completar o volume do baldo com dgua destilada;
— preparar uma série de seis tubos de ensaio de 25 mL com tampa de rosca

de acordo com a Tabela 7,
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TABELA 7 Esquema de preparagdo dos tubos para curva padréo de citrato

Tubo Citratode Agua Acido Volume  Citrato,
sodio (mL) destilada tricloroacético total (mL) como acido
(mL) 24 % m/v citrico

(mL) (mg/ml)

1 0 12,5 12,5 25 0,000

2 2 10,5 12,5 25 0,050

3 3 9,5 12,5 25 0,075

4 4 8,5 12,5 25 0,100

5 5 7,5 12,5 25 0,125

6 6 6,5 12,5 25 0,150

- transferir, para um tubo de ensaio com tampa de rosca, de
aproximadamente 15 x 1,5 cm, 1 mL de cada solugdo, com auxilio de
pipeta volumétrica;

- levar cada tubo de ensaio para uma capela de exaustdo e acrescentar 1,3
mL de piridina P.A., com auxilio de dispositivo de sucgéo ou pipetador
automatico;

- agitar, cuidadosamente, com movimentos circulares no tubo;

- acrescentar 5,7 mL de anidrido acético P.A., com auxilio de dispositivo -
de sucgdo ou pipetador automético;

- agitar, cuidadosamente, com movimentos circulares no tubo;

- Jevar o tubo ao banho-maria 32°C por 30 minutos, retirar e secar o tubo;

- fazer a leitura da absorvincia para cada solugdo a 428 nm, em
temperatura ambiente ndo inferior a 20°C e dentro de 30 minutos apds a
retirada do banho-maria;

- ‘elaborar a curva padrio (Figura 2).
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FIGURA 2 Curva padrio para citrato, expresso como écido citrico

O método de analise foi padronizado como descrito abaixo:
- transferir, para um baldo volumétrico de 100 mL:
— 5 mL da amostra, com auxilio de pipeta volumétrica e
— 45 mL de agua destilada;
- completar o volume do baldo com solugéo de acido tricloroacético a 24%
m/v;
- tampar e inverter o baldo trés vezes;
- deixar em repouso por 30 minutos;
- filtrar através de papel-filtro Whatman 40;
- repetir os procedimentos acima, empregando agua destilada em lugar da
amostra, para a prova em branco;
- transferir, para um tubo de ensaio com tampa de rosca, de
aproximadamente 15 x 1,5 cm, 1 mL do filtrado, com auxilio de pipeta

volumétrica;
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- levar o tubo de ensaio para uma capela de exaustéo e acrescentar 1,3 mL
de piridina P.A., com auxilio de dispositivo de sucgdo ou pipetador
automatico;

- agitar, cuidadosamente, com movimentos circulares no tubo;

- acrescentar 5,7 mL de anidrido acético P.A., com auxilio de dispositivo
de sucgdo ou pipetador automatico;

- agitar, cuidadosamente, com movimentos circulares no tubo;

- levar o tubo ao banho-maria a 32°C por 30 minutos;

- retirar e secar o tubo;

- fazer a leitura da absorvéncia para o filtrado da amostra ¢ da prova em
branco, a 428 nm, em temperatura ambiente nio inferior a 20°C e dentro
de 30 minutos apos a retirada do banho-maria;

- converter a absorvincia para concentragdo de citrato expresso como
acido citrico, empregando a equagio de regressdo linear da curva

padrdo.

3.1.2 Avaliacio da estabilidade do leite ao etanol

Usualmente conhecido como “prova do élcool” ou “teste do alcool”, o
" método para avaliagiio da estabilidade do leite ao etanol foi padronizado no
Laboratério de Pesquisas Fisico-Quimicas da EPAMIG/CT/Instituto de
Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, MG. Como referenciais, foram
consultados o trabatho de White & Davies (1958) e a Norma Internacional FIL-
IDF 48:1969 (International Dairy Federation, 1969).

Inicialmente, foi padronizado o preparo das solugSes de etanol de
concentragbes  seqiienciais, expressas em percentual volume/volume,
empregando alcoometro de Gay-Lussac.

As solugdes foram preparadas a partir de etanol P.A., de forma a garantir
a temperatura de 20°C e o pH de 6,8, na faixa de concentragdo de 68% a 88%

(v/v), com intervalos de 2%(v/v).
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O método de analise foi padronizado como descrito abaixo:

- pipetar, para uma placa de Petri, preferencialmente de fundo escuro, 5
mL da amostra a 20-25°C, com auxilio de pipeta graduada;

- acrescentar 5 mL de uma das solugGes de etanol de concentragio
padronizada (68°GL a 88°GL), a 20-25°C;

- misturar, realizando movimentos circulares na placa de Petri;

- observar a ocorréncia de grumos ao inclinar-se a placa de Petri. Caso a
placa de Petri seja de fundo transparente, observar contra uma superficie
escura;

- caso ndo haja ocorréncia de grumos, repetir a técnica empregando
solugdo de etanol de maior concentrag@o até que ocorra a coagulagio;

- expressar o resultado como a concentrag@o de solu¢do de etanol (em %

v/v ou °GL) em que primeiro ocorreu formagio de grumos.

3.1.3 Determinacfio da massa de sedimentos
Os trabalhos de padronizagio da metodologia para quantificar os
sedimentos no leite UHT foram conduzidos no Laboratério de Pesquisas Fisico-
Quimicas da EPAMIG/CT/Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora,
MG. Como referencial, consultou-se o procedimento de Ramsey & Swartzel
(1984), citado por Neira (1986).
O método de andlise foi padronizado como descrito abaixo:
— abrir completamente a embalagem do leite UHT pela parte superior, com
auxilio de tesoura;
-~ escoar todo o leite, cuidadosamente;
— cortar a embalagem, com auxilio de tesoura, de modo a obter uma altura
final de, aproximadamente, 4 cm, a partir da base;
— inverter a embalagem e manter em posigdo vertical por 10 minutos, a fim

de permitir que o leite escoe das paredes internas e do fundo;
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— cortar a embalagem pelas arestas e abrir completamente, de forma que a
mesma fique plana;

— se necessario, lavar a embalagem, cuidadosamente, empregando pequeno
volume de agua com auxilio de pisseta, removendo algum eventual
residuo de leite nas paredes, sem retirar o sedimento do fundo da
embalagem;

— manter a embalagem, com a face interna voltada para cima, a
temperatura ambiente por 48 horas;

— pesar a embalagem e anotar o valor;

— remover, cuidadosa e completamente, o sedimento seco, com auxilio de
espatula de ponta fina;

— se absolutamente necessario, lavar a embalagem, cuidadosamente,
empregando pequeno volume de gua com auxilio de pisseta;

— escoar a 4gua, caso tenha sido empregada e deixar secar a temperatura
ambiente, pelo tempo necessario;

— pesar a embalagem e anotar o valor;

— obter a massa de sedimentos pela diferenga entre as duas pesagens.

3.2 Visitas técnicas e processamentos

Foram conduzidas visitas técnicas em trés fabricas de laticinios, situadas
nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Goias, em dois periodos
representativos das estagdes seca e chuvosa em cada estado. Trés
processamentos de leite UHT desnatado foram realizados, em cada fabrica e em
cada estagdo, totalizando seis processamentos por fabrica. O cronograma de

visitas técnicas é apresentado na Tabela 8.
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TABELA 8 Cronograma de visitas técnicas as fébricas de laticinios

Estado Estacdo Datas das visitas técnicas
Sao Paulo Seca 01 a 07/jul/2001
Rio Grande do Sul Chuva 22 a 28/jul/2001
Goias Seca 12 a 17/ago/2001
Goias Chuva 17 a 21/dez/2001
Sao Paulo Chuva 07 a 11/jan/2002
Rio Grande do Sul Seca 21 a 25/jan/2002

Os processamentos de leite UHT desnatado seguiram as etapas gerais

apresentadas na Tabela 9.

TABELA 9 Etapas gerais do processamento do leite UHT

Etapa Especificacio
Recepgio do leite cru 42a6°C
Resfriamento 2a4°C
Estocagem 2a4°C/2a4h
Tratamento térmico inicial 75a80°C/16a20s
Desnate Teor de gordura 0,1 % (m/v)
Adigdo de citrato de sédio 0,03 a 0,06% (m/v)
Estocagem do leite pasteurizado 3a4°C/2aSh
Pré-aquecimento em trocador tubular 85a290°C/45s
Tratamento térmico UHT direto 150°C/4s
Resfriamento em cimara de vacuo 85a 90°C
Homogeneizagdo asséptica - um estagio  Pressdo 11a 15MPa(110a 115

bar)

Resfriamento em trocador tubular 20a25°C

Envase - méaquinas Tetra Brik Aseptic 8 Embalagens Tetra Brik Aseptic 1 L
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3.3 Amostragem

Em cada processamento, foram coletadas uma amostra no silo de leite
cru, uma amostra no silo de leite desnatado pasteurizado e quatro amostras apos
envase do leite UHT, com volume de um litro cada amostra.

As amostras de leite cru e pasteurizado desnatado foram divididas em
duas partes, sendo a primeira destinada a anélises imediatas e a segunda
transferida para um frasco contendo conservante 2-bromo-2-nitropropano-1,3-
diol (Bronopol). O volume de amostra e o0 emprego de conservante atenderam as
recomendagdes da International Dairy Federation (1985). As porgdes amostrais
contendo conservante foram mantidas em refrigeragéo e transportadas para o
Laboratério de Pesquisas Fisico-Quimicas da EPAMIG/CT/Instituto de
Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, MG.

As amostras de leite UHT foram acondicionadas em caixa de papeldo,
revestidas com pelicula plastica e transportadas para o Laboratério de Pesquisas
Fisico-Quimicas da EPAMIG/CT/Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz de
Fora — MG, no qual foram mantidas a temperatura de 20°C a 25°C até 120 dias

ap0s processamento.

3.4 Anilises realizadas

Para execugio das analises, foram utilizados os laboratérios das fébricas
de laticinios, o Laboratério de Pesquisas Fisico-Quimicas da
EPAMIG/CT/Instituto de Laticinios Candido Tostes, o Laboratério de Analise
de Alimentos da Embrapa/Gado de Leite e o Laboratorio de Qualidade do Leite
da Embrapa/Gado de Leite, localizados em Juiz de Fora, MG.

As analises foram conduzidas nas amostras de leite cru, leite desnatado
pasteurizado e no leite UHT com 10, 30, 60 e 120 dias de estocagem (Tabela
10).
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TABELA 10 Relag#o das andlises realizadas por tipo de amostra e por laboratério

Leite

Andlises v Pastewrisado UHT 10 UHT30 UHT60 UHT 120

dias dias dias dias
Teor de gordura x® x® x® x® x® x®
Teor de proteinas x® x® x® x® x® xM
Teor de lactose x® x® x® x® x® x®
Teor de extrato seco total x® xM xM x® x® x®
Teor de extrato seco desengordurado xM xM XM xM XM xM
Teor de célcio x®@ x® x® x® x® X®
Teor de fésforo x® Xx® X@ x? X@ X@
Teor de nitrogénio X @ X® X® X® X® X @
Teor de uréia x® x® x® x® x® x®
Teor de citrato x® x® x®
pH X (O] x® X 3) x® X 3 X (3)
Acidez x®@ X @ x® x® x® Xx®
Ponto de congelamento x® X @ x® x® x® x®

«...continua...”

e - .
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TABELA 10, Cont.”,

Leite

Anélises Cra Pastourivada UI‘-iI.'l' 10 UAT30 UHT60 UHT 120
ias dias dias dias

Estabilidade ao etanol X®  x@ x® X ® X ® X®

Desnaturagfo de soroproteinas (%) X®

Valor de HMF total X®

Valor de HMF livre X ®

Viscosidade X® X ® X® X®

Massa de sedimentos X® x® x® x®

Contagem de células somiticas x®  x® x® x® x® xM

Contagem de microrganismos mesofilicos X ¢

Contagem de microrganismos psicrotréficos X ¢

(1) Anélise realizada no Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa/Gado de Leite.

(2) Anélise realizada no Laboratério de Anélise de Alimentos da Embrapa/Gado de Leite.

(3) Andlise realizada no Laboratério de Pesquisas Fisico-Quimicas da EPAMIG/CT/Instituto de Laticinios

Candido Tostes.

(4) Anilise realizada nos laboratérios das fébricas de laticinios.
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3.5 Métodos analiticos empregados
Os métodos abaixo foram empregados para as analises laboratoriais:

— gordura, proteina bruta, extrato seco total e lactose (International Dairy
Federation 141B:1996), empregando analise automatica por
espectrofotometria infravermelho;

— extrato seco desengordurado, por diferenga algébrica entre os teores de
extrato seco total e gordura;

— teor de calcio (Moraes & Rabelo, 1986; Salinas & Garcia, 1985 e
Bataglia et al., 1983), empregando digestdo nitro-perclorica e
determinagdo por espectrofotometria de absor¢do atomica;

- teor de fosforo (Moraes & Rabelo, 1986, Salinas & Garcia, 1985 ¢
Bataglia et al., 1983), sendo a separagio de fases soluvel e coloidal feita
por meio de precipitagio alcodlica € salina, seguida de digestdo
nitroperclérica e determinag&o por espectrofotometria visivel;

— teor de nitrogénio (Association of Official Analitical Chemists, 1997 -
Method 991.20), empregando método micro-Kjeldahl;

— teor de uréia (Biodiagnostica, 2001), empregando método enzimatico
colorimétrico;

— teor de citrato (conforme item 3.1.1, baseado em White & Davies, 1963),

| empregando método espectrofotométrico com piridina acética;

— pH (Pereira et al., 2000), empregando método potenciométrico;

— acidez (Association of Official Analitical Chemists, 1997 - Method
925.22), empregando método titrimétrico com solugdo alcalina;

-~ ponto de congelamento (International Dairy Federation 108A:1986),
empregando crioscopio eletronico;

— estabilidade ao etanol (conforme item 3.1.2, baseado em White &
Davies, 1958), empregando solugdes de etanol de concentragio

padronizada;
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— desnaturagiio de soroproteinas (Harland & Ashworth, 1947), cmpregando
precipitagdo salina;

— determinagio de HMF livre ¢ total (Keeney & Bassette, 1959),
empregando método espectrofotométrico com écido tiobarbiturico:

— viscosidade (Pereira et al., 2000), empregando viscosimetro rotatorio;

— sedimentos (conforme item 3.1.3, baseado em Ramsey & Swartzel,
1984, citados por Neira, 1986), empregando método gravimétrico;

— contagem de células somaticas (International Dairy Federation
148A:1995), empregando analise automatica pelo método fluoro-optico-
eletronico;

- contagem de microrganismos aerdbios estritos ¢ facultativos viaveis
mesofilicos (International Dairy Federation 100A:1987), empregando a
técnica de contagem de colénias a 30°C;

~ contagem de microrganismos aerdbios estritos € facultativos viaveis
psicrotroficos (International Dairy Federation 132A:1991), empregando

a técnica de contagem rapida de coldnias, 25 horas a 21°C.

3.6 Visio geral da metodologia

Um resumo esquematico da metodologia ¢ ilustrado na Figura 3.
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3.7 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram analisados por meio do coeficiente de
correlagio ¢ da regressdo, a fim de concluir sobre a definigdo dos fatores
determinantes para a selegdo do leite para processamento UHT e das alteragdes
do leite UHT durante a estocagem. Também foram conduzidas anélises de
varidncia a fim de testar as diferencas nas variaveis estudadas entre os estados e
as estagdes. Empregou-se o programa de andlise estatistica NTIA (EMBRAPA,
1996).

Para a analise de regressdo foram aceitos os modelos que apresentaram
nivel de significancia igual ou menor que 5% para modelo e para coeficientes
linear e quadratico, quando for o caso.

Para a andlise de correlagiio, foram aceitos coeficientes com nivel de

significancia igual ou menor que 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo da estabilidade térmica deve contemplar constituintes e
propriedades fisico-quimicas que determinam o comportamento do leite durante
os tratamentos térmicos. Para ser considerado apto ao processamento UHT, o
leite deve reunir uma composigio balanceada em proteinas e sais, ter bons
indicadores de obtengdo e conservagio higiénico-sanitérias, além de apresentar
boa resisténcia intrinseca ao calor.

Em adigdo ao estudo da estabilidade térmica, é necessério o
entendimento das alteragdes experimentadas pelo leite UHT ao longo da
estocagem e suas implicagdes na qualidade e na vida de prateleira do produto.

Neste trabalho, os resultados e a discussdo dos mesmos sfio apresentados
para cada indicador de qualidade, por estado e por estagdio. Sdo ressaltadas as
variagdes de composicdo do leite cru, as correlagdes entre propriedades e
constituintes do leite UHT e suas modificagdes durante a estocagem.

No estado de Goids, durante a estag@io seca, houve recirculagfo do leite
UHT durante o tratamento térmico, em duas repeti¢des. Isto provocou a
manutengdo do leite por um periodo prolongado de tempo a temperaturas
elevadas, ocasionando alteragdes durante a estocagem que ndo puderam ser
atribuidas aos efeitos de estado nem de esta¢o. Dessa forma, as duas repetigdes
citadas passaram a ser estudadas em separado (Item 4.20, Estudo de caso).

Nestes resultados e discussdo, ndo foram aplicadas analises de regressao
e correlag@o na estagfo seca do estado de Goias, em razio de haver somente uma

repetigdo restante.

4.1 Sedimentos

A ocorréncia de sedimentos durante a estocagem é considerada como um
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dos maiores problemas apontados pelas indistrias que processam leite UHT. O
fenomeno de sedimentagdo, usualmente, ¢ precedido pela deposigio de
complexos protéico-salinos nos trocadores de calor, gerando a necessidade de
interrupgdes com maior freqiiéncia nas linhas de produgdo para que se efetue a
limpeza dos equipamentos e tubulagges. No produto final, a sedimentag@o reduz
a vida de prateleira e pode ocasionar rejeigio do leite UHT pelo consumidor.

A analise de varidncia para massa de sedimentos mostrou efeitos
estatisticamente significativos para estado (P<0,034), para estagdo (P<0,034) e
para o tempo de estocagem (P<0,001). Tais resultados demonstram que o
fenomeno da sedimentag3o, embora com ampla ocorréncia, tem que ser avaliado
localmente pelas industrias de laticinios e varia com a mudanga das condigSes de
clima. O efeito do tempo de estocagem vem corroborar a importincia do
controle da sedimentagfio sobre o aumento da competitividade industrial, por
meio da busca da manutengsio da qualidade ao longo da vida de prateleira do
leite UHT.

A aplicagdo do teste de Tukey para comparaggo de médias entre estados

forneceu os resultados expressos na Tabela 10.

TABELA 10 Teor médio da massa de sedimentos (g/L) do leite UHT coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Massa de sedimentos do leite UHT (g/L)
Rio Grande do Sul 1,0275ab
Séo Paulo 1,0925 a
Goias 0,7744 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Depreende-se que a sedimentagio em Sdo Paulo superou Goias e que no
Rio Grande do Sul a sedimentag@o apresentou valores intermedidrios entre os
outros dois estados.

A magnitude do efeito de estagdo sobre os sedimentos manifestou-se
claramente (P<0,05), sendo a estagio chuvosa mais propensa a exibir o
problema, o que indica a importancia de agdes de controle e prevengdo ainda
mais rigorosas naquela estagdo. As médias foram 1,0533 g/L na chuva (n=36) e
0,9054 g/L na seca (n=28).

Com auxilio da analise de regress@o, foi possivel descrever a ocorréncia
da sedimentag@o ao longo da estocagem por estado e por estagao.

Nas Figuras 4, 5 e 6 sdo apresentados os resultados para massa de
sedimentos nas estagdes seca e chuvosa, para os estados do Rio Grande do Sul,

S#o Paulo e Goias, respectivamente.
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FIGURA 4 Evolugéo da massa de sedimentos durante a estocagem do leite UHT

do Rio Grande do Sul nas estagdes seca e chuvosa
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A sedimentagio pode ser entendida como um efeito da perda progressiva
de estabilidade protéica no leite submetido a tratamentos térmicos. Quando o
leite € aquecido, as particulas coloidais estiveis sdo desestabilizadas por
alteragdes que afetam as interagbes eletrostaticas e espaciais envolvidas na
manutencio da integridade das micelas, como o abaixamento no pH, a deposigio
de fosfato de célcio, a desfosforilagio das caseinas e as reagdes de polimerizagio
(Fox, 1991).

Com base no exposto nas Figuras 4, 5 e 6, pode-se perceber que a
sedimentagdo ocorreu durante a estocagem em todos os estados e em todas as
estagOes. As curvas e equagOes obtidas sdo uteis para o acompanhamento do
fendmeno e permitem estimar o comportamento conjunto da sedimentagio e da
passagem do tempo de estocagem.

Os resultados obtidos neste trabalho estao em concordéincia com aqueles
encontrados por Corradini (1967), citado por Blanc & Odet (1981), o qual
afirmou que quando mais prolongada for a estocagem do leite UHT, maior sera a
quantidade de sedimentos.

De forma similar, Neira (1986) concluiu niio ser constante a taxa de
sedimentagdo em diferentes amostras de leite UHT, mas que sempre se observa
aumento no transcurso do tempo.

Nas Tabelas 11 e 12 tém-se os coeficientes de correlagio de fatores

estudados com os sedimentos, por estado e por estagiio, respectivamente.
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TABELA 11 Coeficientes de correlagio para a massa de sedimentos no leite

UHT com 120 dias de estocagem, por estado

Variavel testada para correlagdo com a massa

Coeficiente de correlagdo

de sedimentos no leite UHT com 120 dias de

estocagem RS sp

Percentual de desnaturagio de soroproteinas ~ 0,9309 (**) 0,8242 (*)
Valor de HMF livre 0,9147 (**)  0,9812 (**)
Valor de HMF total 0,9709 (**)  0,9321 (*¥)
Teor de célcio no leite UHT com 120 dias -0,7923 (*)  -0,9568 (**)
Teor de fésforo no leite UHT com 120 dias -0,9886 (**)  -0,7944 (*)
Teor de citrato no leite UHT -0,8393 (*) -0,8037 (*)
Teor de uréia no leite cru -0,8159 (*) -

Teor de proteinas no leite UHT com 120 dias___-0,9252 (**) -0,9508 (*)

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
(**) estatisticamente significativo (P<0,01).

TABELA 12 Coeficientes de correlagdo para a massa de sedimentos no leite

UHT com 120 dias de estocagem, por estagédo

Varidvel testada para correlagdo com a massa
de sedimentos no leite UHT com 120 dias de

Coeficiente de correlagio

estocagem Seca Chuva

Teor de célcio no leite UHT com 120 dias de -0,7179 (*) -0,8985 (**)
estocagem

Teor de fésforo no leite UHT com 120 diasde  -0,7385 (*)  -0,8437 (**)
estocagem

Teor de citrato no leite cru -0,8504 (*) -

Teor de citrato no leite UHT -0,9485 (**) -
Contagem de células sométicas no leite cru 0,7643 (*) -

Teor de proteinas no leite UHT com 120 - -0,7946 (*)

diasde estocagem

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
(**) estatisticamente significativo (P<0,01).
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Ramsey & Swartzel, citados por Neira (1986), comprovaram que a
formagdo de sedimentos como conseqiiéncia do aumento da temperatura de
processamento, se deve a4 maior quantidade de proteinas desnaturadas e a
precipitagdo de sais minerais. Esta afirmagdo estd de acordo com os as
correlagdes aqui apresentadas entre a sedimentagio e o percentual de
desnaturagio de soroproteinas.

O efeito do processamento destaca-se neste contexto, em que se pode
inferir sobre perdas econémicas e de qualidade resultantes de procedimentos
inadequados de processamento, mesmo que se esteja trabalhando com leite de
boa qualidade intrinseca.

Um dos primeiros compostos formados na reagdo de Maillard é o
hidroximetilfurfural (HMF), cuja formagéo depende do tempo e da temperatura
de aquecimento (Blanc & Odet, 1981). Este fato pode explicar as altas
correlagdes obtidas entre os valores de HMF livre e total com a massa de
sedimentos no leite UHT.

As determinagdes analiticas de desnaturag@o de soroproteinas e de HMF
mostraram-se Uteis para a avaliagio da intensidade do tratamento térmico
aplicado e com possibilidade de extrapolagio para estimar a tendéncia a
sedimentag@o.

Os teores de calcio e fosforo no leite UHT com 120 dias
correlacionaram-se negativamente com a sedimentag8o, indicando que houve
deslocamento de minerais do leite para os sedimentos formados. Harwalkar
(1997) contribuiu para a explicagdo deste efeito, mostrando que vérias alteragdes
ocorrem na distribuigio de constituintes minerais durante a estocagem do leite
UHT. O autor ateston que, em caso de estocagem prolongada, ha precipitagdo de
fosfato de calcio, diminuindo a estabilidade das micelas de caseina.

A adigio de citrato para a produgdo de leite UHT ¢é usual no Brasil, a fim

de diminuir o teor de calcio disponivel para formacéo de pontes salinas entre os



complexos protéicos.

A correlagdo negativa encontrada entre a massa de sedimentos e o teor
de citrato no leite UHT esta de acordo com os trabalhos de Parry (1974) e
Hostettler (1981). Dessa forma, comprova-se que a adigdo de citrato contribui
para a redugdo da taxa de sedimentagdo. O teor natural de citrato teve sua
influéncia evidenciada na estagao seca. _

Conforme Walstra & Jenness (1984), o incremento no teor natural de
uréia aumenta a estabilidade térmica do leite, 0 que também foi observado neste
trabalho, visto que a massa de sedimentos foi menor em amostras do Rio Grande
do Sul, as quais apresentaram maior teor de uréia.

A correlagdo positiva encontrada entre a sedimentagéio e a contagem de
células somiticas na estagdo seca, pode ser explicada, em parte, pela
desestabilizagio das caseinas provocada pela agio de enzimas presentes nas
células somaticas, como a referida por Auldist et al. (1996). Deve-se também
Jevar em conta o desequilibrio protéico e salino caracteristicos do leite
proveniente de animais com mastite, que proporcionam maior instabilidade ao
aquecimento.

A medida que aumentou a sedimentago, o teor de proteinas no leite
UHT diminuiu progressivamente, o que sugere a deposi¢do de proteinas nos
sedimentos. Blanc & Odet (1981) reportaram um marcante aumento no conteido
de proteinas nos sedimentos em leite UHT em dois a cinco meses de estocagem,

o que confirma os resultados aqui obtidos.

4.2 Viscosidade

A perda da estabilidade em leite UHT durante a estocagem pode ser
manifestada pela separagio de gordura, sedimentagio ou gelificagdo. Nesta
ultima, observa-se alteragdio na viscosidade, com espessamento do produto,

podendo culminar na formagdo de gel, sem separagéo de soro, na maioria dos
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casos (Harwalkar, 1997).

A anélise de variancia para a viscosidade do leite UHT mostrou serem
significativos os efeitos de estagdo (P<0,037) ¢ de tempo de estocagem
(P<0,001), sendo este tltimo posteriormente analisado por meio da regressao.

O resultado da aplicagdo do teste de Tukey (P<0,05) para comparagio
de médias entre estagdes mostrou que a maior média referiu-se a estagio
chuvosa (1,83 mPa s, n=36), ficando a estagdo seca com média 1,79 mPa s
(n=28).

Como a tendéncia a gelificagdo pode ser influenciada pela atividade de
enzimas termorresistentes presentes, atribui-se a estagdo chuvosa a maior
probabilidade de favorecer a ocorréncia destas enzimas no leite, por esta estagio
ter apresentado maior contagem de microrganismos psicrotréficos (item 4.18.1).

Empregando-se a anilise de regressdo, pode-se acompanhar a evolugdo
da viscosidade ao longo da estocagem do leite UHT por estado e por estagéo.

Nas Figuras 7, 8 ¢ 9 sdo apresentados os resultados para viscosidade nas

estagcdes seca e chuvosa, para os estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo ¢

Goias, respectivamente.
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nas estagGes seca e chuvosa

As amostras dos trés estados nas duas estagOes, invariavelmente,
mostraram aumento na viscosidade ao longo da validade do leite UHT,
revelando a ocorréncia do processo de gelificagdo.

Embora as condigSes de processamento e¢ de estocagem sejam
reconhecidamente fatores que afetam a gelificagdo do leite UHT, o mecanismo
exato ainda ndo é completamente entendido (Harwalkar, 1997).

Um mecanismo possivel seria a degradagdo proteolitica da caseina,
tornando as micelas sensiveis a agregag@o. A agdo de enzimas de bactérias
psicrotroficas desempenha importante papel. Se ha plasmina ativa, pode-se
observar mais a dissolugdo do que a gelificagdo da caseina. Outro mecanismo
seria a formagdo de ligagbes quimicas cruzadas entre proteinas, mas seguindo
passos distintos da coagulagdo térmica (Walstra & Jenness, 1984).

Pande & Mathur (1992), citados por Silva (2001), sugeriram ainda que a
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gelificagio ¢ um evento de dois estagios, no qual a protedlise € seguida por
alteragdes fisico-quimicas ndo enzimaticas.

Bockelmann & Bockelmann (1998) consideraram que o fenémeno segue
duas etapas: primeiro floculagdo, seguida de gelificago. Os mesmos autores
citaram a decomposi¢do proteolitica da caseina como uma das alteragdes
implicadas.

A determinagdo de viscosidade empregada neste trabalho forneceu dados
que vém demonstrar como o espessamento do leite UHT pode ser analiticamente
acompanhado ao longo da estocagem, contribuindo para o controle € a

prevengiio da gelificagdo no produto.

A analise de correlagio foi realizada a partir da diferenga entre os
valores da viscosidade no final (120 dias) e no inicio (10 dias) da estocagem do

leite UHT, representando a evolugéo observada.

Foram significativos (P<0,05, n=6) os coeficientes de correlagdo entre o
aumento da viscosidade e a contagem de microrganismos psicrotréficos no leite

cru no Rio Grande do Sul e em Sio Paulo (0,8072 e 0,8367), respectivamente.

A anilise de correlagdo entre as estagdes mostrou que ha correlagéo
estatisticamente significativa (P<0,05, n=7) entre o aumento da viscosidade € a
contagem de microrganismos psicrotréficos no leite cru na estagdo chuvosa
(coeficiente igual a 0,8229). Na estagdo seca, a correlagdo foi obtida com

contagem de células sométicas no leite desnatado (coeficiente igual a 0,7318).

Os resultados apresentados comprovam a associagéo entre a contagem
de psicrotréficos no leite cru e a elevagio da viscosidade no leite UHT,
permitindo inferir-se que o desenvolvimento destes microrganismos ocasionou a
liberagdo de proteases que deram inicio ao processo de gelificagiio, que pbdde ser

observado pelo aumento na viscosidade do leite UHT.

Shew (1981) afirmou que os tipos de microrganismos presentes no leite
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cru tém influéncia na qualidade de produtos UHT. Este autor asseverou que
proteases extracelulares produzidas por psicrotroficos, ndo completamente
destruidas entre 140°C e 150°C, podem produzir protedlise, sabor amargo e

gelificagdo no leite UHT.

Gomes (1995), estudando a atividade proteolitica residual no leite UHT,
concluiu que a mesma aumentou durante o armazenamento a temperatura
ambiente, provavelmente em razio de uma intensificagdo da protedlise
decorrente da resisténcia térmica de enzimas.

Segundo Garcia-Risco et al. (1999), extensiva degradagdo proteolitica
das fragdes micelares foi observada em leite UHT durante a estocagem a
25+2°C. Alta proporgdo de soroproteinas desnaturadas ndo associadas a
superficie das micelas de caseina foi encontrada em amostras de leite UHT
desnatado em comparagdo com amostras de leite UHT integral, o que pode
promover menor resisténcia a gelificagéo.

Com base nos resultados obtidos, demonstra-se que a qualidade
microbiolégica do leite cru, particularmente a contagem de microrganismos
psicrotréficos, € fator preponderante para obter-se leite UHT com menor
tendéncia a gelificagdo.

A correlagdo encontrada entre a contagem de células sométicas no leite
desnatado empregado nos processamentos € 0 aumento na viscosidade ao longo
da estocagem do leite UHT pode ser atribuida as enzimas proteoliticas presentes
nas células somaéticas, que contribuem para o aparecimento da gelificag@o.
Dados semelhantes foram obtidos por Auldist et al. (1996) que, avaliando leite
UHT sob estocagem a 20°C, comprovaram que leites com alta contagem de
células somaticas apresentaram gelificagdo mais rapida do que leites com baixa

contagem de células somaticas.

50



4.3 Percentual de desnaturacio de soroproteinas

Segundo Aratjo (1995), a desnaturagdo altera varias propriedades
importantes das proteinas, do ponto de vista da tecnologia de alimentos. A
proteina desnaturada €, geralmente, menos solavel ou até mesmo insolivel,
promove aumento na viscosidade do alimento e tem a reatividade de seus grupos
laterais intensificada. O autor prossegue afirmando que a proteina desnaturada ¢
mais sensivel a hidrélise por enzimas proteoliticas.

Na Figura 10 sdo mostrados os resultados para os percentuais médios de
desnaturagio de soroproteinas por estado e por estagdo. Os valores mais
elevados obtidos neste trabalho refletem a severidade do tratamento térmico
empregado nos processamentos (150°C/4 s), capaz de provocar alta desnaturagéo
de soroproteinas. Tal fato é relevante para uma melhor defini¢do de ajustes de

processo com respeito a tempo e temperatura de aquecimento.
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FIGURA 10 Percentuais médios de desnaturagiio de soroproteinas no leite UHT

por estado e por estagao
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Singh e Creamer (1992) reafirmaram que temperaturas proximas a 90 °C
promovem desnaturagdo das soroproteinas € que estas se associam com as
micelas de caseina. A extensdo e o tipo de associagdo dependem da severidade
do tratamento térmico. A k-caseina e interagdes dissulfeto estdo envolvidas no
processo de formag@o de complexos entre as soroproteinas € a caseina.

Wolfschoon-Pombo et al. (1982) relataram o valor de 50% para
desnaturagdo de soroproteinas em leite UHT produzido pelo sistema direto,
enquanto Bockelmann e Bockelmann (1998) citaram 68,4%.

Vale salientar o fato de que ndo apenas o aquecimento durante o
tratamento UHT ¢ responsédvel pela desnaturagdo protéica. Rose (1962) ja
demonstrava o efeito cumulativo das diversas etapas de aquecimento que o leite
sofre ao ser processado. Em particular, o autor estudou a temperatura de pré-
aquecimento e demonstrou que altas temperaturas promovem maiores alteragdes
e menor estabilidade térmica, & medida que o somatédrio dos efeitos do pré-
aquecimento com o aquecimento propriamente dito € elevado.

Os resultados da analise de varidncia indicaram diferenga significativa
(P<0,003) entre os percentuais de desnaturagéo de soroproteinas nos estados.

As médias, comparadas por meio do teste de Tukey, forneceram os
resultados expressos na Tabela 13. O percentual de desnaturagio de
soroproteinas foi maior em Goias, quando comparado com o Rio Grande do Sul,

enquanto Sdo Paulo exibiu um comportamento intermediario.
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TABELA 13 Desnaturagio média de soroproteinas (%) do leite UHT coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Desnaturagdo de soroproteinas (%)
do leite UHT
Rio Grande do Sul 75,567 b
Séo Paulo 79,567 ab
Goias 83,125 a

Médias seguidas da mesma letra néio diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Embora tenha sido relatado pelas fabricas que os tratamentos térmicos
seguiram o mesmo bindémio tempo/temperatura, pelos resultados acima supde-se
que variagdes de fluxo do leite no trocador de calor ou eventual aumento na
recirculagio do produto podem provocar diferengas na desnaturagdo protéica.
Tais situagdes devem ser evitadas a fim de assegurar que as propriedades do
leite sejam menos afetadas pelo tratamento térmico empregado.

Os coeficientes de correlagio de fatores estudados com o percentual de
desnaturagiio de soroproteinas, por estado estdo descritos na Tabela 14. Nao

foram encontradas correlagdes significativas por estagdo.
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TABELA 14 Coeficiente de correlagdo para o percentual de desnaturagéo de

soroproteinas, por estado

Variavel testada para correlagdo com o Coeficiente de correlagdo
percentual de desnaturagio de soroproteinas
no leite UHT RS Sp
Massa de sedimentos no leite UHT com  0,9309 (**) 0,8242 (*)
120 dias
Valor de HMF livre 0,8886 (*) 0,8268 (*)
Valor de HMF total 0,9048 (*) 0,8160 (*)

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
(**) estatisticamente significativo (P<0,01).

De acordo com Renner & Schmidt (1981), a desnaturagdo das
soroproteinas ¢ acompanhada pela agregagdo das moléculas, a qual pode ser
causada por pontes dissulfeto intermoleculares ou pela aglomeragio das
soroproteinas desnaturadas com particulas de caseina. Isto leva a formagio de

sedimentos no produto final.

Os trabalhos de Ramsey & Swartzel, citados por Neira (1986),
reafirmaram a importancia do aumento da temperatura de processamento na
formagdo de sedimentos, por ocasionar maior desnaturagdo protéica e
precipitagdo de sais minerais.

O aumento na desnaturagdo protéica resultou em maior taxa de
sedimentagdo no leite UHT com 120 dias, de acordo com as correlagdes da
Tabela 14. E relevante observar que os dados obtidos ndo apenas estdo de acordo
com os relatos da literatura, mas vém demonstrar que, no Brasil, maior atengio
deve ser dispensada ao correto estabelecimento dos binémios tempo/temperatura
durante todo o processamento do leite UHT, visto que altas taxas de

desnaturagdo foram encontradas, tendo forte associagdo com a sedimentagdo ao
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longo da estocagem.

O 5-hidroximetilfurfural (HMF) ¢ um intermediario da reagdo de
escurecimento ndo-enzimatico que tem o seu teor aumentado com a severidade
do tratamento térmico (Fink & Kessler, 1986). As correlagdes positivas dos
valores encontrados de HMF livre ¢ total com a desnaturagio de proteinas
evidenciam que o tratamento térmico promove alteragdes fisico-quimicas e
bioquimicas no leite que podem ser medidas analiticamente, a fim de favorecer

uma melhor definigdo das relagdes entre tempo e temperatura de aquecimento.

4.4 Teores de HMF livre e total

As reagdes de escurecimento ndo-enzimitico em alimentos estdo
associadas com o aquecimento. Um dos mecanismos envolve a reagdo de
Maillard, que resulta na descoloragdo provocada pela reagéo entre a carbonila de

agiicares redutores € os grupos amino livre de aminoacidos ou proteinas (Aragjo,
1995).

O teor de 5-hidroximetilfurfural (HMF) é util para detectar a ocorréncia
de reagdes de escurecimento ndo-enzimético e para avaliar a intensidade das
alteragdes causadas no leite pelo aquecimento (Renner & Schmidt, 1981).

O teor de HMF livre é obtido pela reagdo com acido tiobarbitirico sem
aquecimento enquanto a determinagio do teor de HMF total envolve o
aquecimento, com conversdo de compostos intermediérios para HMF livre
(Ferreira et al, 1994).

Neste trabalho, é empregado o termo “teor d¢ HMF”, embora Lechner
(1982), citado por Pinto & Wolfschoon-Pombo (1984) recomende o emprego do
termo “valor de HMF”, pois o 4cido tiobarbitirico empregado na anélise ndo é

um reagente especifico.

Nas Figuras 11 e 12 sdo mostrados os resultados para os teores médios

de HMF livre e total, respectivamente, por estado e por estagao.
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Ferreira et al. (1994), compilando dados de diversas fontes, citam o teor
de 5,3 pmol/L. para HMF total em leite UHT obtido pelo sistema direto.

Rehman et al. (2000), estudando o emprego do HMF para detecgdo da
adi¢do de leite em p6 em leite fluido, encontraram teores de HMF total de 10,52
a 16,00 umol/L em leite UHT obtido pelo sistema direto.

O trabalho de Morales et al. (2000) resultou na obtengdo do teor médio
de HMF total igual a 5,6 umol/L em leite UHT obtido pelo sistema direto.

Os valores de HMF livre representam o estagio de desenvolvimento da
formagdo de HMF na ocasido da anélise. Os valores de HMF total permitem
estimar quanto a reagio de formagdo de HMF pode prosseguir.

Os resultados, em todos os Estados e estagSes, demonstram que, embora
a formagao de HMF ainda estivesse fornecendo valores baixos para HMF livre,
a estimativa de avango da reagio proporcionou altos valores para HMF total, em
contraste com os dados da literatura. Este efeito vem confirmar os resultados de
percentual de desnaturagdo de soroproteinas, ambos conduzindo a influéncia
marcante do tratamento térmico sobre os constituintes e propriedades do leite
UHT.

Os resultados da analise de varidncia indicaram diferenga significativa
entre os valores de HMF livre (P<0,001) e HMF total (P<0,001) nos estados.
Nio foram detectadas diferengas estatisticamente significativas entre as estagdes
(P>0,05).

As médias, comparadas por meio do teste de Tukey, forneceram os

resultados expressos na Tabela 15.
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TABELA 15 Teores médios de HMF livre e total (umol/L) do leite UHT coletado

nas fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de HMF livre do Teor de HMF total do
leite UHT (umol/L) leite UHT (umol/L)
Rio Grande do Sul 1,817 b 11,790 b
S&o Paulo 2,688 b 12,408 b
Goias 3,882a 14,035 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Os teores de HMF livre e total em Goids superaram os teores em Sao
Paulo e Rio Grande do Sul, sendo os dois filtimos considerados equivalentes.

No Brasil, Ferreira et al. (1994), estudando leite UHT desnatado com
respeito aos teores de HMF livre e total, encontraram as médias 1,05 e 17,18
umol/L, respectivamente.

O comportamento dos dados nos estados mostra que podem ocorrer
diferengas no tratamento térmico aplicado, como no caso de Goias, em que os
teores de HMF foram maiores, embora as fabricas possuam o mesmo sistema de
processamento UHT direto. Duas provaveis causas sdo variagdes de fluxo do
leite no trocador de calor ou eventual aumento na recirculagio do leite
processado, que podem intensificar os efeitos do aquecimento sobre o leite.

Os coeficientes de correlagdo de fatores estudados com os teores de
HMF livre e total, por estado estdo descritos na Tabela 16. Ndo foram

encontradas correlagdes significativas por estagio.
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TABELA 16 Coeficientes de correlagdo para os teores de HMF livre e total, por
estado

Variavel testada para Coeficiente de correlagio
correlagdo com 0s
4 RS SP

lores de HMF livre e
Y e leite UNT _AMF livre HMF total HMF livie HMF total

Massa de sedimentos no
leite UHT com 120 dias  0,9147 (*+) 0,9709 (**) 0,9812 (**) 0,9321 (*¥)
Desnaturagéo de

soroproteinas 0,8886 (*) 0,9048 (*) 0,8268 (*) 0,8160 ()
Valor de HMF total 0,9286 (**) - 0,9278 (**) -
Valor de HMF livre - 0,9286 (**) - 0,9278 (**)

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
(**) estatisticamente significativo (P<0,01).

As correlagdes entre a massa de sedimentos ¢ os teores de HMF
evidenciam a relevincia do efeito do tratamento térmico sobre a estabilidade do
complexo sistema formado por proteinas e sais no leite.

E reconhecido que os sedimentos no leite UHT consistem do mesmo
material que se deposita em superficies aquecidas de trocadores de calor (Renner
& Schmidt, 1981). A alta associagio do HMF com a desnaturagdo protéica
confirma esta afirmag#io, pois, quanto mais intenso for o tratamento térmico,
maior ser4 a formagdo de HMF, em paralelo & desnaturagio protéica, sendo esta
ultima fator que influencia na formagéo de sedimentos.

As correlages entre as determinagdes de HMF livre e total demonstram
que a aplicagio do método ¢ viavel, tanto para avaliagdo da taxa de reagdo de
Maillard no momento da analise quanto para a estimativa futura de formac@o de
HMF.
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4.5 Teor de calcio

O calcio esta presente no leite distribuido em duas fases: solivel e
coloidal. Na fase solivel, encontram-se 34% do calcio do leite, sob as formas de
calcio i6nico (35%), ligado ao citrato (55%) e ligado ao fosfato (10%). O calcio
coloidal ligado as caseinas representa 66% do célcio total (Fox, 1991).

Na Figura 13 sdo mostrados os resultados para os teores médios de

calcio no leite cru por estado e por estagdo.
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FIGURA 13 Teores médios de calcio no leite cru por estado e por estagdo

Os leites analisados neste trabalho apresentaram teores de calcio
menores quando comparados com os resultados de White & Davies (1962), que
encontraram o valor médio de 117,7 mg/100 mL para 20 amostras de leite e

Walstra & Jenness (1984), que citam o valor de 117 mg/100 mL.
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Estes valores mais baixos podem ser devido ao fato de serem
provenientes de leite de conjunto, enquanto os dados de literatura usualmente
tratam de leites de animais individuais. Ao mesmo tempo, mostram uma
realidade que remete aos problemas amplamente notificados no Brasil com
respeito a alteragdes de estabilidade do leite ao etanol e ao aquecimento, com
provavel causa ligada ao desequilibrio salino.

Pelos resultados da analise de varidncia, observou-se diferenga
significativa (P<0,014) entre os teores de cdlcio no leite cru entre os estados.
Este comportamento esta de acordo com os fatores que influenciam o teor de
calcio no leite, como diferengas entre ragas, estagio de lactagdo e alimentagio
(Fox, 1991). Os estados estudados possuem, além de diferengas na condigSes
climéticas (Anexo A), diferengas nos manejos alimentar nas ragas (Anexo B).

As médias foram comparadas empregando-se o teste de Tukey, sendo os
resultados expressos na Tabela 17. O teor de calcio em Goiés teve maior média
quando comparado ao teor no Rio Grande do Sul, sendo o teor em Sdo Paulo
intermediario entre os outros dois estados, provavelmente refletindo condigdes

de solo, alimentagio e de ragas bovinas, que afetam a fragdo mineral do leite.

TABELA 17 Teor médio de calcio (mg/100 mL) do leite cru coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de célcio do leite cru (mg/100 mL)
Rio Grande do Sul 89,017 b
Sio Paulo 93,400ab
Goias 95,483 a

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade
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Bockelmann & Bockelmann (1998) declararam ndo haver informagio
disponivel sobre o comportamento dos minerais do leite durante a estocagem.
Isto vem ressaltar a importincia dos resultados obtidos neste trabalho para a
elucidagdo do comportamento de elementos da fragdo mineral do leite UHT ao
longo da vida de prateleira do produto.

O comportamento do cilcio ao longo da estocagem do leite UHT foi
monitorado e avaliado com auxilio da anélise de regressgo.

Nas Figuras 14, 15 e 16 sdo apresentados os resultados para teores de
calcio no leite UHT, nas estagdes seca e chuvosa, para os estados do Rio Grande

do Sul, Sao Paulo e Goias, respectivamente.
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Por meio das curvas e equagdes contidas nas Figuras 14, 15 e 16 foi
demonstrado que houve um progressivo decréscimo no teor de calcio durante a
estocagem do leite UHT em todos os estados e em todas as estages.

Este fato esta associado a taxa de sedimentagéo, a qual também se elevou
ao longo do tempo. Isto permite a compreensdo conjunta dos fendmenos, ou
seja, & medida que hé sedimentagdo no leite UHT, o célcio tende a se deslocar
para os sedimentos, com conseqiiente redugéo no teor deste mineral na fragdo
fluida do produto. Torna-se explicita a importéncia da prevengéo e do controle
da sedimentagdo, a fim de preservar as propriedades e caracteristicas do leite
UHT inalteradas durante a estocagem, com respeito ao teor de calcio.

Na Tabela 18 tém-se os coeficientes de correlagio de fatores estudados
com o teor de calcio no leite cru, por estado.

Niéo foram encontradas correlagdes significativas por estagdo (P>0,05).

A estabilidade ao etanol é um indicativo geral de estabilidade do leite,
com respeito ao complexo coloidal entre célcio, fosfato e caseinato, embora ndo
seja capaz de representar, na sua totalidade, os diversos fatores que exercem

influéncia sobre as propriedades do leite durante o aquecimento. Ao longo da

TABELA 18 Coeficientes de correlagio para o teor de célcio no leite cru, por

estado

Variavel testada para correlagéo com o teor Coeficiente de correlagio

de calcio no leite cru RS SP
Estabilidade do leite cru ao etanol -0,8870 (*) -0,8963 (*)
Estabilidade do leite UHT com 120 dias - -0,8572 (*)

de estocagem ao etanol

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).



"N ey

estocagem, o leite UHT mostra gradual perda de estabilidade ao etanol
(Harwalkar, 1997).

De acordo com Silva & Almeida (1998), a estimativa da estabilidade
térmica do leite por meio do teste do alcool é um procedimento util para a
verificagio da aptiddo do leite para processamento, pois, praticamente todos os
fatores que afetam a estabilidade térmica, afetam também a estabilidade frente

ao etanol.

As correlagdes negativas encontradas neste trabalho entre a estabilidade
do leite cru e do leite UHT ao etanol e os teores de calcio demonstram o papel
preponderante do calcio sobre a estabilidade do leite. Em leites com maiores
teores de célcio, a estabilidade coloidal é diminuida, com conseqiiente perda na
resisténcia ao etanol. Pode-se inferir que leites com tais comportamentos terao
menor estabilidade térmica, com impactos prejudiciais nos processamentos
tecnoldgicos € na manutengio da qualidade ao longo da vida de prateleira dos
produtos.

Pela anilise de correlagio, foram obtidos coeficientes estatisticamente
significativos entre o teor de célcio e a massa de sedimentos, ambos os fatores
analisados no leite UHT com 120 dias de estocagem.

No Rio Grande do Sul, o coeficiente de correlaggo foi -0,7923 (P<0,05;
n=6), enquanto em Sdo Paulo foi -0,9568 (P<0,01; n=6). Na estagéo seca, o
coeficiente de correlagio foi -0,7179 (P<0,05; n=7), sendo igual a -0,8985
(P<0,01; n=7), na estagdo chuvosa.

Harwalkar (1997) relata que, durante prolongada estocagem, ha
precipitagdo de algumas formas de fosfato de célcio.

De acordo com Hostettler (1981), o aumento na concentracéo de célcio
incrementa a formagdo de complexos entre proteinas e gordura, levando a
sedimentacio do leite UHT.

Conforme demonstrado pelas correlagdes obtidas, a elevagdo na taxa de
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sedimentagdo no leite UHT durante a estocagem ¢ acompanhada pela redugédo no
teor de calcio. Assim, é comprovado o deslocamento de calcio para os

sedimentos e a sua influéncia nas propriedades de conservagio do leite UHT.

4.6 Teor de fosforo

O fosforo esta presente no leite distribuido em duas fases: solavel e
coloidal. Na fase soluvel, encontram-se 43% do fosforo do leite, sob as formas
de fosfato diacido (54%), fosfato monoacido (36%) e ligado ao célcio e ao
magnésio (10%). O fosforo coloidal ligado as caseinas representa 57% do
fésforo total (Fox, 1991).

Na Figura 17 sdo mostrados os teores médios de fosforo no leite cru por

estado e por estagdo.
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FIGURA 17 Teores médios de fosforo no leite cru por estado e por estagao
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Os leites analisados neste trabalho apresentaram teores de fosforo
préximos ao citado por Fox (1991), igual a 84,8 mg/100 mL. Entretanto, White
& Davies (1962) encontraram 95,1 mg/100 mL e a compilagio de dados de
Walstra & Jenness (1984) mostra o valor de 98,1 mg/100 mL, pouco superiores
aos aqui relatados.

Estes valores, com razoavel aproximagiio com os dados de literatura,
ainda encerram a questdio relacionada ao equilibrio salino do leite. Mesmo que o
teor de fosforo encontrado seja considerado normal, ndo se pode descartar a
ocorréncia de desequilibrio salino entre as fragdes que compdem o fosforo total
no leite. A partigdo do fosforo entre as fases solivel (inorginico) e coloidal
(orgénico e inorganico) pode afetar a estabilidade do leite, ainda que o somatorio
de seus teores seja aceitavel.

Pelos resultados da analise de varidncia, observou-se diferenga
significativa (P<0,001) entre os teores de fésforo no leite cru entre os estados.
Este comportamento estd de acordo com os fatores que influenciam o teor de
fosforo no leite, como diferengas entre ragas, estégio de lactagdo e alimentagdo
(Fox, 1991). Os estados estudados possuem, além de diferengas na condi¢des
climaticas (Anexo A), diferengas nos manejos alimentar e reprodutivo dos
rebanhos, os quais se compdem de diferentes ragas (Anexo B).

As médias foram comparadas empregando-se o teste de Tukey, sendo os
resultados expressos na Tabela 19. Os teores de fosforo em Sio Paulo e Goias
foram equivalentes e ambos tiveram maiores médias quando comparados ao teor
no Rio Grande do Sul, provavelmente refletindo condigdes de solo, alimentagéio

e de ragas bovinas, que afetam a fragdo mineral do leite.
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TABELA 19 Teor médio de fosforo (mg/100 mL) do leite cru coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de fosforo do leite cru (mg/100 mL)
Rio Grande do Sul 80,387 b
Sdo Paulo 89,853 a
Goias 89,362 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

O comportamento do fésforo ao longo da estocagem do leite UHT foi
monitorado e avaliado com auxilio da analise de regressio.

Os resultados obtidos s#o uteis para a compreensdo do comportamento
do fésforo durante o armazenamento do leite UHT, visto que tal informagdo nio
foi encontrada por Bockelmann & Bockelmann (1998) ao revisarem os efeitos
do tempo sobre os constituintes do leite UHT.

Nas Figuras 18, 19 e 20 sdo apresentados os resultados para teores de
fosforo no leite UHT, nas estagdes seca e chuvosa, para os estados do Rio

Grande do Sul, Sao Paulo e Goids, respectivamente.
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FIGURA 20 Evolugdo do teor de fosforo durante a estocagem do leite UHT de

Goias nas estagdes seca e chuvosa

Fica demonstrado, ao se observar as curvas e equagdes das Figuras 18,
19 e 20, que o teor de fésforo sofre queda gradual ao longo do tempo de
estocagem do leite UHT, em todos os estados e em todas as estages, caso haja a
formacéo de sedimentos.

Em razdo da grande associagdio entre o fosforo e o cilcio no leite, a
progressiva elevagdo na taxa de sedimentagdo no leite UHT promove o
deslocamento ndo apenas do célcio, mas também do fosforo em diregdo aos
sedimentos formados.

Como o fésforo tem grande influéncia na estabilizagdo do complexo
micelar caseinico, devem ser conduzidas agdes que evitem modificagdes em seu
equilibrio, como o controle e a prevengdo da sedimentagdo no leite UHT.

O teor de fosforo no leite cru apresentou correlag@o positiva, na analise
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por estados (P<0,05; n=6), estatisticamente significativa, com a estabilidade do
leite cru ao etanol (coeficiente igual a 0,8240).

A analise de correlagdo por estagdes confirmou a associag@o do teor de
fosforo com a estabilidade ao etanol, na estagdo chuvosa, tanto no leite cru
quanto no leite UHT, com coeficientes iguais a 0,7964 (P<0,05; n=7) e 0,7989
(P<0,05; n=7), respectivamente.

O fato observado do aumento da estabilidade ao etanol em razio do teor
mais alto de fésforo no leite cru confirmou a importancia do equilibrio salino
sobre a estabilidade do leite, em consonincia com dados da literatura
(Harwalkar, 1997 e Silva & Almeida 1998).

O aumento no teor de fosforo fornece maior niimero de cargas elétricas
negativas ao complexo sistema iénico do leite e proporciona melhor
estabilizagdo das caseinas. Isto porque, no pH normal do leite, as caseinas
apresentam predominancia de cargas elétricas negativas, as quais geram um
impedimento eletrostético a agregag#o, resultando em maior estabilidade.

Ao mesmo tempo, o maior teor de fosforo no leite contribui para a
diminuigéio do teor de calcio solivel disponivel para atuar na formagdo de
ligagdes intermoleculares, que s&o um passo importante na desestabilizagdo das
caseinas.

Pela analise de correlagdo, foram obtidos coeficientes estatisticamente
significativos entre o teor de fosforo e a massa de sedimentos, ambos os fatores
analisados no leite UHT com 120 dias de estocagem.

No Rio Grande do Sul, o coeficiente de correlagdo foi -0,9886 (P<0,01;
n=6), enquanto em Sdo Paulo foi -0,7944 (P<0,05; n=6). Na estacdo seca, o
coeficiente de correlagdo foi -0,7385 (P<0,05; n=7), sendo igual a -0,8437
(P<0,01; n=7), na estag@o chuvosa.

Ramsey & Swartzel (1984), citados por Neira (1986), afirmaram que a

precipitagdo de sais minerais provocada pela temperatura de processamento
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UHT, em conjunto com a desnaturagio protéica, ¢ determinante para a formagdo
dos sedimentos. A precipitagio de fosfato de calcio no leite UHT durante o
armazenamento também foi relatada por Harwalkar (1997).

Com base nas correlagbes encontradas, fica evidente que o teor de
fésforo apresenta relagdo inversa com a taxa de sedimentagéo, ou seja, 8 medida
que a formagdo de sedimentos € maior, o teor de fosforo no leite decresce. Isto
em razio da migragio do fosforo para os sedimentos, impactando de forma

negativa sobre a qualidade e a conservagio do produto.

4.7 Relacdo entre os teores de cilcio e fosforo

O trabalho de Rose (1962) indicou que uma extensiva dissolugdo de
fosfato de calcio coloidal causa uma desintegragio da estrutura micelar da
caseina nativa.

A desagregag@o das micelas pela remogdo de fosfato de célcio coloidal
resulta no aumento da area superficial das micelas, com redugéo na concentragio
de x-caseina por unidade de area e diminuig@o na estabilidade do sistema (Fox
& Hoynes, 1975).

Na Figura 21 sdo mostrados os resultados para as relagdes célcio/fosforo

no leite cru por estado e por estag#o.
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FIGURA 21 Relagdes calcio/fosforo por estado € por estagdo

Os leites analisados neste trabalho apresentaram relagdes calcio/fosforo
inferiores a relago obtida a partir dos dados de White & Davies (1958), que foi
igual a 1,24 e também a encontrada pela compilagio de dados de Walstra &
Jenness (1984) que mostrou o valor de 1,19. Este comportamento confirma que
os leites analisados no Brasil apresentam teores mais baixos de célcio do que
aqueles citados na literatura.

A anélise de variancia para as relagdes calcio/fésforo mostrou ndo haver
diferengas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os estados nem entre as
estacoes.

Nas amostras de leite coletadas no Rio Grande do Sul houve correlagdo
negativa (P<0,05) entre a relagiio calcio/fosforo e a estabilidade do leite cru ao
etanol, com coeficiente igual a — 0,8574, atestando que quanto maior for o teor
de calcio em relagdo ao teor de fosforo, menor sera a estabilidade protéica do

leite frente ao etanol.
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Tal afirmativa permite comprovar a citagdo de Davies & White (1958)
de que a alta concentragio de ions célcio ¢ a principal causa da instabilidade do

leite ao etanol.

4.8 Teor de citrato

O citrato estd presente no leite distribuido em duas fases: soluvel e
coloidal. Na fase solivel, encontram-se 94% do citrato do leite, estando ligado
ao calcio e ao magnésio (85%), como citrato trivalente (14%) e citrato divalente
(1%). O citrato coloidal ligado as caseinas representa 6% do citrato total (Fox,
1991).

Na Figura 22 sdo mostrados os resultados para os teores médios de

citrato no leite cru por estado e por estagio.
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Os leites analisados neste trabalho, com excegdo da estagdo seca em
Goias, apresentaram teores de citrato menores quando comparados com os

resultados de Walstra & Jenness (1984), que citam o valor de 175 mg/100 mL.
White & Davies (1958) reportaram o valor médio de 176 mg/100 mL,

com faixa de variagio de 166 a 192 mg/100 mL, dentro da qual apenas se
enquadram os leites de Goias, nas duas estagdes. Os leites de Sdo Paulo e do Rio
Grande do Sul mostraram teores médios abaixo do limite inferior da faixa de

variagdo observada pelos autores.

Fox (1991) afirmou que as adigdes de citrato e fosfato ao leite
promovem aumento da estabilidade térmica do leite, pelo efeito seqiiestrador
sobre o calcio idnico e, principalmente no caso do citrato, pela redugdo do

fosfato de calcio coloidal por meio da conversio a citrato solivel ndo-ionizado.

Fosfato de sédio e citrato tém seus efeitos reconhecidos no aumento da

estabilidade térmica do leite (Harwalkar, 1997).

No Brasil, a ocorréncia de alteragdes de estabilidade do leite ao etanol e
ao aquecimento tem sido objeto de preocupagdo para os laticinios. Os baixos
teores de citrato encontrados neste trabalho contribuem para elucidar a questio,

demonstrando que a causa provavel est4 ligada ao desequilibrio salino.

A anilise de varidncia dos dados mostrou haver diferengas significativas
entre os teores de citrato no leite cru entre os estados (P<0,003) e entre as
estagdes (P<0,022). Este comportamento estd de acordo com os fatores que
influenciam os teores de sais no leite, como diferengas entre ragas, estagio de
lactagdo e alimentagdo, sendo a alimentagdo o fator que desempenha papel
preponderante na variagdo do teor de citrato (Fox, 1991). Os estados estudados
possuem, além de diferengas na condigdes climaticas (Anexo A), diferengas nos
manejos alimentar e reprodutivo dos rebanhos, os quais se compdem de

diferentes ragas (Anexo B).

Ao compararem-se as médias obtidas empregando-se o teste de Tukey
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(Tabela 20), verificou-se que o teor de citrato em Goiés superou os outros dois
estados. Ao mesmo tempo, a estagdo seca superou a chuvosa, com médias
172,04 mg/100 mL (n=9) e 159,81 mg/100 mL (n=9), respectivamente. Tais
aspectos revelam as diferentes condigdes de solo, de alimentagdo e de ragas

bovinas que afetam composigdo salina do leite.

TABELA 20 Teor médio de citrato (mg/100 mL) do leite cru coletado nas fabricas

localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de citrato do leite cru (mg/100mL)
Rio Grande do Sul 157,40 b
Sao Paulo 160,19 b
Goias 180,20 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

O citrato de sédio teve sua inclusdo aprovada no Regulamento Técnico
para Fixagdo de ldentidade e Qualidade do Leite UHT por meio da Portaria
370/97 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 1997).

Na Figura 23 sdo mostrados os teores médios de citrato no leite UHT por

estado e por estagédo.
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Comparando-se os dados das Figuras 22 e 23, revela-se que as diferengas
entre os teores de citrato no leite cru e no leite UHT estdo compreendidas na
faixa de 30 a 42 mg/100 mL. No acompanhamento dos processamentos, foi
observado que se buscava uma adi¢io de 40 mg/100 mL, portanto, € licito
considerar que sdo necesséarias melhorias no processo de adi¢do do citrato ao

leite.

Fox (1991) afirmou que as adigdes de citrato e fosfato promovem
aumento da estabilidade térmica do leite, pelo efeito seqiiestrador sobre o cdlcio
idnico e, no caso do citrato, pela redugdo do fosfato de calcio coloidal por meio
da conversido a citrato solivel ndo-ionizado. Este fundamento serve como
justificador do emprego disseminado do citrato para a estabilizagdo do leite

destinado ao processamento UHT no Brasil.
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Em que pese o efeito favoravel da adigdo do citrato, neste trabalho
tornou-se claro que os teores naturais de citrato variam entre regides do Brasil e
estagdes do ano, o que repercute no teor final de citrato no leite UHT, quando se
emprega um percentual fixo de adigdo.

De modo mais visivel, ainda reportando-se aos valores das Figuras 22 e
23, nota-se que, na estagdo seca, o teor de citrato no leite cru em Goias é
idéntico ao teor final de citrato no leite UHT em Séo Paulo. Esta constatagido
permite a proposigdo que ndo é adequado uniformizar a adigdo de citrato, pelo
contrario, ajustes devem ser conduzidos nos percentuais empregados a cada
estagdo e em cada fabrica.

Ampliando e confirmando os resultados obtidos com o leite cru, a
analise de varidncia dos teores de citrato no leite UHT mostrou haver diferengas
significativas entre os estados (P<0,001) e entre as estagdes (P<0,05).

A comparagio das médias por estado, com auxilio do Teste de Tukey
(Tabela 21), comprovou que o teor de citrato no leite UHT em Goias foi
significativamente maior do que em Sdo Paulo e no Rio Grande do Sul. No que
se refere as estagdes, evidenciou-se que na seca o teor de citrato foi superior ao
encontrado na chuva, com médias 207,39 mg/100 mL (n=9) e 201,87 mg/100
mL (n=9), respectivamente. A coeréncia destes dados com aqueles do leite cru é
evidente e contribui para mostrar a importancia do estudo individualizado para a
correta defini¢éo do percentual de citrato a ser empregado pelas industrias no

processamento de leite UHT.
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TABELA 21 Teor médio de citrato (mg/100 mL) do leite UHT coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de citrato do leite UHT (mg/100mL)
Rio Grande do Sul 194,60 b
Séo Paulo 20132 b
Goias 217,96 a

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A analise de correlagdo para os teores de citrato, tanto no leite cru quanto
no leite UHT, mostrou que a massa de sedimentos no leite UHT com 120 dias de
estocagem comportou-se com coeficientes negativos. Os coeficientes calculados
(P<0,05, n=7) foram —0,8504 e —0,9485 para leite cru ¢ UHT, respectivamente,
na estagio seca. O efeito nos estados (P<0,05, n=6) foi comprovado pelos
coeficientes —0,8393 e —0,8037, para Rio Grande do Sul e Sdo Paulo,
respectivamente.

Disto deduz-se que teores mais elevados de citrato no leite cru e no leite
UHT contribuem para o controle da taxa de sedimentagdo. Néo se deve, no
entanto, fazer adi¢des excessivas e desnecessarias de citrato ao leite cru, visto
que é recomendavel o conhecimento prévio do teor natural de citrato ¢ de suas
variagdes ao longo das estagdes do ano.

Os trabalhos consultados a respeito do emprego do citrato (Parry, 1974 e
Hostettler, 1981) vém reforgar os resultados aqui descritos, por também
atribuirem ao citrato um relevante efeito para a redugdo na formagio de

sedimentos no leite UHT.

79



4.9 Teor de uréia

Os compostos nitrogenados ndo-protéicos do leite, dos quais a uréia
representa aproximadamente 50%, sdo aqueles de baixa massa molar e que nio
se precipitam com as proteinas na presenga de acido tricloroacético (Walstra &
Jenness, 1984).

Os resultados obtidos neste trabalho estdo dentro da faixa de variag@o
(18 a 28,0 mg/100 mL) considerada normal por Wolfschoon-Pombo & Lima
(1983), que estudaram o teor de uréia em 185 amostras de leite na regido de Juiz
de Fora, MG.

Na Figura 24 sio mostrados os resultados para os teores médios de uréia
no leite cru por estado e por estagio.

Dados relatados por Walstra & Jenness (1984) mostram uma faixa de

variagdo de 8,4 a 28,0 mg/100 mL para o teor de uréia.
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FIGURA 24 Teores médios de uréia no leite cru por estado e por estagdo
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Houve efeito significativo de estados pela aplicagio da andlise de
variancia (P<0,01). O maior teor de uréia foi detectado no leite cru do Rio
Grande do Sul (P<0,05), a partir dos resultados do teste de Tukey (Tabela 22).

TABELA 22 Teor médio de uréia (mg/100 mL) do leite cru coletado nas fabricas

localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de uréia do leite cru (mg/100mL)
Rio Grande do Sul 2548 a
S&o Paulo 20,87 b
Goias 20,44 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

A diferenga encontrada entre os teores médios de uréia nos estados pode
ser imputada, principalmente, as praticas alimentares e as caracteristicas do
gado proprias de cada regido.

Em estudos realizados por diversos autores citados por Wolfschoon-
Pombo & Lima (1983), o fornecimento de maior teor de proteinas na
alimentagio pode levar ao incremento na uréia no leite. Foi também
demonstrada a influéncia positiva da mudanga do regime de confinamento para
pastagem livre sobre a uréia. Outro efeito, no sentido inverso, ¢ a administragdo

de alimentos com baixo contetido energético.

A massa de sedimentos no leitte UHT com 120 dias de estocagem
mostrou ter correlagio negativa (-0,8159, P<0,005, n=6) com o teor de uréia do

leite cru no Rio Grande do Sul. Por este estado ter apresentado o maior teor de
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uréia, o efeito sobre a taxa de sedimentagio pdde ser observado.

Segundo Shalabi & Fox (1982), a uréia estabiliza o leite ao calor na
presenga de um composto carbonilado, como um aglcar redutor e esta
estabilizagdo contribui para a redugio na sedimentagao.

A anélise de correlagéo por estagdes indicou que, na estagiio seca, o teor
de uréia no leite cru contribuiu para o aumento da estabilidade ao etanol, tanto
do leite cru quanto do leite UHT, com coeficientes 0,8237 e 0,7742 (P<0,05,
n=7), respectivamente. Este efeito estabilizador se deveu, em parte, 4 agdo da
uréia inibindo a formagdo de dcido, podendo também ser parcialmente
convertida em cianureto de aménio, bloqueando os grupos €-amino e atuando

sobre os grupos tiol das proteinas (Walstra & Jenness, 1984).

4.10 Teores de nitrogénio e proteinas

O leite bovino contém vérios compostos nitrogenados, dos quais
aproximadamente 95% ocorrem como proteinas € 5% como compostos
nitrogenados nd@o protéicos. Em torno de 80% do nitrogénio protéico do leite
constitui-se de nitrogénio caseinico e 20% de nitrogénio ndo caseinico (Walstra
e Jenness, 1984).

Nas Figuras 25 e 26 sao mostrados os resultados para os teores médios

de nitrogénio e proteinas, respectivamente, no leite cru por estado e por estagdo.
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Os leites analisados neste trabalho apresentaram teores de nitrogénio e
proteinas menores quando comparados com Walstra & Jenness (1984), que
citam os valores de 0,53 g/100 mL e 3,3 g/100 mL, respectivamente.

Este fato pode ser atribuido as analises serem provenientes de leite de
conjunto, enquanto os dados de literatura usualmente tratam de leites de animais
individuais, mas também leva a uma reflexiio sobre a qualidade nutricional da
alimentag@o do gado nas regides estudadas.

Com auxilio da andlise de varidncia, houve diferen¢a significativa
(P<0,014) entre os teores de nitrogénio no leite cru apenas entre as estagdes. Os
resultados para proteinas mostram que houve efeitos de estado (P<0,014) e de
estagdo (P<0,025).

Segundo De Peters e Cant (1992), diversos fatores influenciam a
composigdo e a distribui¢do das fragdes nitrogenadas do leite bovino, tais como:
temperatura ambiente, doengas do animal, estigio de lactagdo, nimero de
parigdes, raga, alimentagdo e teor energético da alimentagdo. As racas e o regime
de criagdo, detalhados no anexo C, podem ter contribuido para as diferengas
verificadas.

A maior média (P<0,05) para o teor de nitrogénio no leite cru foi
encontrada na estagio seca, apds aplicagio do teste de Tukey (Tabela 23), sendo
o mesmo observado para o teor de proteinas. O emprego de concentrado e
silagem nesta estagdo é um fator com papel destacado no incremento dos teores
notados em relagdo a estagdo chuvosa. O efeito de estados sé foi expressivo para

o teor de proteinas, conforme Tabela 24.



TABELA 23 Teores médios de nitrogénio e de proteinas (/100 mL) no leite cru
coletado nas fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em

estudo, nas estagdes seca e chuvosa

Estagdo Teor de nitrogénio do leite cru  Teor de proteinas do leite cru
(g/100 mL) (g/100 mL)
Seca 0,456 3,20
Chuvosa 0,418 3,10

TABELA 24 Teor médio de proteinas (g/100 mL) do leite cru coletado nas

fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de proteinas do leite cru (g/100 mL)
Rio Grande do Sul 307 b
Sdo Paulo 3,15ab
Goias 3,24 a

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

O maior teor de proteinas encontrado no leite coletado no estado de
Goias parece revelar influéncias de condigdes de alimentagdo e de ragas bovinas

sobre o teor de proteinas no leite.

Ha que se levar em consideragio uma possivel participagio do teor de
nitrogénio ndo protéico nos dados acima, pois os resultados do teor de proteina
se referem a proteina bruta, a qual abrange os nitrogénios protéico e néo-

protéico. Conforme Grappin & Ribadeaus-Duma (1992), como a fragdo ndo
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protéica ndo ¢ medida pelo infravermelho, qualquer variagdo na proporgdo do
nitrogénio ndo-protéico pode influenciar a exatiddo dos resultados obtidos em
equipamentos calibrados para expressdo em proteina bruta, como foi o caso
deste trabalho.

Nas Figuras 27, 28 e 29 sdo apresentados os resultados para teores de
nitrogénio no leite UHT, nas estagdes seca e chuvosa, para os estados do Rio
Grande do Sul, Séo Paulo e Goias, respectivamente.

Nas Figuras 30, 31 e 32 sdo apresentados os resultados para teores de
proteinas no leite UHT, nas estagdes seca e chuvosa, para os estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e Goias, respectivamente.

O comportamento similar encontrado para os teores de nitrogénio e

proteinas refor¢a a demonstragdo do comportamento ao longo da estocagem.
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FIGURA 27 Evolugio do teor de nitrogénio durante a estocagem do leite UHT

do Rio Grande do Sul nas estagdes seca e chuvosa
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FIGURA 28 Evolugio do teor de nitrogénio durante a estocagem do leite UHT
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FIGURA 29 Evolugio do teor de nitrogénio durante a estocagem do leite UHT

de Goias nas estagdes seca e chuvosa
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FIGURA 30 Evolugdo do teor de proteinas durante a estocagem do leite UHT do

Rio Grande do Sul nas estagdes seca e chuvosa
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FIGURA 31 Evolugdo do teor de proteinas durante a estocagem do leite UHT de

Sdo Paulo nas esta¢des seca e chuvosa
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FIGURA 32 Evolugdo do teor de proteinas durante a estocagem do leite UHT de

Goias nas estagdes seca e chuvosa

Com base nos graficos das Figuras 27, 28, 29, 30, 31 e 32, depreende-se
que os teores nitrogénio e de proteinas tendem a sofrer reducdo a medida que se
prolonga a estocagem do leite UHT, caso seja observada a formagdo de
sedimentos.

Na formagio de sedimentos, hia depésito de proteinas (Renner &
Schmidt, 1981), o que pode ter concorrido para o comportamento observado
para o nitrogénio, embora néo se tenha obtido correlagdo significativa (P>0,176)
com a taxa de sedimentagio.

No entanto, a massa de sedimentos no leite UHT com 120 dias de
estocagem correlacionou-se negativamente com o teor de proteinas do mesmo
leite (P<0,01, n=6). Os coeficientes de correlagdo obtidos foram —0,9252 no Rio
Grande do Sul e —0,9508 em Sdo Paulo. Isto vem a confirmar a migrag&o de

proteinas para os sedimentos ao longo do tempo de estocagem.
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4.11 Teor de gordura

A gordura do leite € constituida por mais de 98% de triacilglicerois.
Outros lipides presentes sdo colesterol, diacilglicerdis, acidos graxos livres ¢
fosfolipides. Os 4cidos graxos que ocorrem no leite variam de quatro a vinte
atomos de carbono e de zero a quatro ligagdes duplas (Walstra e Jenness, 1984).

Na Figura 33 sido mostrados os resultados para os teores médios de
gordura no leite cru por estado e por estagéo.

Nio houve efeitos de estado (P>0,315) nem de estagdo (P>0,549) sobre
o teor de gordura no leite cru. Ndo obstante, os teores médios de gordura
encontram-se abaixo dos relatos da literatura, porém dentro das faixas de

variagdo reportadas. Podem ser citados Walstra e Jenness (1984), que se referem
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FIGURA 33 Teores médios de gordura no leite cru por estado e por estacao
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a0 teor médio de gordura no leite bovino como 3,9% (m/m), com faixa de
variagdo compreendida entre 2,4% e 5,5% (m/m). Em estudo realizado por
Ponce et al. (1999), em mais de 800 mil amostras de leites cru em Cuba,
obtiveram o teor médio de gordura igual a 3,73% (m/v), variando de 2,7% a
5,9% (m/v).

Na Tabela 25 sio listados os teores de gordura no leite UHT, por estado

e por estaco.

TABELA 25 Teor médio de gordura (g/100 mL) do leite UHT coletado nas
fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em estudo, nas

estages seca e chuvosa

Estado Rio Grande do Sul Sao Paulo Goias
Estagido Seca Chuva Seca Chuva Seca Chuva
Teor de gordura
do leite UHT 0,19 0,06 0,08 0,04 0,14 0,10
(g/100 mL)

Todas as amostras analisadas estio em conformidade com o
Regulamento Técnico para Fixagdo de ldentidade e Qualidade do Leite UHT
(Brasil, 1997), o qual prescreve o teor maximo de gordura igual a 0,5% para

leite UHT desnatado.

4.12 Teor de lactose
A lactose é um glicideo formado por um radical de D-glicose unido a um
radical de D-galactose por meio de ligagdo glicosidica f-1,4. E um glacide

redutor e o aquecimento do leite leva a reagdo de Maillard, com condensagio do
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grupamento aldeidico da lactose com o grupo amino de proteinas e peptideos
(Walstra e Jenness, 1984).

Os teores médios de lactose no leite cru por estado e por estagio sio
expostos na Figura 34. Com auxilio da andlise de varidncia, foi possivel
constatar que o teor médio de lactose das amostras de leite coletadas em Sio
Paulo foi significativamente (P<0,001) superior ao do Rio Grande do Sul. Em
Goias, o teor de lactose posicionou-se entre os outros dois estados. Comparando-
se as estagdes, também foi identificada diferenga estatisticamente significativa
(P<0,001).

As médias foram comparadas pelo Teste de Tukey , conforme Tabela
26, para os estados. Nas estagdes, o maior teor de lactose (P<0,05) ocorreu na
estagdo seca (4,66 g/100 mL , n=9) em relagdo a estagdo chuvosa (4,48 g/100
mL, n=9).
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FIGURA 34 Teores médios de lactose no leite cru por estado e por esta¢ao
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TABELA 26 Teor médio de lactose (g/100 mL) do leite cru coletado nas fabricas

localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Teor de lactose do leite cru (g/100mL)
Rio Grande do Sul 447 b
Sdo Paulo 4,62 a
Goias 461lab

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

De acordo com Walstra e Jenness (1984), a variagio do percentual de
lactose no leite bovino situa-se entre 4,5% e 5,0%. O trabalho de Ponce et al.
(1999), realizado em Cuba com mais de 800 mil amostras de leites cru, indicou o
teor médio de lactose igual a 4,75% (m/v), variando de 3,8% a 5,2% (m/v).

As diferengas de temperatura entre as estagbes provocaram impacto
decisivo sobre a lactose, pois em todas as estagdes mais quentes (seca no Rio
Grande do Sul e chuva em Sdo Paulo e Goias), os teores de lactose foram mais
baixos do que nas estagdes mais frias (chuva no Rio Grande do Sul e seca em
S3o Paulo e Goias). Efeito semelhante foi descrito por Walstra e Jenness (1984),
que demonstraram a influéncia de temperaturas ambientais altas sobre a
composi¢do do leite, tendo sido encontrados teores mais baixos de lactose,

nestas condigdes.

4.13 Teores de extrato seco total e desengordurado
Ao apresentar a composigdo aproximada do leite, Walstra & Jenness
(1994) forneceram dados que permitem calcular o valor médio de 12,7% (m/m)

para 0 extrato seco total, variando de 11,3% a 14,5% (m/m).
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4.13.1 Teores de extrato seco total e desengordurado no leite cru

Nos leites analisados neste trabalho foram detectados teores de extrato
seco total dentro da faixa de variagdo citada anteriormente. Os resultados médios
por estado e por estagio podem ser observados na Figura 35. Os valores para
extrato seco desengordurado sdo apresentados na Figura 36.

Ha diversos fatores que promovem variagGes quantitativas € qualitativas
na composi¢do do leite, como os genéticos (ragas e individuos), fisioldgicos e
ambientais (alimentagfo, clima e manejo), conforme relataram Walstra &
Jenness (1984).

Tais fatores foram particularmente verificiveis pelas diferengas
significativas encontradas entre os teores de extrato seco total no leite cru entre
os estados (P<0,023) e entre as estagbes (P<0,002). No caso do extrato seco
desengordurado, o efeito de estado foi significativo (P<0,032).

Os estados estudados possuem, além de diferengas na condigdes
climaticas nas estagdes (Anexo B), diferengas nos manejos alimentar e
reprodutivo dos rebanhos, os quais se compSem de diferentes ragas (Anexo C).

Comparando-se as médias entre estados, empregando-se o teste de
Tukey (Tabela 27), verificou-se que o teor de extrato seco total das amostras de
leite coletado em Goias superou o Rio Grande do Sul, com Sdo Paulo
apresentando-se com teor interposto aos demais.

Em se tratando do extrato seco desengordurado, os leites coletados no
estado do Rio Grandes do Sul permaneceram com as menores médias. No estado
de Goias, encontraram-se as médias com valores intermediarios e as maiores
médias foram verificadas em Séo Paulo.

A maior média (P<0,05) foi encontrada na estagdo seca (12,30 g/100
mL, n=9) em relag@o a chuvosa (12,08 g/100 mL, n=9). Tais aspectos revelam as
diferentes condi¢des de manejo, alimentagdo e de ragas bovinas que afetam os

solidos do leite.
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TABELA 27 Teores médios de extrato seco total e desengordurado (g/100 mL) do

leite cru coletado nas fabricas localizadas nos trés estados brasileiros

em estudo
Estado Teor de extrato seco total Teor de extrato seco
do leite cru (g/100 mL) desengordurado do leite cru
(g/100 mL)
Rio Grande do Sul 12,02 b 848 b
Sédo Paulo 12,21ab 883 a
Goias 12,34 a 8,76ab

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

A maior média (P<0,05) foi encontrada na estag@o seca (12,30 g/100
mL, n=9) em relagio a chuvosa (12,08 g/100 mL, n=9). Tais aspectos revelam as
diferentes condig¢bes de manejo, alimentagdo e de ragas bovinas que afetam os
sélidos do leite.

Empregando a analise de regressdo foi possivel verificar a evolugdo do
extrato seco desengordurado durante a estocagem do leite UHT.

Nas Figuras 37, 38 e 39 sd@o apresentados os resultados para teores de
extrato seco desengordurado no leite UHT, nas estagdes seca e chuvosa, para os
estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Goias, respectivamente.

A exemplo dos teores de proteinas e minerais, ficou demonstrado, ao se
observar as curvas € equagdes das Figuras 37, 38 e 39, que o teor extrato seco
desengordurado sofre queda gradual ao longo do tempo de estocagem do leite
UHT, em todos os estados € em todas as estagdes, acompanhando a formagao de

sedimentos no produto.
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FIGURA 37 Evolugdo do teor de extrato seco desengordurado durante a estocagem

do leite UHT do Rio Grande do Sul nas estagdes seca e chuvosa
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FIGURA 38 Evolugdo do teor de extrato seco desengordurado durante a estocagem

do leite UHT de Sdo Paulo nas estagdes seca e chuvosa
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FIGURA 39.Evolugdo do teor de extrato seco desengordurado durante a

estocagem do leite UHT de Goias nas estagdes seca e chuvosa

4.14 pH e acidez

Os valores de pH e acidez do leite ndo sdo proporcionais, embora haja
uma relagdo inversa; ou seja, a medida que a acidez se eleva, ocorre
abaixamento do pH. A dificuldade na obtengdo de uma boa correlagdo esta
ligada no fato que na determinagdo da acidez sdo quantificados os prétons
hidrogénio livres (ions) e acessiveis (ionizdveis/dissociaveis); por outro lado,
apenas os prétons hidrogénio livres (ions) sdo quantificados na determinagdo do
pH (Silva & Torres, 1995).

Os valores de pH do leite cru variaram entre 6,60 e 6,77, considerando-
se os trés estados e as duas estagbes e ndo foi detectada diferenga
estatisticamente significativa (P>0,492 e P>0,374, respectivamente). A acidez
apresentou baixa amplitude de variagdo, entre 0,14 € 0,18 g acido latico/litro,

tanto para o leite cru quanto para o leite pasteurizado.
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Todos os valores de acidez encontraram-se em conformidade com as
legislagdes de leite UHT (Brasil, 1997) e de leite cru refrigerado (Brasil, 2002b).
A acidez contribuiu pouco para o entendimento dos fenémenos relacionados aos
processos de gelificagdo ¢ sedimentagdo no leite UHT.

Fazendo-se uma abordagem da evolugdo do pH ao longo da estocagem
do leite UHT, pdde-se elaborar as curvas e graficos relacionados nas Figuras 40,
41 e 42, com os valores para as duas estagdes, nos estados do Rio Grande do
Sul, Sdo Paulo e Goias, respectivamente.

Silva (2001), em consonéancia com este trabalho, também detectou que o
pH do leite UHT se reduz com o armazenamento.

A determinagéo de acidez ndo foi capaz de discriminar as alteragSes no

leite UHT durante a vida de prateleira.
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FIGURA 40 Evoluggo do pH durante a estocagem do leite UHT do Rio Grande

do Sul nas estag¢Ges seca e chuvosa
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A medigdo do pH mostrou-se util para uma avaliagio dos compostos
com carater 4cido, com implicagdes na qualidade do produto final.

O decréscimo no pH reflete a progressiva liberagio de protons
hidrogénio, revelando instabilidade ibnica que pode comprometer as
propriedades do leite UHT. Renner & Schimidt (1981) apontam como possiveis
causas os deslocamentos no equilibrio salino, como a insolubilizagéo de fosfato

de calcio, além da Reacdo de Maillard e de eventual desfosforilagéo da caseina.

4.15 Estabilidade ao etanol

O emprego do teste do alcool iniciou-se na Europa central, no inicio do
século XX, com citagdes oficiais a partir de 1915. O objetivo inicial era
avaliagio da qualidade do leite para venda ao varejo. Posteriormente, o teste foi
aceito como indicador de acidez, mistura do leite com colostro ou leite
proveniente de animais com mastite. Na seqiiéncia, a estabilidade ao etanol
mostrou-se {til para selegio de leite a ser concentrado e, mais além, para
avaliagio da estabilidade do leite ao aquecimento. Por volta de 1980, estudos
apontaram o valor do teste pela similaridade observada entre a instabilidade
induzida pelo etanol e a instabilidade induzida pelo processamento UHT (Horne,
1992).

Na Figura 42 sdo mostrados os resultados para a estabilidade do leite cru
ao etanol, por estado e por estagdo.

Pien (1972), citado por Shew (1981), sugeriu que, para fins de produgdo
de leite UHT, o leite cru deve resistir, no minimo, ao etanol a 74% (Vv).

Ponce et al. (1999) indicaram que instabilidade ao etanol a 70% (v/v) ¢

um dos fatores que caracterizam a Sindrome do Leite Anormal em Cuba.
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FIGURA 42 Estabilidade do leite cru ao etanol, por estado e por estagio

Silva (2001) analisou 30 amostras d e leite cru destinado a produgdo de
leite UHT e verificou que todas resistiram ao etanol a 68% (v/v) e apenas uma
ndo resistiu ao etanol a 74% (v/v).

Os resultados observados neste trabalho demonstram que os leites
analisados exibiram considerdvel resisténcia ao etanol, com especial mengéo ao
leite do estado de Goias, sugerindo sua adequada aptiddo para processamento
UHT, com base neste critério.

O efeito de estado foi estatisticamente significativo para a estabilidade
ao etanol (P<0,001). Procedeu-se a comparagdo das médias dos estados e os
resultados podem ser visualizados na Tabela 28. O leite de Goids destacou-se
sobremaneira dos demais estados, o que pode se atribuir, parcialmente, ao maior
teor de citrato registrado no leite cru de Goids, que confere um aumento na

resisténcia ao etanol pelo efeito seqiiestrante do célcio idnico.
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TABELA 28 Estabilidade ao etanol (% v/v) do leite cru coletado nas féabricas

localizadas nos trés estados brasileiros em estudo

Estado Estabilidade ao etanol do leite cru (% v/v)
Rio Grande do Sul 74,83 b
Sio Paulo 75,67 b
Goias 80,50 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Harwalkar (1997), ao discutir as alteragdes durante a estocagem
de leite UHT e autoclavado, afirmou que o complexo coloidal entre célcio,
fosfato e caseinato tem a sua estabilidade afetada e que ha uma perda gradual da
estabilidade ao etanol.

Os resultados do trabalho de Samuel et al (1971), citados por
Harwalkar (1997), contribuiram para evidenciar a redugdo da estabilidade do
leite UHT ao etanol, ao mostrarem que, com nove meses de estocagem, o valor
do teste do alcool caiu de 96% (v/v) para 62% (v/v).

Pelas Figuras 43, 44 e 45 notam-se as modificagdes sucessivas na
estabilidade ao etanol com o passar do tempo de estocagem do leite UHT.
Observam-se os dados das estagSes seca e chuvosa, para os estados do Rio

Grande do Sul, Sio Paulo e Goias, respectivamente.
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FIGURA 45 Evolugdo da estabilidade do leite UHT ao etanol, em Goids nas

estagdes seca € chuvosa

Em que pese o fato dos resultados aqui apresentados se alinharem a
literatura, a0 comprovarem a queda na resisténcia alcodlica do leite UHT ao
longo do tempo, ha uma caracteristica que merece particular interesse. As
regressoes calculadas conduzem 2 interpretagio de um aumento inicial da
estabilidade ao etanol, atingindo o dpice em torno de 40 a 50 dias para, so, entéo,
dar lugar ao decréscimo progressivo, resultando que a resisténcia alcodlica no

final da estocagem seja menor que no inicio da mesma.

Nio foram encontrados relatos equivalentes a este fato, o que remete a
uma nova abordagem do fendmeno, sob as éticas académica e industrial. Pode-
se recorrer aos aspectos de equilibrio salino no leite UHT para contribuir na
explicagdo do ocorrido, visto ser razoavel supor que se faga necessario um

tempo para estabilizagdo apos adigdo do citrato e tratamento térmico. Por outro

105



lado, o desenvolvimento da sedimentagdo também tem a possibilidade de, a

partir de um determinado ponto, passar a prejudicar a estabilidade ao alcool.

O mecanismo de desestabilizagdo das caseinas por agdo do etanol estd
vinculado ao efeito desnaturante do alcool, o qual promove redugio na constante
dielétrica da mistura, tornando-a um solvente desfavoravel, podendo chegar a
um limite critico em que ocorra a precipitagdo. Varios fatores desempenham
papéis relevantes, como as cargas e as interagdes entre as micelas, pH,
concentrag¢do do alcool e composicéo do leite (Horne, 1992).

Na Tabela 29 tém-se os coeficientes de correlagdo de fatores estudados
com a estabilidade dos leites cru e UHT ao etanol, por estado. O teor de célcio
no leite cru, ao apresentar correlagio negativa com a resisténcia alcodlica, tanto

no leite cru quanto no leite UHT com 120 dias, comprovou ar elevancia do

TABELA 29 Coeficientes de correlagio para estabilidade dos leites cru e UHT

ao etanol, por estado

Coeficiente de correlagéo

Varidvel testada para

correlagdo com a RS SP
estabilidade ao etanol  Leitecru  Leite UHT  Leitecru Leite UHT
120 dias 120 dias

Teor de célcio no leite  -0,8870 (*) - -0,8963 (*) -0,8572 (®
cru
Teor de fosforo no 0,8240 (*) - - -

leite cru

Relagao célcio/fésforo .0,8574 (%) ) i i

no leite cru

Teor de célcio no leite

UHT com 120 dias - -0,9488 (**) - -

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
(**) estatisticamente significativo (P<0,01).
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calcio sobre a estabilidade protéica no leite. Relato similar foi descrito por
Horne (1992).

O fésforo, por outro lado, associou-se positivamente com o resultado do
teste do alcool, evidenciando que a maior concentragdo de fosfatos leva ao
aumento da estabilidade.

A relagdo calcio/fosforo mostrou que pode influenciar a resisténcia ao
etanol, o que remete a importancia do equilibrio salino do leite na aptidao para
processamento.

Na Tabela 30 tém-se os coeficientes de correlagdo de fatores estudados
com a estabilidade dos leites cru e UHT ao etanol, por estagdo.

O efeito favoravel do teor de uréia sobre a estabilidade do leite ao calor
foi descrito por Walstra & Jenness (1984). Pelas correlagdes observadas na
Tabela 30, pode-se também afirmar que a estabilidade do leite cru e do leite

UHT ao etanol é melhorada em presenga de maior teor de uréia.

TABELA 30 Resultados da analise de correlagdo para estabilidade dos leites cru
e UHT ao etanol, por estagdo

Coeficiente de correlagdo

Variavel testada para

correlagdo com a Seca Chuva
estabilidade a0 etanol  Leitecru Leite UHT Leitecru  Leite UHT
120 dias 120 dias

Teor de uréia no leite cru  0,8237 (*) 0,7742 (*) - -
:‘:jor de fosforo no leite ) ) 07964 (*) 0,7989 (*)
Contagem de células

somaticas no leite - - - -0,8605 (*)
desnatado

(*) estatisticamente significativo (P<0,05).
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O teor de fosforo no leite cru conduziu & maior resisténcia alcodlica na
estagiio chuvosa, de forma similar ao efeito nos estados. Tanto o leite cru quanto
o leite UHT no final da validade tiveram o teor de fésforo do leite cru original

como um fator de estabilizagdo das micelas de caseina.

As alteraces no balanceamento de lactose e sais reduzem a tolerancia ao
calor em leites provenientes de animais com mastite (Brito, 1999). E admissivel
que tais modificagdes afetem da mesma forma a estabilidade ao etanol,
resultando na correlagdo negativa observada entre a contagem de células

somatica e a estabilidade ao alcool do leite UHT estocado.

4.16 Ponto de congelamento

A crioscopia do leite corresponde & medigdo do ponto de congelamento
ou da depressdo do ponto de congelamento do leite em relagdo ao da agua. A
composigdo normal do leite gera um valor aproximado de -0,531°C (-0,550 °H)
para o ponto crioscopico. Este valor depende de uma série de fatores
relacionados ao animal, ao leite, a0 ambiente, ao processamento ¢ as técnicas
crioscopicas, ocasionando dificuldades para o estabelecimento de padrdes
crioscopicos (Pereira at al., 2000).

Todos as amostras de leite cru analisadas apresentaram-se de acordo com
o requisito oficial de indice crioscopio maximo de —0,530°H, segundo a
legislagdo concernente ao leite cru refrigerado (Brasil, 2002b).

A Figura 46 resume os pontos de congelamento no leite cru, por estados
e estagdes.

Nio houve efeito de estados sobre o ponto de congelamento (P>0,088),

entretanto, o efeito de estagdes foi estatisticamente significativo (P<0,005).
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FIGURA 46 Ponto de congelamento do leite cru por estado e por estagdo

A comparagio de médias pelo Teste de Tukey indicou que o ponto de
congelamento na estagdo seca foi mais baixo (valor mais negativo) do que na
estagiio chuvosa (-0,540°H e —0,533°H, respectivamente, n=9).

Tais aspectos revelaram as diferentes condigdes de manejo, alimentagéo
e de ragas bovinas que afetam os sélidos do leite.

Pelas Figuras 47, 48 e 49, é possivel visualizar o ponto de congelamento
do leite UHT durante o armazenamento, para as estagoes seca e chuvosa, nos

estados do Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Goias, respectivamente.
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Nio houve tendéncia linear nem quadratica do ponto de congelamento
do leite UHT em relagio ao fator tempo (P>0,05). Este fato pode estar
relacionado ao efeito da adigdo do citrato sobre o ponto de congelamento, que
promove uma alteragdo em diregdo a valores mais baixos (mais negativos). A
migragio de sais para os sedimentos que ocorreu durante a estocagem também
pode ter exercido considerével influéncia sobre o ponto de congelamento,
dificultando a obteng@o de modelos ajustados de regressao.

Ao se deparar com o deslocamento do ponto de congelamento do leite
UHT pela adigdo do citrato e eventual sedimentagio, pode-se abordar a questdo
sob o aspecto legal. O Regulamento Técnico para Fixagdo de Identidade e
Qualidade do Leite UHT (Brasil, 1997) ndo preconiza o ponto de congelamento

como um requisito do leite UHT. Neste contexto, é razodvel admitirem-se as
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dificuldades para se chegar a um valor de referéncia. Ndo se pode, no entanto,
deixar de levar em conta os resultados obtidos neste trabalho e a necessidade de
prosseguir-se na busca de uma melhor caracterizagéo do leite UHT com respeito

ao ponto de congelamento.

4.17 Contagem de microrganismos mesofilos

Dos leites analisados, apenas em Sdo Paulo na estagdo seca obteve-se
média de contagem de microrganismos mesofilos abaixo do valor maximo legal
para leite cru refrigerado (Brasil, 2002b), que é 1,0 x 10° UFC/mL.

Na Figura 50 podem ser observados os resultados para as contagens de
microrganismos mesofilos no leite cru por estado e por estagao.

Néo obstante o fato que o atendimento ao padrio legal seja obrigatério
apenas a partir de 01/07/2005 nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, os
resultados remetem a uma clara necessidade de aplicagdo mais efetiva de
investimentos na qualidade microbiolégica do leite cru pelas fabricas que
participaram deste trabalho.

Teuber & Busse (1981), ao discorrerem sobre os aspectos
microbiologicos relacionados ao leite UHT, afirmaram que a qualidade
microbioldgica do leite cru merece especial atengdo para que sejam alcangados
os objetivos de obtengéio de um produto final comercialmente estéril.

Houve efeito significativo de estados sobre a contagem de
microrganismos mesofilos (P<0,006).

Ao aplicar-se o teste de Tukey (Tabela 31), ficou evidenciado que a
média do estado de S@o Paulo foi significativamente menor (P<0,05) do que as

médias de Goias e Rio Grande do Sul, as quais ndo diferiram entre si.
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TABELA 31 Contagem média de microrganismos mesofilos (UFC/mL) do leite

cru coletado nas fabricas localizadas nos trés estados brasileiros em

estudo
Estado Contagem de microrganismos mesofilos
do leite cru (UFC/mL)
Rio Grande do Sul 1,4x10" a
Sao Paulo 4,9x10° b
Goias 1,9x10” a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade



Os dados de Sao Paulo podem ter recebido influéncia da menor distancia
entre os centros de produgdo do leite e a fabrica de laticinios, quando comparada
com 08 percursos necessarios em Goias e Rio Grande do Sul e seus respectivos
tempos de permanéncia do leite sob refrigeragdo. De fato, a otimizagdo das
linhas de leite e uma eficaz utilizagdo dos postos de refrigeragido podem reduzir
o intervalo entre a ordenha e a recepg¢éo do leite no estabelecimento industrial,
tendo sempre como balizador o periodo maximo de 48 horas, conforme

legislagdo especifica (Brasil, 2002a).

4.18 Contagem de microrganismos psicrotroficos
As contagens de microrganismos psicrotroficos no leite cru, por estado e

por estagdo, sdo resumidas na Figura 51.
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As altas contagens de microrganismos psicrotroficos obtidas,
particularmente no leite de Goias, indicam que a implantagdo de um programa
de granelizagio deve ser acompanhada de agdes eficazes que evitem a
contaminagdo do leite durante a produgdo, estocagem refrigerada, coleta e
transporte a granel. Em paralelo, a redugdo do tempo em que o leite ¢ mantido
refrigerado deve ser um objetivo a ser alcangado.

E relevante e prejudicial um nimero elevado de horas de refrigerago,
resultante do somatério das horas no centro de produgéo, durante o transporte
até o posto de refrigeragdo, descarregamento-estocagem-carregamento no posto
de refrigeragdio, transporte até a fabrica, descarregamento e estocagem na fabrica
que precede a aplicagdo industrial.

Bigalke (1985), ao discutir o termo microrganismo psictrotréfico na area
de laticinios, esclarece que se trata de bactérias capazes de realizarem
consideravel crescimento no leite e em produtos lacteos, em temperaturas de
refrigeragdo (2°C a 7°C), independentemente de sua temperatura 6tima de
crescimento. As bactérias psicrotréficas diferem das bactérias psicrofilicas, pois
estas Ultimas tém sua temperatura 6tima de crescimento & temperatura de
refrigeragdo.

A andlise de varidincia para as contagens de microrganismos
psicrotréficos mostrou serem significativos os efeitos de estado (P<0,002) e de
estacdo (P<0,037).

Quando da aplicagio do teste de Tukey (P<0,05) para comparag3o de
médias entre estagdes, obteve-se a maior média na estagdo chuvosa (2,6 x 10
UFC/mL, n=9), enquanto na estagao seca a média foi 6,5 x 10° UFC/mL (n=9).
De tais resultados depreende-se que o risco de contaminagdo e proliferagéo de
psicrotréficos no leite cru é aumentado durante o periodo de chuvas, com
conseqiiente impacto negativo sobre a qualidade do leite UHT. Isto pode ser

comprovado por meio do maior aumento de viscosidade observado no leite UHT
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durante a estac@o chuvosa, conforme foi apresentado no item 4.2.1.

O efeito de estado resultou em maior média (P<0,05) no estado de Goias
(4,1 x 10" UFC/mL, n=6). As médias em Sdo Paulo (3,7 x 10® UFC/mL, n=6) e
Rio Grande do Sul (3,6 x 10° UFC/mL, n=6) ndo diferiram entre si. Este fato
pode estar ligado as considerdveis distdncias e nimero de horas de refrigeracdo
em Goias.

A contagem de microrganismos psicrotréficos no leite cru correlacionou-
se positivamente (P<0,05) com o aumento na viscosidade do leite UHT
(diferenga entre as viscosidades com 120 e 10 dias de estocagem). Os
coeficientes foram 0,8072 (Rio Grande do Sul, n=6), 0,8367 (Sdo Paulo, n=6) e
0,8229 (estag@o chuvosa, n=9).

Com base nestes resultados € admissivel presumir que houve produgao
de enzimas proteoliticas termorresistentes pelas bactérias psicrotréficas,
ocasionando protedlise durante a estocagem do leite UHT. A elevagdo da
viscosidade observada € caracteristica propria do processo de gelificagdo do leite
UHT.

A importincia da qualidade microbiologica do leite cru, com énfase nas
bactérias psicrotréficas, tem recebido atengdo especial de diversos autores, como
Sorhaug & Stepaniak (1997), os quais afirmaram que a produgéo de proteinases
termorresistentes por bactérias psicrotroficas antes do processamento representa
o maior fator de deterioragdo do leite estocado.

Com respeito a produgdo de proteases termorresistentes, Neira (1986)
concluiu que a atividade proteolitica no leite apds processamento UHT pode ser
atribuida em 93,17% pela atividade proteolitica anterior ao tratamento térmico.

Na perspectiva formada pela literatura e pelos dados deste trabalho, fica
evidente que ¢ fundamental evitar a formag&o de proteases termorresistentes no
leite cru destinado ao processamento UHT. Para isto, € necessario garantir boas

condigGes higiénicas e o menor tempo possivel de manutengdo do leite cru sob
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refrigeracdo entre a ordenha e o processamento.

4.19 Contagem de células somaticas

Machado et al. (1999) conceituam células somaticas como sendo células
de defesa do organismo que migram do sangue para o interior da glandula
mamaria com o objetivo de combater agentes agressores, mas também podem
ser células secretoras descamadas.

Prosseguem os autores afirmando que a mastite causa alteragdo na
composigdo do leite por alterar a permeabilidade dos vasos sangiiineos e a
habilidade de sintese do tecido secretor. A contagem de células somaticas € um
indicativo do grau de infec¢do da glandula mamaria.

Ao se observar a Figura 52, pode-se verificar as contagens de células

somaticas no leite cru, por estado e por estagio.
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FIGURA 52 Contagens de células somaticas no leite cru por estado e por

estacao

117



Os estudos de Machado et al. (1999) com 7.491 amostras de leite de

tanques de expansao revelaram o valor médio de 641 mil células somaticas/mL.

A legislagdo brasileira sobre leite cru refrigerado (Brasil, 2002)
estabelece o valor maximo de um milhdo de células somaticas/mL, o qual sera
obrigatorio apenas a partir de 01/07/2005, nas regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste.

Ao se interpretar os dados da Figura 52, em contraste com a literatura e a
legislagdo, evidencia-se que as contagens de células sométicas em todos os
estados e estagdes mantiveram-se com valores aceitdveis. Por outro lado, estes
dados, embora satisfatérios, ndo indicam que o melhor possivel no aspecto
sanitario ja tenha sido alcangado, mas que os programas de qualidade das
industrias analisadas neste trabalho devem prosseguir no apoio e na orientagdo
aos produtores de leite sobre a importancia da sanidade animal sobre a qualidade
do leite e derivados.

Seguindo o fluxo do processamento descrito neste trabalho, o leite cru é
desnatado em uma centrifuga. Na Figura 53 estdo as contagens de células
somaticas no leite desnatado, por estado e por estagdo.

O efeito da notdvel redugdo no nimero de células sométicas observado
no leite desnatado em comparagdo com o leite cru pode ser atribuido,
provavelmente, & remogio de células sométicas durante o processo de

centrifugagio executado para o desnate do leite.

Por agdo da forga centrifuga, elementos mais densos s&o langados para a
periferia da centrifuga e removidos automaticamente, o que pode ter contribuido
para o arraste e retirada das células somiticas, embora estas sejam menos
densas, com favoravel influéncia sobre a aptiddo do leite para processamento
UHT.
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FIGURA 53 Contagens de células somaticas no leite desnatado por estado e por

estacdo

No entanto, a remogdo das células somaticas ndo foi uniforme, como
demonstrado na Figura 54.

A reduciio, em pontos percentuais, foi consideravelmente menor no Rio
Grande do Sul, quando comparada com Sdo Paulo e Goias. Isto sugere que a
efetividade da remogio centrifuga tenha sido diminuida por motivos ligados ao
equipamento (manutengdo, operagio ou ajustes).

E necessario também considerar que as contagens iniciais de células
somaticas foram maiores no Rio Grande do Sul e, neste caso, poderia indicar
que o resultado da remogdo centrifuga se estabelece sob influéncia da qualidade
do leite cru admitido no processamento.

Em todos os estados e estagdes, invariavelmente, as contagens de células
somaticas no leite UHT foram inferiores ao limite de detecgdo do meétodo

automatico de anélise empregado (um mil células somaticas/mL).
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FIGURA 54 Redugdo nas contagens de células somaticas do leite cru para o leite

desnatado por estado e por estagédo

Como ndo ha possibilidade de remogdo fisica das células sométicas,
posterior a centrifugagdo, o reduzido nimero encontrado nas amostras de leite
UHT sugere que houve alteragdes nas células somaticas que as tornaram
imperceptiveis ao equipamento de analise. E possivel inferir que a etapa de
homogeneizagdo, a qual emprega pressdo para reduzir o tamanho de globulos de
gordura e agregados protéicos, tenha, provavelmente, rompido as células
somadticas, ocasionando as baixas contagens observadas.

A plasmina, protease natural do leite capaz de promover protedlise e
gelificagiio no leite UHT, provém de um composto precursor denominado
plasminogénio. Kelly & Foley (1997) aventaram a presenga de ativadores de

plasminogénio termoestaveis associados s células somaticas em leites
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provenientes de vacas com mastite. Os mesmos autores, a0 estudarem leites de
alta e baixa contagem de células somaticas, detectaram atividade residual de
plasmina ap6s processamento UHT indireto a 138°C por 2,4 segundos e

subseqiiente estocagem a 20°C.

O rompimento das células sométicas, que provavelmente ocorreu nos
leites analisados neste trabalho, pode ocasionar um aumento da atividade
proteolitica no leite UHT, tanto pela liberagio de proteases proprias das células
somaticas quanto pelo favorecimento da conversdo de plasminogénio para
plasmina. Por consegiiéncia, aumenta a probabilidade de ocorrerem gelificagdio e

sedimentagdo durante a estocagem do leite UHT.

Em suma, por ser usual a homogeneizagéo do leite para processamento
UHT, mesmo se tratando de leite desnatado, é imperioso que a contagem de
células sométicas seja baixa, para que, com a provivel ruptura das mesmas, haja
um menor impacto negativo na preservagdo da qualidade do leite UHT.

Machado et al. (1999) concluiram que é necessério estudar as contagens
de células somaticas do leite no Brasil levando-se em consideragdo as regides
geograficas e diferentes praticas de manejo.

Foi encontrada correlagéo positiva (P<0,05) entre a contagem de células
somaticas no leite cru e a massa de sedimentos no leite UHT com 120 dias de
estocagem, com coeficiente 0,7643, n=7.

No caso do leite desnatado, as contagens de células soméaticas mostraram
coeficiente positivo (0,7318, n=7) com o aumento na viscosidade do leite UHT
(diferenga entre as viscosidades com 120 e 10 dias de estocagem). O efeito sobre
a perda de estabilidade foi evidenciado pela correlagéio negativa observada com
a resisténcia ao etanol do leite UHT com 120 dias de estocagem (coeficiente —
0,8605, n=7).

Foram encontradas diferencas significativas entre as contagens de

células somaticas no leite cru entre os estados (P<0,031), com reflexo no leite
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desnatado (P<0,033). A comparagéo das médias entre estados, empregando-se
o teste de Tukey é descrita na Tabela 32.

As contagens de células somaticas, tanto no leite cru quanto no leite
desnatado provenientes do Rio Grande do Sul foram significativamente maiores
do que em Goias. Sdo Paulo apresentou contagens intermedidrias as dos demais
Estados.

Fundamentando-se nos resultados obtidos, ficou comprovada a
influéncia da alta contagem de células somdticas sobre a ocorréncia de
gelificagio e sobre a formagio de sedimentos durante o periodo de
armazenamento do leite UHT.

Contagens de células sométicas mais altas podem promover aumento na
atividade proteolitica com desestabilizagdo das caseinas, tornando-as mais

susceptiveis a aglomeragdo, com conseqiientes espessamento e sedimentagéo do
leite UHT.

TABELA 32 Contagens médias de células somaticas (células/mL) dos leites cru e
desnatado coletados nas fabricas localizadas nos trés estados

brasileiros em estudo

Contagem de células sométicas (células/mL)

Estado
Leite cru Leite desnatado
Rio Grande do Sul 407,17 a 315,17 a
Sdo Paulo 34233 ab 132,33 ab
Goiss 245,17 b 120,67 b

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, pelo

teste de Tukey, a 5% de probabilidade
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4.20 Estudo de caso — Recirculacio do leite durante o processamento UHT

4.20.1 Caracterizacio do problema

Em duas producdes de leite UHT no estado de Goids, durante a estagio
seca, houve recirculagio excessiva do leite durante o processamento UHT. O
equipamento de aquecimento estava abastecendo com leite UHT duas maquinas
de envase, simultaneamente, quando ocorreu parada de uma das maquinas. Na
seqiiéncia, o volume de leite UHT superou a capacidade da maquina de envase
restante, ocasionando retorno do leite UHT ao inicio do aquecimento, com
recirculagiio continuada, até que a segunda maquina de envase voltasse a operar.

Os leites UHT provenientes destas duas produgbes apresentaram
formagio de sedimentos elevada, sem que isto fosse possivel de ser atribuido a
qualidade do leite cru empregado. Ao mesmo tempo, os leites exibiram
coloragdo amarronzada, caracterizando alta formagdo de compostos de
escurecimento nio-enzimatico. Pode-se, entdo, aventar a hipotese de que a causa
da sedimentacdo foi o excessivo tratamento térmico ao qual os leites foram
submetidos, por terem, repetidas vezes, passado pelas etapas de pré-aquecimento
e aquecimento, nas recirculagdes que se sucederam no processamento UHT.

As amostras de leite UHT foram coletadas, analisadas e os resultados sdo

apresentados e discutidos nos itens seguintes.

4.20.2 Sedimentos

A formacio dos sedimentos foi acompanhada ao longo da estocagem dos
leites UHT com recirculagdo e na Figura 55 pode-se observar que a taxa de
sedimentacdo aumentou de forma extremamente rapida. Ao final da estocagem,
a quantidade de sedimentos foi, aproximadamente, 33 vezes maior que a média

encontrada nos demais leites UHT analisados neste trabalho.
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FIGURA 55 Evolug@o da massa de sedimentos durante a estocagem do leite

UHT com recirculagdo, em Goias, na estagio seca

Comparando-se com o processamento UHT sem recirculagéo, na estagéo
seca de Goias, a quantidade de sedimentos foi, aproximadamente, 70 vezes
maior.

A partir da obtengdo dos sedimentos nas amostras de leite UHT com
recirculag@o foi possivel proceder-se & anilise de minerais nos sedimentos. Os
resultados sdo apresentados nas Figuras 56 e 57.

Observa-se que houve elevagio gradual dos teores de célcio, fosforo e
nitrogénio nos sedimentos ao longo do tempo. Tal fato demonstra que esses
elementos migraram da fase fluida do leite UHT e passaram a ser constituintes

dos sedimentos.
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FIGURA 56 Evolugio dos teores de calcio e fosforo nos sedimentos durante a

estocagem do leite UHT com recirculagdo, em Goias, na estagdo seca
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FIGURA 57 Evoluggo do teor de nitrogénio nos sedimentos durante a estocagem do leite

UHT com recirculagdo, em Goids, na estagdo seca
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4,20.3 Viscosidade

Os dados obtidos para a viscosidade sdo expostos na Figura 58, pela qual
nota-se que a viscosidade do leite UHT com recirculag@o decresceu ao longo da
estocagem. Este fato estd em oposi¢@o ao relatado para os demais leites UHT

deste trabalho, mostrando que nZo foi possivel observar ocorréncia de

gelificagdo nas amostras

Nos leites UHT com recirculagéo, a formagéo de sedimentos foi capaz
de deslocar quantidades elevadas de proteinas e minerais, impossibilitando o

espessamento e, em paralelo, repercutindo em uma fase fluida residual com

baixa viscosidade.
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FIGURA 58 Evolugdo da viscosidade durante a estocagem do leite UHT com




4.20.4 Teor de extrato seco desengordurado

A alta taxa de sedimentagdo resultou em queda no teor de extrato seco
desengordurado no leite UHT com recirculagdo. De acordo com a Figura 59, a
partir do 17° dia, o leite UHT avaliado ndo mais atendia ao padréo legal (Brasil,

1997) para extrato seco desengordurado, equivalente ao minimo de 8,4% (m/v).

4.20.5 Teores de proteinas e nitrogénio

Os teores de nitrogénio e de proteinas diminuiram durante a estocagem
do leite UHT com recirculagio (Figuras 60 € 61), a medida que o teor de
nitrogénio aumentou nos sedimentos, em consonédncia com a Figura 57,
comprovando que o nitrogénio dos sedimentos provém das proteinas do leite

UHT.
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FIGURA 59 Evolugéo do teor de extrato seco desengordurado durante a estocagem

do leite UHT com recirculagdo, em Goias, na estagdo seca
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4.20.6 Teores de cilcio e fosforo

Houve acentuados decréscimos nos teores de célcio e de fosforo no
decorrer da estocagem do leite UHT com recirculagdo, conforme mostrado nas
Figuras 62 e 63.

Depreende-sc que o aumento nos teores de cilcio e fosforo nos
sedimentos (Figura 56) se deu a custa da transferéncia a partir dos constituintes

minerais do leite UHT.

4.20.7 Teores de HMF livre e total

O teor de 5-hidroximetil-furfural (HMF) livre no leite UHT com
recirculagdo foi 6,50 umol/L, sendo 2,4 vezes maior que a média dos demais
leites analisados neste trabalho e 2,2 vezes maior que a média das produgdes de
Goias na estagdo seca sem recirculagio.

De forma similar, o teor de HMF total atingiu 20,60 pmol/L, superando
em 1.6 vez tanto a média geral do trabalho quanto os leites sem recirculag@o no
mesmo estado.

Diante destes dados, fica evidente que o efeito da recirculagdo promoveu
profundas alteragdes nos constituintes e nas propriedades do leite, como a
aceleracdo da reagiio de escurecimento nio-enzimatico, resultante do tempo em

que o leite UHT permaneceu exposto a altas temperaturas.

4.20.8 Percentual de desnaturacio de soroproteinas

No leite UHT com recirculagio, o percentual de desnaturagio de
soroproteinas chegou a 95,2, superando em 1,2 vez a média geral dos leites
analisados neste trabalho e também as produgdes de Goids na estagdo seca sem
recirculagdo. Como as soroproteinas desnaturam por efeito do aquecimento
durante o processamento UHT, € inegavel que a recirculagiio provoca alteragoes

conformacionais e funcionais indesejaveis ao leite UHT.
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4.20.9 Consideracdes finais

Com base no exposto neste estudo de caso, tem-se que a recircula¢do do
leite durante o processamento UHT pode provocar intensa desestabilizagdo no
complexo protéico/salino do leite, maior desnaturagdo protéica e aceleragdo do
escurecimento ndo-enzimatico. Como conseqiiéncia, pode ocorrer maior
associagio entre as proteinas e destas com os sais, resultando em maior
sedimentagio e podendo tornar o produto impréprio para o consumo.

Estes fatos convergem para a importéncia do controle de processo a fim
de evitar-se a recirculagio do leite UHT. Uma alternativa para impedir que haja
recirculagio por motivo de parada de maquina de envase ¢ a adogdo de um
tanque asséptico entre o processamento UHT e o envase. Este tanque tem a
capacidade de manter o leite UHT sob condigGes assépticas até que o sistema de
envase o possa receber, sem precisar retornar o leite ao inicio do processamento.

E necessario perceber que, embora o leite cru em estudo tivesse
qualidade aceitavel, um desvio nas condigSes operacionais resultou em perda
inaceitavel de qualidade no produto final, ocasionando rejeicdo dos lotes, com
prejuizo econdmico. Deve-se enfatizar que a qualidade da matéria-prima precisa
ser sucedida e complementada por um processamento tecnologico adequado, a

fim de se alcangar e manter a qualidade ao longo da vida de prateleira do leite
UHT.
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5 CONCLUSOES

Com base nas condi¢des empregadas neste trabalho e nos resultados

obtidos, pode-se concluir que:

houve gradual elevagio na taxa de sedimentagido nas amostras de leite
UHT ao longo da validade, com influéncia dos estados € das estagdes
seca e chuvosa;

a desnaturagdo de soroproteinas e a contagem de células somiticas no
leite cru foram fatores determinantes para a maior formagdo de
sedimentos no leite UHT;

os teores de citrato no leite cru e no leite UHT e o teor de uréia no leite
cru contribuiram para a menor formagio de sedimentos no leite UHT;

a formagdo de sedimentos foi maior com o aumento nos teores de HMF
livre e total, evidenciando o efeito da temperatura sobre a sedimentagéo;
os teores de extrato seco desengordurado, proteinas, nitrogénio, cilcio e
fésforo no leite UHT diminuiram a medida que ocorreu sedimentagdo ao
longo da estocagem,;

os teores de nitrogénio, célcio e fésforo no sedimentos aumentaram com
o tempo, demonstrando a migragéo destes elementos a partir da fase
fluida do leite;

a recirculagdo do leite durante o processamento UHT provocou alta
desnaturagdo protéica e aceleragdo do escurecimento ndo-enzimético,
resultando em taxas de sedimentagio muito elevadas;

houve tendéncia a gelificagdo nas amostras de leite UHT durante a
estocagem, comprovada pela elevagdo na viscosidade;

a contagem de microrganismos psicrotréficos € a contagem de células
somaticas, ambas no leite cru, foram fatores determinantes para o

aumento da gelificagdo no leite UHT;
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os teores de calcio, fosforo e citrato variaram entre os estados;

a estabilidade do leite cru ao etanol reduziu com o aumento no teor de
clcio e na relagdo calcio/fosforo e elevou com o aumento nos teores de
fosforo e de uréia do leite cru;

ocorreu aumento inicial da estabilidade do leite UHT ao etanol, seguido
de um decréscimo progressivo, resultando em menor resisténcia
alcodlica no final da estocagem,;

houve decréscimo no valor de pH do leite UHT com o passar da
estocagem, enquanto a acidez ndo se mostrou util como fator de
acompanhamento;

o ponto de congelamento ndo mostrou comportamento uniforme no leite
UHT;

o desnate ¢ a homogeneizagio do leite promoveram consideraveis

redugdes na contagem de células somaticas.

133



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUIJO, J. M. A. Quimica de alimentos: teoria e pratica. Vigosa: Imprensa
Universitaria da UFV, 1995. 335 p.

ASSOCIACAO BRASILERA DE LEITE LONGA VIDA. Estatisticas.
Disponivel em: <http://www.ablv.org.br/index.cfm?fuseaction=longavida>.
Acesso em: 15 maio 2003.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALITICAL CHEMISTS. Official methods
of analysis. 16. ed. 3” revisdo. Maryland, 1997. Method 991. 20.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS - AOAC. Official
methods of analysis. 16. ed. 3° revisdo. Maryland, 1997. Method 925. 22.

AULDIST, M. J.; COATS, S. J.; SUTHERLAND, B. J.; HARDHAM, J. F.;
MCDOWELL, G. H; ROGERS, G. L. Effect of somatic cell count and stage of
lactation on the quality ad storage life of ultra high temperature milk. Journal of
Dairy Research, Cambridge, v. 63, n. 3, p. 377-386, Aug. 1996.

BATAGLIA, O. C.; FURLANIL A. M. C; TEIXEIRA, J. P. F.; FURLANI, P.
R.; GALLO, J. R. Método de anilise quimica de plantas. Campinas, SP: IAC,
1983. (1AC. Boletim Técnico, n. 78).

BIGALKE, D. Biochemical changes in dairy products caused by growth of
psicrotrophic microorganisms. Dairy and Food Sanitation, Ames, v. 5, n. 9, p.
345-346, Sept. 1985.

BIODIAGNOSTICA. Uréia Enz Color. Pinhais, PR: Laborclin Produtos para
Laboratorios, 2001. 2 p. (Informagdes Técnicas)

BLANC, B.; ODET, G. Apperance, flavour and texture aspects: recent
developments. In: INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. New
monograph on UHT milk. Brussels, 1981. p. 25-48. (Document, 133).

BOCKELMANN, B. VON; BOCKELMANN, 1. VON Leng life products:
heat treated, aseptically packed — a guide to quality. Akarp, Sweden: Filth &
Hassler, 1998. 246 p.

BRASIL. Ministério de Estado da Agricultura, Pecuiria e Abastecimento.
Instrugdo Normativa n. 51, de 18 de setembro de 2002. Coleta de leite cru

134



refrigerado e seu transporte a granel. Diario Oficial [da] Repiiblica Federativa
do Brasil, Brasilia, n. 172, p. 8-13, 20 set. 2002a. Segdo 1.

BRASIL. Ministério de Estado da Agricultura, Pecuiria e Abastecimento.
Instrug@o Normativa n. 51, de 18 de setembro de 2002. Regulamento técnico de
identidade e qualidade de leite cru refrigerado. Diario Oficial [da] Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, n. 172, p. 13-22, 20 set. 2002b. Segéo 1.

BRASIL. Ministério de Estado da Agricultura, Pecudria e Abastecimento.
Portaria n. 370, de 4 de setembro de 1997. Regulamento técnico para fixagio de
identidade e qualidade do leite UHT (UAT). Didrio Oficial [da] Repiblica
Federativa do Brasil, Brasilia, , n. 172, 8 set. 1997. Secéo 1.

BRITO, M. A. V. P. Influéncia das células somaticas na qualidade do leite. In:
MINAS LEITE, 1., 1999, Juiz de Fora. Anais... Juiz de Fora: Embrapa Gado de
Leite, 1999. p. 41-46.

CAUVIN, E.; SACCHI, P.; RASERQ, R.; TURI, R. M. Proteolytic activity
during storage of UHT milk. Industrie Alimentari, Pinerolo, v. 38, n. 383, p.
825-829, jul./ago. 1999.

CORRADINI, C; PECIS, P. P. Proteolytic activity in UHT-sterilized milk.
Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 46, n. 2, p. 227-229, Apr. 1979.

DAVIES, D. T.; WHITE, J. C. D. The relation between the chemical
composition of milk and the stability of the caseinate complex. I1. Coagulation
by ethanol. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 25, n. 2, p. 257-266,
June 1958.

DE PETERS, E. J.; CANT, J. P. Nutritional factors influencing the nitrogen
composition of bovine milk: a review. Journal of Dairy Science, Champaign, v.
75, n. 8, p. 2043-70, Aug. 1992.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA. Centro
Nacional de Pesquisa Tecnologica em Informatica para a Agricultura. Software
NTIA: versdo 4. 2. 1: instalagdo e programa. Campinas, 1996. 3 v.

ENRIGHT, E.; BLAND, A. P.; NEEDS, E. C.; KELLY, A. L. Proteolysis and
physicochemical changes in milk on storage as affected by UHT treatment,

plasmin activity and KIO; addition. International Dairy Journal, Oxford, v. 9,
n. 9, p. 581-591, Sept. 1999.

135



FERREIRA, J. R; SILVA, P. H. F. da; PEREIRA, M. G.; COSTA JUNIOR, L.
C. G.; HANSEN, R. Determinagéo do valor de S-hidroximetilfurfural em leite
esterilizado. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora,
v. 49, n. 290, p. 43-54, mar./abr. 1994,

FINK, R.; KESSLER, H. G. HMF values in heat treated and stored milk.
Milchwissenschaft, Munich, v. 41, n. 10, p. 638-641, Oct. 1986.

FOX, P. F. Food chemistry. Part IIl. Cork: Cork University College, 1991. 201
p-

FOX, P. F.; HOYNES, M. C. T. Heat stability of milk: influence of colloidal
calcium phosphate and B-lacotglobulin. Journal of Dairy Research,
Cambridge, v. 42, n. 1, p. 427-35, Feb. 1975.

GARCIA-RISCO, M. R.; RAMOS, M.; LOPEZ-FANDINO, R. Proteolysis,
protein distribuition and stability of UHT milk during storage at room
temperature. Journal of the Science of Food and Agriculture, Sussex, v. 79, n.
9, p. 1171-1178, July 1999.

GOMES, M. . F. V. Contribuicfio ao estudo da atividade proteolitica
residual sobre a estabilidade protéica do leite esterilizado “longa-vida”.
1995. 108 p. Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas, Campinas,
SP.

GRAPPIN, R.; RIBADEAU-DUMAS, B. Analytical methods for milk proteins.
In: FOX, P. F. Advanced dairy chemistry. London: Chapman & Hall, 1992. v.
1, p. 1-62.

HARLAND, H. A.; ASHWORTH, U. S. A rapid method for estimation of whey
protein as an indicaton of baking quality of non fat dry-milk solids. Food
Research, New York, v. 12, n. 3, p. 247-251, Dec. 1947.

HARWALKAR, V. R. Age gelation of sterilized milks. In: FOX, P. F.
Advanced dairy chemistry. London: Chapman & Hall, 1997. v. 1, p. 691-734.

HORNE, D. S. Ethanol stability. In: FOX, P. F. Advanced dairy chemistry.
London: Chapman & Hall, 1992. v. 1, p. 657-689.

HOSTETTLER, H. Appearance, flavour and texture aspects: development until

1972. In: International Dairy Federation. New monograph on UHT milk.
Brussels, 1981. p. 11-24. (Document, 133).

136



INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Control methods for sterilized
milk. Brussels, 1969. 3 p. (International Standard, 48:1969).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Determination du point de
congelation. Brussels, 1986. 4 p. (Norme Internationale, 108A).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Determination of milkfat,
protein and lactose content. Guide for the operation of mid-infra-red
instruments. Brussels, 1996. 12 p. (International Standard, 141B).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Enumeration of microorganisms
— colony count at 30 °C. Brussels, 1987. 5 p. (International Standard,
100A:1987).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Enumeration of somatic cells.
Brussels, 1995. 8 p. (International Standard, 148A).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Estimation of numbers of
psychrotrophic microorganisms. Brussels, 1991. 3 p. (International Standard,
132A:1991).

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION. Milk and milk products —
Methods of sampling. Brussels, 1985. 19 p. (International Standard, 50B:1985).

KEENEY, M.; BASSETTE, R. Detection of intermediate compounds in the
early stages of browning reactions in milk products. Journal of Dairy Science,
Champaign, v. 42, n. 6, p. 945-961, June 1959.

KELLY, A. L.; FOLEY, J. Proteolysis and storage stability of UHT milk as
influenced by milk plasmina activity, plasmina/beta-globulin complexation,
plasminogen activation and somatic cell count. International Dairy Journal,
Oxford, v. 7, n. 6/7, p. 411-420, June/July 1997.

LAW, B. A.; ANDREWS, A. T.; SHARPE, A. E. Gelation fo ultra-high-
temperature-sterilized milk by proteases from a strain of Pseudomonas

fluorescens isolated from raw milk. Journal of Dairy Research, Cambridge, v.
44,n. 1, p. 145-148, 1977.

LOPEZ-FANDINO, R.; OLANO, A. Selected indicators of the quality of

thermal processed milk. Food Science and Technology International,
Frederick, v. 5, n. 2, p. 121-137, Apr. 1999.

137



LOPEZ-FANDINO, R.; OLANO, A.; CORZO, N.; RAMOS M. Proteolysis
during storage of UHT milk: differences between whole and skim milk. Journal
of Dairy Research, Cambridge, v. 60, n. 3, p. 339-347, Aug. 1993.

MACHADQO, P. F.; PEREIRA, A. R; SARRIES, G. A. Efeitos da contagem de
células somaticas na qualidade do leite e a atual situagio de rebanhos brasileiros.
Revista do Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz de Fora, v. 54, n. 309,
p. 10-16, ago. 1999.

MORAES, J. F. V; RABELO, N. A. Um método simples para a digestiio de
amostras de plantas. Brasilia: EMBRAPA-DDT/EMBRAPA-CNPAF, 1986.
12 p. (EMBRAPA-CNPAF. Documentos, 12).

MORALES, F. J.; ROMERO, C.; JIMENEZ-PEREZ, S. Characterization of
industrial processed milk by analysis of heat-induced changes. International
Journal of Food Science & Technology, Oxford, v. 35, n.2, p. 193-200, Apr.
2000.

MORRISSEY, P. A. The heat stability of milk as affected by variations in pH
and milk salts. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 36, n. 3, p. 343-351,
Oct. 1969.

NEIRA, M. R . P. Efecto de la actividad de proteasas sobre la estabilidad de
leches uht durante su almacenamiento. 1986. 163 p. Tese (Mestrado) -
Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

PARRY, R. M. Milk coagulation and protein denaturation. In: WEBB, B. H.;
JOHNSON, A. H.; ALFORD, J. A. Fundamentals of dairy chemistry. 2. ed.
Westport, Connecticut : AVI, 1974. p. 603-661.

PEREIRA, D. B. C.; OLIVEIRA, L. L.; COSTA JUNIOR, L. C. G.; SILVA, P.
H. F. da Fisico-quimica do leite e derivados — Métodos analiticos. 2. ed. Juiz
de Fora: Oficina de Impressédo Gréfica e Editora, 2000. 190 p.

PICARD, C.; PLARD, I.; COLLIN, J. C. Application of the inhibition ELISA
method to the study of proteolysis caused by heat-resistant Pseudomonas
proteinases specific towards kappa-casein in heated milk. Milchwissenschaft,
Munich, v. 51, n. 8, p. 438-442, Aug. 1996.

138



PINTO, A. P. E. F.; WOLFSCHOON-POMBO, A. 5-hidroximetilfurfural no
doce de leite. Revista do Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz de Fora,
v. 39, n. 236, p. 9-11, nov./dez. 1984.

PONCE, P.; CAPDEVILA, V. C.; LARANJA, L. F. Characterization of the
Abnormal Milk Syndrome: an approach of its probable causes and its
corrections. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 82, p. 195, 1999.
(Supplement, 1).

REHMAN, Z.; SAEED, A.; ZAFAR, S. Hydroxymethylfurfural as an indicator
for the detection of dried powder in liquid milk. Milchwissenschaft Munich, v.
55, n. 5, p. 259-257, May 2000.

RENNER, E.; SCHMIDT, R, H. Chemical and physico-chemical aspects. In:
International Dairy Federation. New monograph on UHT milk. Brussels, 1981.
p- 49-64. (Document, 133).

RIOS, H. Tetra Pak. Sdo Paulo, 2003. Mercado licteo. ppt, 1 disquete, 3 1/2
pol. Power point 2000.

ROSE, D. Factors affecting the heat stability of milk. Journal of Dairy Science,
Champaign, v. 45, n. 11, p. 1305-1311, Nov. 1962.

ROSE, D. Variations in the heat stability and composition of milk from
individuals cows during lactation. Journal of Dairy Science, Champaign, v. 44,
n. 3, p.430-441, Mar. 1961.

SALINAS, J. G.; GARCIA, R. Métodos quimicos para el anilisis de suelos
acidos y plantas forrajeras. Cali. Coldmbia: Centro Internacional de
Agricultura Tropical/Programa de Pastos Tropicales, 1985. 83 p.

SAMUEL, R.; WEAVER, W. V.; GAMMACK, D. B. Changes on storage in
milk processed by ultra-high-temperature sterilization. Journal of Dairy
Research, Cambridge, v. 38, n. 3, p. 323-332, Oct. 1971.

SHALABI, S.; FOX, P. F. Heat stability of milk: synergistic action of urea and
cabonyl compounds. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 49, n. 2, p.
197-207, May 1982.

SHEW, D. 1. Technical aspects of quality assurance. In: INTERNATIONAL

DAIRY FEDERATION. New monograph on UHT milk. Brussels, 1981. p.
115-121. (Document, 133).

139



SILVA, E. O. T.R e Leite longa vida: avaliagio de alguns parimetros de
qualidade dos leites cru e processado. 2001. 132 p. Tese (Doutorado) —
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

SILVA, P. H. F. da; ALMEIDA, M. C. F. Estabilidade térmica do leite. Revista
do Instituto de Laticinios Cindido Tostes, Juiz de Fora, v. 53, n. 304, p. 157-
163, jul./ago. 1998.

SILVA, P. H.F. da; TORRES, K. F. Acidez, pH e efeito tampdo no leite.
Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 50, n. 296,
p- 33-41, nov./dez. 1995.

SINGH, H.; CREAMER, L. K. Heat stability of milk. In: FOX, P. F. Advanced
dairy chemistry. London: Chapman & Hall, 1992. v. 1, p. 621-655.

SORHAUG, T.; STEPANIAK, L. Psychrotrophs and their enzymes in milk and
dairy products: quality aspects. Trends in Food Science & Technology,
Oxford, v. 8, n. 2, p. 3541, Feb. 1997.

SWEETSUR A. W. M.; WHITE, J. C. D. Studies on the heat stability of milk
protein. 1. Interconversion of type A and type B milk heat-stability curves.
Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 41, n. 3, p. 349-358, Oct. 1974.

TETRA PAK. Dairy processing handbook. Lund, Sweden, 1996. 1 CD.

TEUBER, M.; BUSSE, M. Microbiological aspects. In: International Dairy
Federation. New monograph on UHT milk. Brussels, 1981. p. 5-10.
(Document, 133).

WALSTRA, P.; JENNESS, R. Quimica y fisica lactolégica. Zaragoza: Editorial
Acribia, 1984. 423 p.

WHITE, J. C. D.; DAVIES, D. T. The determination of calcium and magnesium
in milk and milk diffusate. Journal of Dairy Research, Cambridge, v.29, n. 3,
p. 285-296, Oct. 1962.

WHITE, J. C. D.; DAVIES, D. T. The determination of citric acid in milk and

milk sera. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 30, n. 2, p. 171-189,
1963.

140



WHITE, J. C. D.; DAVIES, D. T. The relation between the chemical
composition of milk and the stability of the caseinate complex. 1. General
introduction, description of samples, methods and chemical composition of
samples. Journal of Dairy Research, Cambridge, v. 25, n. 2, p. 236-255, Oct.
1958.

WOLFSCHOON-POMBO, A. F.; FERNANDES, R. M.; GRANZINOLLI, G.
G. M. Efeitos da pasteurizagdo-HTST e da fervura doméstica sobre a proteina do
leite. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 37, n.
223, p. 3-7, 1982.

WOLFSCHOON-POMBO, A.F.; LIMA, A. de. Teor em uréia do leite
fornecido no DPTA/ILCT. Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes,
Juiz de Fora, v. 38, n. 226, p. 19-22, mar./abr. 1983.

ZALAZAR, C.; PALMA, S.; CANDIOTI, M. Increase of free sialic acid and
gelation in UHT milk. Australian Journal of Dairy Technology, Highett, v.
51, n. 1, p. 22-23, Apr. 1996.

ZEHETNER, G.; BEREUTHER, C.; HENLE, T.; KLOSTERMEYER, H.

Inactivation of endogenous enzymes during heat treatment of milk. Netherlands
Milk and Dairy Journal, Wageningen, v. 50, n. 2, p. 215-226, 1996.

141



ANEXOS

ANEXO A Pagina
TABELA 1A Condigdes climaticas no Rio Grande do Sul. ................. 143
TABELA 2B Condigdes climaticas em Sdo Paulo. ...............cccuo........ 143
TABELA 3B Condigdes climaticas em Goias. .............coeevevveeeenn... 143

142



TABELA 1A Condigdes climaticas no Rio Grande do Sul

Condigdo climatica Estacdo chuvosa Esta¢do seca
(julho de 2001) (janeiro de 2002)
Precipitagdo total (mm) 200a 250 100 a 150
Temperatura maxima (°C) 18a20 20a30
Temperatura minima (°C) 6a8 18220

Fonte: Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (http:/www.cptec.inpe.br/clima)

TABELA 2A Condi¢des climaticas em Sao Paulo

Condigdo climatica Estagdo seca Estagdo chuvosa
(julho de 2001) (janeiro de 2002)
Precipita¢do total (mm) 25a50 250 a 300
Temperatura maxima (°C) 24 326 28 a30
Temperatura minima (°C) 10a12 16 a 18

Fonte: Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (http:/www.cptec.inpe.br/clima)

TABELA 3A Condigoes climaticas em Goias

CondicZo climética Estacfio seca Estagdo chuvosa
(agosto de 2001) (dezembro de 2001)
Precipitacgdo total (mm) 1a25 150 a 200
Temperatura maxima (°C) 26a28 28a30
Temperatura minima (°C) 12a14 18 a 20

Fonte: Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (http://www.cptec.inpe.br/clima)

143



ANEXO B

TABELA 1B
TABELA 2B
TABELA 3B

Caracteristicas de manejo em Sdo Paulo. ......................
Caracteristicas de manejo no Rio Grande do Sul. ..........

Caracteristicas de manejo em Goias. ........cccooeveerervnenn,

144

Pagina

145
146
147



TABELA 1B Caracteristicas de manejo em Sdo Paulo

Caracteristica de manejo Sao Paulo
Seca Chuva

1. Alimentar

e Concentrado Sim 50%

¢ Forrageira Crost cross, capim Crost cross, capim elefante,

Predominante elefante, braquidrias | braquianas

e Usodesilagem [Sim Niao

e Tipodesilagem |Milho

o Agua A vontade A vontade
2. Reprodutivo

o Inseminagdo 40% utilizam

e Intervalo de

13 meses, em média

partos
3. Ordenha

e Predomina 60% ordenha mecanica
manual ou
mecinica

e Numero de 2
ordenhas

e Tipode Expansdo direta
resfriamento

e Temperatura 6°C
média de entrega

e Intervalo entre coletas

60% com 24 horas e 40% com 48 horas

4, Rebanho

e Ragas Holandés ou mestigos de holandés
predominantes

e Regimede Semi-confinamento
criagio
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TABELA 2B Caracteristicas de manejo no Rio Grande do Sul

Caracteristica de manejo Rio Grande do Sul
Seca Chuva
1. Alimentar
Concentrado Sim 30%
Forrageira Crost cross, capim Alfafa, azevém e trevo
Predominante elefante
Uso de silagem [ Sim Nio
Tipo de silagem | Milho e sorgo
o Agua A vontade A vontade
2. Reprodutivo
e Inseminagdo 60% utilizam

o Intervalo de

12,5 meses, em média

partos
3. Ordenha

e Predomina 65% ordenha mecinica
manual ou
mecanica

e Numero de 2
ordenhas

e Tipode Expansdo direta
resfriamento

o Temperatura 5°C

média de entrega

o Intervalo entre coletas

40% com 24 horas e 60% com 48 horas

4. Rebanho

¢ Ragas Holandés ou mestigos de holandés
predominantes

e Regime de 98% extensivo a pasto
criacio
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TABELA 3B Caracteristicas de manejo em Goias

Caracteristica de manejo Goias
Seca Chuva

1. Alimentar

e Concentrado Sim 20%

o Forrageira Capim elefante, Capim elefante, braquiarias

Predominante braquiarias

e Usodesilagem [Sim Nio

o Tipode silagem |Milho

o Apua A vontade A vontade
2. Reprodutivo

e Inseminagdo 30% utilizam

e Intervalo de

14 meses, em média

partos
3. Ordenha
e Predomina 30% ordenha mecénica
manual ou
mecanica
¢ Numero de 2
ordenhas
e Tipode 60% utilizam resfriadores por imersdo, 10% nio
resfriamento resfriam e 30% expansdo direta
e Temperatura 13°C
média de entrega

o Intervalo entre coletas

70% com 24 horas e 30% com 48 horas

4. Rebanho

e Ragas Mestigos e girolandos
predominantes

o Regime de A pasto
criacio
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