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ANALISE INSTRUMENTAL DE TEXTURA E COR DO QUEILJO
MOZZARELLA DE LEITE DE BUFALA ELABORADO PELOS
METODOS TRADICIONAL E DA ACIDIFICACAO DIRETA

Marta Regina Verruma-Bernardi*
‘Maria Helena Damasio**

- Sonia D. Campos***
Vera Lucia P. Ferreira***
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas de textura e cor por meio
instrumental do queijo Mozzarella elaborado pelos métodos tradicional e da acidificagédo
direta com a adi¢do de 4cido citrico. As medig¢des da cor foram feitas por reflexdo de luz
utilizando um espectrofotémetro. O queijo elaborado pelo método de dcidificagdo direta
apresentou menores valores de luminosidade e maiores valores de cor verde em relagdo ao
tradicional. A andlise da textura foi feita utilizando um texturdmetro e mostrou que o queijo
elaborado pela acidificagdo direta foi mais macio, com uma redug¢do de 48% no valor da

for¢a maxima de compressdo.

Palavras-chave: queijo Mozzarella, leite de bufala, cor, textura.

1. INTRODUCAO

O processo comumente utilizado para a
elaboragdo do queijo Mozzarella propicia, através
da fermentagdo da massa, a redugdo do pH e a
sinerese da coalhada. Estas transformagdes
favorecem o processo de filagem e o desenvol-
vimento das caracteristicas sensoriais do queijo.

Uma alternativa ao método tradicional
para elaboragdo do queijo Mozzarella é a técnica
da acidificagdo direta. Este método tem sido
utilizado na elaborag¢do de varios tipos de queijos,
pois substitui de forma total ou parcial a
acidificagdo proveniente da atividade microbiana
através da adi¢do dos acidos. a acidificagdo direta
do leite para elaboragdo de queijos diminui a
quantidade de coalho a ser utilizada, o tempo de
coagulacdo e consequentemente leva a redugdo
do tempo de fabricagdo (Little 1967; Quarne et
al. 1968; Olson 1971; Sordi 1988; Valle, 1991;
Sampaio et al., 1996; Verruma-Bernardi, 2000).

Trabalhos realizados por Coppola et al.
(1990), revelaram controvérsias sobre a qualidade
final do produto. Segundo estes autores, o queijo
Mozzarella de leite de bufala, elaborado pela
técnica de acidificagdo direta com acido citrico,
tem suas caracteristicas sensorias modificadas.

Estudos realizados com queijo Mozzarella
elaborado pela acidificagdo direta em comparagdo
com a tradicional confirmaram as diferengas entre
os processamentos. Verruma-Bernardi et al.
(2000) verificaram que o queijo elaborado pela
acidificag@o direta tinha maior umidade. O queijo
Mozzarella tradicional apresentou maiores niveis
de proteina, so6lidos totais, porém, ndo apresentou
diferengas para os niveis de gordura, cinzas e calcio
e na aceitagio entre as amostras. '

Este trabalho teve como objetivos estudar
as caracteristicas de textura e cor por meio
instrumental do queijo Mozzarella elaborado pelos
métodos tradicional e da acidificagdo direta.

2. MATERIAL E METODOS

- Elaboracio dos queijos

Foram utilizadas amostras de queijo
Mozzarella elaborado com leite de bifala pelo
método tradicional e pelo método de acidificagdo
direta com a adigdo de acido citrico. A metodologia
de elaboragdo dos queijos esta descrito em Verruma-
Bernardi et al. (2000).

- Avaliacdo instrumental de textura

" A textura dos queijos foi avaliada pela forga
maxima de compressdo utilizando o texturémetro

Departamento de Tecnologia Agroindustrial e Sécio-Economia Rural/UFSCar . Via Anhanguera, km 174 - Caixa

Postal 153, 13600-970 - Araras-SP. verruma@cca.ufscar.br
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TA.XT2 Texture Analyser. Utilizou-se amostras
cilindricas com 1,5cm de didmetro e em seguida
cortadas em cilindro de 1,5cm de altura. Foi
utilizada uma célula de compressio com
velocidade de 0,8mm/s e uma distdncia de
compressdo da amostra de 11,3mm, sendo medido
o parimetro de for¢a maxima de compressdo
(Thorborrow & Mitchell, s.d).

- Avaliacdo instrumental de cor

As medi¢des da cor foram feitas por
reflexdo de luz utilizando um espectrofotometro
CONCOR 1500 Plus sob o iluminante C, dngulo
de 20 e configuragdo DREOL, correspondente ao
intervalo de comprimento de onda de 360nm a
740nm (Ferreira, 1981). Foram tragadas as curvas
de reflectdncia das duas amostras.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da forga maxima de compressdo
para o queijo obtido pela acidifica¢do direta e pelo
tradicional de 20.000g e 11.000g respectivamente
mostraram, mostraram que o queijo Mozzarella
elaborado pelo método de acidificagdo direta
apresentou-se mais macio, com uma redugio de 48%
no valor da forga maxima. Também apresentou-se
mais eldstico que o tradicional, uma vez que o produto
deformou mais ao ser comprimido, como pode ser
observado na Figura 1.

Segundo Keller et al. (1974), a composi¢do
e as caracteristicas de textura como firmeza e
elasticidade do queijo Mozzarella sdo influenciadas
por inimeras varidveis, sendo que a produgdo de
acidos pelos microrganismos ¢ uma das mais
importantes. A acidifica¢do direta pode eliminar a
variabilidade da produgdo de acidos pelas bactérias
e o pH do queijo permanece constante durante a
sinerese do soro, permitindo que as caracteristicas
sensoriais ¢ de composicio dos queijos por
acidifica¢do direta podem ser controladas.

De acordo com Demott (1983) e Valle
(1991), a adigdo de acidos deve ser feita de forma
rapida e homogénea, para que ndo ocorra a floculagéo
ocasionando desta forma problemas na qualidade
final do produto bem como perdas no rendimento.

- Analise instrumental da cor
A Tabela 1 mostra que o queijo Mozzarella

obtido pela acidificagg@o direta em relagdo ao método
tradicional, apresentou menor valor de luminosidade
(L Hunter) ou seja, foi mais escura, apresentou
também maiores valores de verde (- a Hunter) e
valores similares de amarelo (b Hunter). Van Dender
(1989), relata que a presenga do pigmento
biliverdina associado a o -caseina do leite, que
precipita juntamente com as proteinas, pela agdo
de acido e calor, produzi um precipitado esverdeado.
Tal pigmento é reduzido de forma reversivel a
bilirrubina, de cor amarela, durante a estocagem.

A Figura 2 mostra as curvas espectrais com
valores de porcentagem de reflectdncia maiores
na amostra tradicional com um ponto bastante
proximo ao do queijo obtido pela acidificagdo
direta a 500nm.

20.000 |

Tradiclonal
15.000 -|

10.000 -| Acldificagio
direta

Forga de compresao

o
e
=]
o

0 s 10 1 20
Tempo (segundos)

Figura 1 - Resultados da anélise instrumental dos

queijos elaborado pelo método

tradicional e pela acidificagdo direta.
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Figura 2 - Curvas de valores de porcentagem de
reflectdncia dos queijos.

Tabela 1 - Resultados obtidos para as medigdes de cor do queijo Mozzarella.

Métodos
Medidas Tradicional Acidificagdo Direta
Luminosidade - L Hunter 89,61 82,85
Verde — a Hunter -2,14 -4,84
Amarelo — b Hunter 18,94 19,57
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4. CONCLUSOES

- As medidas instrumentais de textura
indicaram que o queijo elaborado pelo
método de acidificagdo direta apresentou-
se mais macio, com uma redugdo de 48%
no valor da forga maxima de compresséo.

- De acordo com os resultados da analise
instrumental de cor, o queijo Mozzarella
elaborado pela acidificagdo direta,
apresentou menores valores de lumi-
nosidade e maiores valores de verde.

ABSTRACT

The main objective of this work was
compare the characteristics of texture and color
evaluated by instrumental methods of the
Mozzarella cheese made from buffalo milk by the
traditional and direct acidification with citric acid
methods. Color analysis were carried out by light
reflection, using a spectrophotometer. The
Mozzarella cheese obtained by direct acidification
presented a lower luminosity value and higher green
color values in relation to the traditional. The
texture analysis was made with a texturometer and
showed that the cheese elaborated by the direct
acidification method was softer, with a 48%
reduction in the maximum force value.

Key words: Mozzarella cheese, buffalo
milk, texture, color.
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ANALISE MOLECULAR POR MEIO DE RAPD (RANDOM
AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA) EM POPULACOES DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS, CAUSADORAS DE INFECCOES
INTRAMAMARIAS EM BOVINOS
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RESUMO

Amostras isoladas de Staphylococcus aureus (n = 75) de mastite bovina, foram
caracterizadas por meio de Randon Ampliefied Polymorphic DNA (RAPD). Os isolados
eram coletados de 75 quartos em lactacgdo, durante a fase aguda da infecgdo com objetivo de
verificar a variabilidade genética das amostras. Para extragdo de DNA usou-se Brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), e o DNA extraido foi purificado por cloroférmio e alcool
isoamilico, e conservado em TRIS-EDTA (TE). Para o estudo da variabilidade genética
foram utilizados os isolados, duas linhagens referéncia, um Streptococcus sp. como grupo
externo, e um total de seis primers até a conclusio dos trabalhos. Os resultados demonstraram
108 marcadores revelando significante variabilidade entre as linhagens estudadas
considerando-se sua procedéncia e os dados clinicos, em diferentes populagdes animais.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus, polimorfismo genético; RAPD; mastite bovina.

INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ uma das causas de
mastite bovina, com importdncia econdmica
(MYLLES et al, 1997). Segundo CULLOR (1992),
esta doenga ataca em média 15% das vacas leiteiras
em todo mundo, com prevaléncia na ordem de 50%,
dados confirmados por GONCALVES e KOZICKI
(1997). Muitos métodos bioquimicos e
moleculares tém sido usados nas investigagdes da
bactéria em infec¢des humanas e bovinas
(HARTSTEIN et al, 1989; WILLIAMS et al,
1990, PREVOST et al, 1991, KOSTEMAN et al,
1992 ¢ KAPUR et al, 1995).

Na presente pesquisa usou-se o método de
RAPD, que permitiu estudar o polimorfismo
genético dessa importante bactéria, investigando
sua diversidade e dispersdo geografica.

MATERIAL E METODOS

Isolamento das bactérias

Um total de 217 amostras de S. aureus,
provenientes de 10 populagdes de bovinos
leiteiros distribuidas geograficamente, foram
caracterizadas por meios de testes morfoldgicos
e bioquimicos. Inoculadas em Agar sangue de
carneiro, KONEMAN,(2001), verificou-se o grau
de hemdlise, e a coloragdo de Gram. Amostras de
S. aureus B-hemoliticos foram repicadas em Agar
Chapman e transferidas para meios liquidos:
manitol, caldo simples e Clark Lubis, realizando-
se as provas de coagulase em tubo, e Voges-
Proskauer (VP). As amostras coagulase positivas,
manitol e V.P. positivas, foram mantidas a 4-8
°C, em Agar manitol salgado inclinado, (n=75).

1 Doutorando em Processos Biotecnologico e Professor da PUC-PR;
2 Professores do Departamento de Patologia Basica-UFPr;
3  Eng. Agronoma do Laboratério de Melhoramento Florestal - UFPR;
4 Departamento de Zoologia — UFPR;
5 Bolsistas da PUC-PR.
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Extragdo de DNA

Isolados destas colonias foram transferidas
para caldo BHI (infusdo de coragdo-cérebro), a 37°C
por 45 horas, de onde um volume de 6 mL, com
aproximadamente 108 células foi centrifugado, e o
pelet lavado com TRIS-EDTA (TE). O composto
CTAB foi usado para extrair o DNA total,
(DELLAPORTA et al, 1983; DOYLE ¢ DOYLE,
1987; MYLLYS et al, 1997; PEREIRA et al, 2002).
Os pellets de DNA, cuja integridade foi verificada
mediante eletroforese em gel de agarose 0,8%, foram
armazenados em TE, a temperatura de — 20°C.

Anéilise molecular - RAPD

Utilizaram-se os primers: OPJ 5
(5°CTCCATGGGG 3’); OPJ 6 (5° TCGTTCCGCA
3°); Primer 786 (5° GCGATCCCCA 3°); Primer
797 (5 AGCGTCACTG 3’) e Primer 798 (5°
TGACCCGCC 3’), baseado em trabalhos de
MYLLYS et al, (1997) e PEREIRA et al, (2002)
e OPA 2 (5° TGCCGAGCTG 3°).

As reagdes com volume de 14,9 pL,
contendo: 20ng de DNA purificado e 1,0 de Tagq
DNA polimerase, 3 mM 1-' MgCl,, 50 mM 1! KCI,
10 mM 1! Tris-Cl (pH 8,8), 200 puM de dNTP
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 0,5 mM de primer,
foram realizadas segundo PEREIRA et al, (2002) e
submetidas a 45 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 36°C
e 1 min 30 s a 72°C, com 3 min de desnaturagdo
inicial a 94 °C e 5 min de extensdo final a 72°C.

Os produtos da amplificagdo foram sub-
metidos a eletroforese em gel de agarose, 1,6%,
em TRIS -Borato-EDTA buffer, a voltagem de 114
mV. O tamanho dos fragmentos de DNA foi
determinado por marcador molecular de 100 pb.
Incluiu-se em todas amplicagdes, controle negativo
de duas linhagens referéncia e um grupo externo.

Anilise do polimorfismo

A anéalise do polimorfismo realizada por
RAPD foi verificada fenéticamente com o médodo
de “Agrupamento” (UPGMA - Unweighted pair
group method with arithmetic mean), (MEYER,
1995), utilizando coeficiente de similaridade de
Jaccard por meio do programa NTSYS, versdo 2.1
(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis
System), (Rohlf, 2000).

A consisténcia dos agrupamentos foi
verificada pelo bootstrap (FELSENSTEIN 1986
e 1993), utilizando o Software Winboot-Filipinas.

No método UPGMA, o suporte de bootstrap
foi obtido com 10.000 amostragens com reposi¢do
dos dados dos marcadores. Apenas os agrupamentos
que apresentaram valores de bootstrap maior ou
igual a 70% foram considerados consistentes.

Para testar a significdncia dos grupos
formados no método de “Agrupamento” foi
realizada AMOVA utilizando o programa
dyerlab.bio.vcu.edu — USA.

RESULTADOS

RAPD

Os seis primers utilizados geraram 108
bandas determinadas visualmente, € ao considerar
os dados clinicos, verificou-se que duas bandas
monomorficas, correspondiam a casos clinicos
e subclinicos.

O dendrograma obtido por UPGMA (figura
2), ratificou esses grupos, por apresentarem baixa
similaridade em relagdo aos demais, além do utilizado
como grupo externo. No entanto, a maioria dos
agrupamentos teve um baixo valor de bootstrap
sugerindo que, provavelmente, existissem isolados
fenéticamente intermedidrios aos grupos.

M 12 3 456 789 10111213 1415 1617181920 212223 2425 262728 2930 3132333435 3637 38 M

Figura 1 - Padrdo de amplificacdo das amostras de DNA de S.

numero 1 a 38 e marcadores de 100 pb.

aureus, mostrando as amostras de
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Figura 2 - Dendrograma mostrando a formag¢do de arvore com dois grupos de S.aureus, disseminados
em 10 populagdes de bovinos leiteiros, ressaltando a alta similaridade entre alguns deles,
porém com bootstrap muito baixos, (n = 78).
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Fig ura 3 - Dendrograma mostrando a formagdo de arvore com dois grupos de S.aureus, disseminados
em 10 populagdes de bovinos leiteiros, ressaltando a baixa similaridade entre amostras de
casos subclinicos e de fase aguda, porém com bootstrap muito altos, e significdncia de p <

0,001 (n = 18),

Dessa forma, obteve-se um novo den-
drograma, com as amostras 1,2,3,4,9,10,11,12,
31,32,42,43,53,54,59,67,68 ¢ 76, (HILLIS e
BULL, 1993; SITNIKOVA et al,1995), sem os
demais isolados. Com a exclusdo desses, do grupo
externo e de uma das linhagens referéncia, os
demais isolados se reuniram em dois grupos com
valores de bootstrap mais consistentes (figura 3),
que foram sustentados utilizando o método da
AMOVA, (p < 0,001).

DISCUSSAO

Neste trabalho a técnica de RAPD foi usada
para investigar o polimorfismo genético de 75
amostras de S. aureus, proveniente de mastite
bovina.

A analise com marcadores RAPD utilizando
o algoritmo UPGMA, (SNEATH e SOKAL,1973;
NEI e TAKEZAKI, 1994; POLLOCK e
GOLDENSTEIN, 1995), a analise bootstrap e o
teste de significdincia AMOVA, (FELSENSTEIN
1986 e 1993), sugerem a distingdo entre dois
grupos formados, pois a varidncia observada entre
eles, foi (p<0.001). Observou-se grupos associados
fortemente aos quadros subclinicos e de fase aguda
da doenga, e a idade do animal. Verificou-se nessa
analise, associagdes entre isolados origindrios da
mesma populagdo, subgrupos estes com simi-
laridade de 100% (figura 2).

As analises de isolados com maior confianga,
sustentou essa associagdo, visto que os subgrupos
com altos valores de confiabilidade (bootstrap)
(figura 3), agruparam individuos originarios dos
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mesmos rebanhos, apesar de ndo formarem grupos
distintos, em congruéncia com o UPGMA,
(SANDERSON ¢ WOJCIECHOWSKI, 2000),

Tais resultados concordaram com a
literatura, (HARTSTEIN et al, 1989; WILLIAMS
et al, 1990; PREVOST et al, 1991; KOSTEMAN
et al, 1992); KAPUR et al, 1995, PEREIRA E
SIQUEIRA JUNIOR, 1995 ¢ PEREIRA et al,
2002), a qual sugere que micro-habitats podem agir
como fonte de infec¢do para animais de populagdes
locais e que existe uma relagdo regional entre os
diversos isolados relacionados geneticamente.

A grande variabilidade genética encontrada
entre os isolados estudados, sugere uma associagdo
entre genodtipo e os rebanhos e forma de apre-
sentagdo da doenga. As andlise realizadas, reforgam
os dados obtidos por UPGMA (figura 2 e 3), pois
sugeriu que as linhagens 1,2,3,42 e 43 eram muito
diferentes das demais, agrupando-se, a parte.

Portanto, a RAPD, constitui-se em valiosa
técnica, aliada aos estudos de significdncia dos
seus dados, para tragar a origem de infecg¢des
estafilococicas do ubere bovino, e estudar-se sua
epidemiologia molecular.

O presente trabalho sugere a realizagdo
de estudos futuros para comparar essa va-
riabilidade genética a resisténcia das linhagens,
ao contrario do relatado por PEREIRA E
SIQUEIRA JUNIOR, (1995).

ABSTRACT

Staphylococcus aureus isolates, from
bovine mastitis (n = 75) and characterized by
random amplified polymorphic DNA (RAPD).
The isolates were collected from 75 quarters in
lactation during the acute phase of infection. The
aim of these studies was compare the S. aureus
isolates genetic polymorphism. The genetic
material amplified was extract from coccus by
cetiltrimetil ammonium bromide, purified by
chloroform and isoamilic alcohol and preserved
witch Tris-EDTA (TE). We use two reference
strains, one out group and a total of six primers
till de conclusions of the work. The results
demonstrate significant heterogeneity of de
strains studied about the precedence and
epidemiology by the molecular systematic
methods and the large dissemination of some
clones in different animal populations. In the
other hand the molecular methods used was
effective to contribute witch futures studies
monitoring the microorganism.
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BACTERIAS LACTICAS E MESOFILAS, LACTOSE, ACIDEZ, PH,
ATIVIDADE DE AGUA, UMIDADE E CLORETOS EM QUELJIO PRATO
ELABORADO COM LEITE SEMIDESNATADO CONCENTRADO

Cichoski, A. J.!*
Steffens, C.!
Bertoldi, C.!

RESUMO

Leite com 1,3% de gordura foi concentrado durante 20 minutos a temperatura de
50°C, em rotagdo de 170 rpm e pressdo de vacuo de —0,85 bar. Apos elaborou-se queijo
Prato e acompanhou-se o comportamento das bactérias lacticas e heterotroficas aerdbias
mesdfilas, os valores de lactose, acidez, pH, a,, umidade e cloretos durante os 60 dias de
armazenamento a 15°C e umidade relativa entre 80% a 85%. As analises microbioldgicas e
fisico-quimicas foram realizadas logo depois de elaborado o queijo e no 7°, 15°, 30°, 45° ¢
60° dia de armazenamento. O queijo elaborado com leite concentrado (teste), apresentou
valores superiores de lactose e acidez, quando comparados com os valores do queijo elaborado
com leite sem concentrar (padrdo). As contagens das bactérias lacticas e heterotroficas
aerdbias mesofilas encontradas durante o periodo de armazenamento no queijo teste, foram
menores do que as encontradas no queijo padréo. A cultura pura adicionada no queijo teste
cresceu bem, mesmo em baixos valores de umidade e a,.

Palavras-chave: acidez, bactérias lacticas, lactose, queijo Prato, leite concentrado.

1 - INTRODUCAO

O queijo Prato caracteriza-se por ser ti-
picamente brasileiro, classificando-se como quei-
jo gordo e de umidade intermediaria (42% a 45%),
apresentando caracteristicas quimicas e textura
similar ao queijo Gouda (Anvisa, 1996; Katsuda
et al.,, 1999).

Queijos elaborados com leite parcialmente
desengordurado, apresentam menor rendimento,
textura mais firme, problemas de acidez e acen-
tuado sabor amargo. Uma das alternativas para
aumentar o rendimento dos queijos produzidos a
partir do leite desnatado ¢ a pré-concentragdo a
teores de sdlidos totais mais elevados. Essa meto-
dologia apresenta um aumento do rendimento na
ordem de 8% a 20% (Cunha et al., 2002).

A retirada de 4gua do leite através da con-
centragdo a vacuo, ¢ realizada em temperaturas
baixas, obtendo-se produtos com maior rendimento,
qualidade e vida util (Blais & Boulet, 1991),
apresentando interesse tecnoldgico e econdmico
(Labuza et al., 1976).

Leite semidesnatado foi submetido a concen-
tragdo em dispositivo de ultrafiltragdo e evaporagdo
em escala de laboratério. Observou-se que a con-

centragdo por evaporagdo foi vantajosa pelo fato
de necessitar menor tempo de concentragdo, fa-
cilidade de limpeza e simplicidade de processo. Com
os concentrados confeccionou-se queijo Prato e
obteve-se um acréscimo no rendimento de 19%
para leite concentrado por ultrafiltragdo e 21,7%
ao concentrado por evaporagdo, em termos de mas-
sa de queijo comparado com queijo produzido con-
vencionalmente (Steffens et al., 2005a; Steffens
et al., 2005b).

O pH controla no queijo o tipo de fermenta-
¢do e as atividades das enzimas, diminui o seu valor
durante o periodo de maturagiio, e como conseqiién-
cia aumenta a atividade das enzimas proteases bac-
terianas e as naturais do leite (Grappin et al., 1985).
A velocidade de formagdo e a quantidade de acido
lactico produzido influenciam na qualidade do quei-
jo, na regulagdo do pH e no equilibrio i6nico, exer-
cendo agdo de inibigdo no desenvolvimento das bac-
térias patogénico potenciais (Saboya et al., 1998).

Queijo semiduro, que no processamento a
massa é lavada, atinge durante a maturagio pH
entre 5,2 e 5,3, o que € bastante apropriado para
o processo de formac¢do de olhaduras, em de-
corréncia do desenvolvimento das culturas lacticas
adicionadas (Furtado, 2002).
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A atividade de 4gua (a,) € um fator importante
na conservagdo dos queijos, sendo seu valor
influenciado pelos teores de umidade e sal. Durante o
periodo de armazenamento do queijo, ocorrem varias
alteragdes nos valores de a_, € a regido central é a que
apresenta o maior valor. Esse valor ¢ decorrente de
uma série de fendmenos fisicos complexos (drenagem,
evaporagdo da agua, difusdo do sal), fendmenos qui-
micos (interagdes entre o substrato e cloreto de sddio)
e fendmenos bioquimicos (protedlise, lipodlise e gli-
cdlise) (Sarantopoulos et al., 2001).

No queijo a agdo das enzimas endopep-
tidases e exopeptidases, produzidas pelas culturas
lacticas, liberam os aminoacidos e os peptideos,
que contribuem para o aumento da fragdo protéica
soluvel, fendmeno conhecido como protedlise
secundaria (Grappin ef al., 1985). A participagio
desta fracdo solivel no desenvolvimento do “fla-
vor” é conhecida, acreditando-se que ela seja o
precursor do “flavor” e também responsavel pelo
desenvolvimento do sabor amargo (Mc. Gugan &
Larmond, 1977).

Uma grande variedade de microrganismos
estdo envolvidos na maturagdo dos queijos, onde a
contagem total geralmente excede a 102 UFC/g. Os
principais grupos de bactérias presentes no processo
de maturagdo sdo os Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptococcus e Propionibacteriun, (Sbampato et
al., 1998), crescendo a maioria entre 20°C e 25°C
(Perry, 2004).

Grande parte das bactérias patogénicas cres-
ce em a_ maior que 0,91 demonstrando assim sua
fungdo seletiva. A umidade relativa dentro da ca-
mara de matura¢do é importante para nido favore-
cer os microrganismos indesejaveis e desfavorecer
microrganismos desejaveis. Umidades relativas
entre 90% e 95% favorecem a maturagdo do queijo
pela microbiota superficial, enquanto que umidades
relativas entre 80% e 85% favorecem a maturagdo
interna (Ferreira, 2004).

Tendo em vista que a maioria dos trabalhos
que tratam de queijo elaborado com leite concen-
trado relatam somente a vantagem do aumento
no rendimento e sua composi¢do centesimal, esse
trabalho teve como objetivo acompanhar o com-
portamento das bactérias lacticas e heterotrofica
mesoéfilas aerobias, e os valores de lactose, acidez,
PH, a_, umidade e cloretos, em queijo Prato, ela-
borado com leite semidesnatado concentrado, ar-
mazenado durante 60 dias a 15°C.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 - Materiais
2.1.1 - Matéria-prima e evaporador

Utilizou-se leite pasteurizado com 1,3% de

gordura, o qual foi concentrado no evaporador
Stephan Geiger, modelo UMMSK-12, constituido
por uma cuba com capacidade maxima de 6 litros
de leite.

2.2 - Métodos
2.2.1 - Concentrag¢do do leite

Cingiienta litros de leite foram submetidos
a concentragdo a temperatura de 50°C, durante
20 minutos, em rotagdo de 170 rpm e pressdo de
vacuo de —0,85 bar, obtendo-se 25 litros de leite
concentrado. Concentraram-se 3 litros de cada
vez, logo foram efetuadas 16 concentragdes,
transcorrendo essas concentragdes em 8 horas
continuas. Apds cada concentragdo, resfriou-se o
leite rapidamente a temperatura de 4°C, que per-
maneceu em tanque inox com agitagdo constante
até a elaboragdo do queijo.

2.2.2 - Elaboragdo do queijo Prato com
leite concentrado (queijo teste)

O leite concentrado (25 litros) foi aquecido a
37,5°C, e posteriormente foram adicionados 175 g
de proteinas lacteas (Dairy Pro, Germinal), com a
finalidade de melhorar a textura, uma vez que foi
retirada grande parte da gordura do leite, 32 mL de
coalho (Hé-La), 20 mL da solugdo de cloreto de
calcio a 40%, e 0,2 g de cultura iniciadora do tipo
Streptococcus termdfilos e Lactobacillus lactis
subsp. lactis e Lactobacillus lactis subsp. cremoris
(Lyofast CMS 0.19, Germinal). O come¢o da
coagulagdo ocorreu ap6s 4 minutos da adigdo do
coalho e continuou durante 11 minutos. Procedeu-
se entdo o corte da coalhada até atingir o tamanho
de grio de arroz, e posteriormente a retirada do
soro (17 litros). A massa obtida ndo foi lavada,
sendo colocada numa bandeja e pesada. Sobre essa
massa dentro da bandeja efetuou-se a pré-pren-
sagem durante 15 minutos, utilizando como pres-
sdo, duas vezes o peso da massa obtida. Passado
esse tempo foi adicionado o sal na massa, na
proporgdo de 2%, a qual foi colocada em formas
(11,5 cm comprimento; 6,8 cm largura; 7,5 cm de
altura), e posteriormente levadas a prensa hidraulica
para a primeira prensagem em pressdo de 201b/
pol? durante 60 minutos. Transcorrido o tempo
inverteu-se os queijos dentro das formas, e na
prensa as formas. Iniciou-se a segunda prensagem
em pressdo de 301b/pol? durante 120 minutos.
Retiraram-se os queijos das formas, os quais foram
levados a cimara de maturagio (MENONCIN)
onde permaneceram durante 60 dias. Os queijos
ndo foram embalados a vdcuo e permaneceram os
dois primeiros dias a 15°C entre 85% e 90% umidade
relativa, nos 58 dias restantes permaneceram na
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mesma temperatura mas entre 80% e 85%. A
umidade relativa da cimara oscilou bastante a qual
promoveu acentuada desidratagdo no queijo.

2.2.3 - Elaborac¢do do queijo Prato com
leite sem concentrar (padrdo).

O leite ndo concentrado (50 litros) foi aque-
cido a 37,5°C, e entdo se adicionou 350g de pro-
teinas lacteas (Dairy Pro, Germinal), 32 mL de
coalho (Ha-La), 40 mL da solugdo de cloreto de
célcio a 40%, e 0,4g de cultura iniciadora do tipo
do tipo Streptococcus termdfilos e Lactobacillus
lactis subsp. lactis e Lactobacillus lactis subsp.
cremoris (Lyofast CMS 0.19, Germinal). A coagu-
lagdo comegou apds 15 minutos da adigdo do coa-
lho e continuou durante 11 minutos. Entdo proce-
deu ao corte da coalhada até atingir o tamanho de
grao de arroz, retirou-se o soro (41 litros). Os
demais procedimentos foram os mesmos empre-
gados na elaboragdo do queijo teste.

O queijo teste e padrdo diferiram nas quanti-
dades adicionadas de cultura pura, proteina lactea e
solugdo de cloreto de calcio a 40 %, onde no queijo
teste foi adicionada a metade. Isso ocorreu devido
o leite concentrado apresentar maior teor de protei-
nas (principalmente do soro) e minerais como ¢é
apresentado na Tabela 1. A razdo pela qual o queijo
teste apresentou menor quantidade decultura pura,
é que ocorreu um engano na hora de pesar.

Tabela 1 - Composi¢do centesimal do leite ndo
concentrado e do leite concentrado.

Composi¢do R Leite
centesimal Leite concentrado
Umidade (%) 90,86 81,00
Lactose (%) 2,13 4,01
Proteina (%) 4,03 8,84
Gordura (%) 1,30 2,70
Cinzas (%) 0,68 1,76

2.3 - Anadlises microbioldégicas e fisico-
quimicas

As analises microbiologicas e fisico-
quimicas foram realizadas logo apds a segunda
prensagem (zero dia) e no 7°, 15°, 30°, 45° e 60°
dia de armazenamento.

2.3.1 - Microbiologicas

Bactérias heterotrificas aerdbias mesdfilas

A técnica de semeadura utilizada foi a de
profundidade (Pour-plate) utilizando Plate Count
Agar (PCA), sendo incubadas a 32°C durante 48
horas (Silva et al., 1997).

EPAMIG

Empresa de Pesquise Agropecuerio de Minos Gerais

Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Instituto de Laticinios Candido Tostes

Bactérias ldcticas

A técnica de semeadura utilizada foi a de
profundidade com sobrecamada, utilizando Agar
de Man, Rogosa, Sharpe (MRS), sendo incubadas
a 30°C durante 72 horas, com pré-leitura em 48
hosras (Silva et al., 1997).

2.3.2 - Fisico-Quimicas

O pH, proteinas, lipidios, cinzas, cloretos,
umidade, lactose e acidez titulavel (% écido
lactico), foram determinados conforme metodo-
logia descrita pelo IAL (1985).

A atividade de 4dgua foi determinada a
temperatura de 22°C conforme procedimento
padrdo do aparelho Aqualad CX-2 Water Activity
— System.

2.4 - Andlises Estatisticas

Os queijos teste e padrdo foram elaborados
duas vezes e todas as analises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram analisados estatisti-
camente através de cdlculos de média, desvio padrio,
analise de varidncia e teste de Tukey com signi-
ficdncia ao nivel de 5% (p<0,05) (Campos, 1983).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Analises microbiolégicas
Bactérias ldcticas
Na Figura 1 sdo apresentados as contagens
obtidas das bactérias lacticas no queijo teste e padrdo

logo apds sua elaboragdo e durante periodo de 60
dias de armazenamento a temperatura de 15°C.

85
Py —%—Queijo Teste
. —8-Queijo Padrao
o 757
& .}
e 77
€ 654
- " E
61
55 T T T T
0 7 15 30 45 60
Dias de-armazenamento

Figura 1 - Valores médios das contagens das bac-
térias lacticas obtidas nos queijos
teste e padrdo durante o periodo de
60 dias de armazenamento a tempe-
ratura de 15°C.

Quando do corte da coalhada as bactérias
lacticas ficam retidas nos cubos formados, sendo
influenciada sua presenga pelo grau de dessoragem
parcial da massa (Furtado, 2005). Como no queijo
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teste ocorreu pouca retirada de soro (17 litros),
quando do corte da coalhada, a perda de bactérias
lacticas foi menor do que ocorreu no queijo padriao
onde foram retirados 41 litros de soro. Sendo esse
o motivo pelo qual inicialmente o queijo teste
apresentou contagens maiores de bactérias lacticas
do que o queijo padrdo (Figura 1).

Diversos fatores estio relacionados com o
crescimento bacteriano durante o armazenamento
do queijo, destacando-se o pH, a umidade € a a,
(Nascimento et al., 2001). Do 15° dia em diante
0 queijo teste apresentou contagens de bactérias
lacticas inferiores as encontradas no queijo padrio,
mas ndo ocorreu diferenga significativa em todos
os dias analisados (Figura 1). Mesmo sendo meno-
res essas contagens, demonstram que ocorreu um
bom desenvolvimento da cultura pura, pois foi
adicionado a metade da quantidade, e os valores
de umidade encontrados no queijo teste foram me-
nores e significativos durante todo o periodo de
armazenamento, (Figura 4), assim como os valores
de a, que também foram menores, mas significa-
tivos no 45° e 60° dia (Tabela 3).

Bactérias heterotroficas aerobias mesdfilas

Na Figura 2 s@o apresentados as contagens
obtidas das bactérias heterotréficas aerébias me-
sofilas no queijo teste e padrdo logo apos sua ela-
boragdo e durante periodo de 60 dias de arma-
zenamento a temperatura de 15°C.

9
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85 =8 Queijo Padrao
o 81
2
£ 751
s 7
o
-1 65
65
55 v - T -
0 7 15 30 45 60
Dias de armazenamento

Figura 2 - Contagens das bactérias mesodfilas ae-
rébias obtidas nos queijos teste e padrdo
durante o periodo de 60 dias de arma-
zenamento a temperatura de 15°C.

Novamente no queijo teste ocorreu menor
desenvolvimento de bactérias, mas ndo houve di-
ferenga significativa durante todo o periodo de
maturagdo nas contagens obtidas das bactérias he-
terotroficas aerdbias mesofilas entre o queijo teste
e padrdo (Figura 2).

Queijo prato com umidade de 44% depois
de sua saida da salmoura apresentou contagem de
bactérias heterotréficas aerébias meséfilas de log,,
7,17 UFC/g (Gollo et al., 2003), o queijo teste do
7° dia em diante apresentou contagens de bactérias

heterotroficas aerdbias meséfilas maiores do que
log,, 7,17 UFC/g em valores de umidade menores
do que 44% (Figura 4). Estes resultados demons-
traram a influencia do grau de dessoragem parcial
ocorrido na massa (Furtado, 2005), o qual propor-
cionou no queijo teste maior retengdo de bactérias
na coalhada, e essas encontraram condigdes para
desenvolverem-se.

3.2 - Analises fisico-quimicas

Lactose

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados
das andlises de lactose (% base seca) obtidos no
queijo teste e padrdo logo apds sua elaboragdo e
durante periodo de 60 dias de armazenamento a
temperatura de 15°C.

%
'g g, B Queijo Teste
b ﬁ' B QuejjoPadrio
@ 3!
8 3
S
S 3
! 1
g
388

-0,21

0 7 15 30 45 60
Dias de armazenamento

Figura 3 - Valores de lactose (% base seca), ob-
tidos nos queijos teste e padrdo apds
sua elaboragdo e durante periodo de
60 dias de armazenamento a tempe-
ratura de 15°C.

As amostras do queijo teste apresentaram
maior quantidade de lactose em todos os dias anali-
sados, em relagdo as amostras do queijo padréo (Fi-
gura 3), e todos os valores apresentaram diferengas
significativas (p<0,05). Essa maior quantidade de
lactose é decorrente da concentragdo do leite (Ta-
bela 1), somada a menor saida de soro da massa,
pois a massa ndo foi lavada apds a retirada do soro.

Acidez

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores de
acidez (acido lactico anidro), obtidos nos queijos
teste e padrdo logo apds sua elaboragdo e durante
periodo de 60 dias de armazenamento a tempe-
ratura de 15°C.

Com o decorrer do tempo de armaze-
namento, ocorreu aumento na acidez nos queijos
teste e padrdo. No 45° e no 60°dia de maturagdo
os valores numéricos de acidez do queijo teste
foram maiores do que no queijo padrio,
apresentando em ambos os dias analisados
diferenc¢a significativa (Tabela 2). Essa maior
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acidez encontrada no queijo teste do 45° dia em
diante, estaria relacionada com a maior quantidade
de lactose (Figura 3) e o bom desenvolvimento
das bactérias lacticas (Figura 1).

Queijo Prato elaborado com leite ultra-
filtrado, apresentou acidez de 0,71% no 10° dia
de armazenamento a 7°C (Narimatsu et al., 2002).
O queijo teste no 7° dia e no 15° dia de arma-
zenamento apresentou valor de acidez maior do
que 0,71% (Tabela 2). Essa maior acidez
encontrada em menor espago de tempo, seria
decorrente da temperatura de armazenamento
empregada que foi o dobro (15°C) e a cultura pura
adicionada que se caracteriza por apresentar boa
capacidade de desdobrar a lactose em acido lactico.

pH

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de
pH obtidos no queijo teste e padrdo logo apds sua
elaboragdo e durante periodo de 60 dias de
armazenamento a temperatura de 15°C.

O queijo teste apresentou valores de pH
maiores do que o queijo padrdo, logo depois de
elaborado apresentando diferenga significativa e
no 30°dia de armazenamento sem diferenga
significativa (Tabela 3).

O declinio do pH durante o periodo de
armazenamento esta relacionado com a trans-
formagdo da lactose em acido lactico, pela flora

presente no queijo (Minussi ef al., 1995). No
queijo teste e padrdo foram observados essa
transformagdo, uma vez que ocorreu declinio do
pH (Tabela 3) e diminuiram os valores de lactose
(Figura 3). No 60° dia de armazenamento essa
transformagédo ficou bem caracteriza no queijo
teste pois o valor de pH foi menor (Tabela 3), a
acidez maior (Tabela 2) e a quantidade de lactose
entre o 45° e 60° dia diminui (Figura 3).

Umidade

Na Figura 4 si3o apresentados os valores de
umidade (%) obtidos no queijo teste e padrdo logo
apds sua elaboragdo e durante periodo de 60 dias
de armazenamento a temperatura de 15°C.

Queijo Teste
B Queijo Padrao

Umidade (%)

0 7 15 30 45 60

Dias de armazenamento

Figura 4 - Valores de umidade obtidos nos queijos
teste e padrdo durante o periodo de
60 dias de armazenamento a tempe-
ratura de 15°C.

Tabela 2 - Valores de acidez (em acido lactico anidro) nos queijos teste e padrdo logo apds a sua
elaboragdo e durante periodo de 60 dias de armazenamento a temperatura de 15°C.

Dias de armazenamento

Acidez (%) Zero

70
Queijo teste 0,16° 0,782

15° 30° 45° 60°
0,84 ¢ 1,13°® 2,322 3,36

(£0,04) (£0,35) (£0,35) (£0,17) (£0,16) (0,69)

Queijo padrido 0,30° 0,90°

1,20® 1,61°* 1,75° 2,52

(£0,13) (£0,61) (£0,63) (£0,13) (£0,33) (+0,37)
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Em todos os dias analisados o queijo teste
apresentou menor conteido de umidade em rela-
¢do ao queijo padrdo, ocorrendo diferenga signi-
ficativa em todos os dias analisados (Figura 2).
Esse menor valor apresentado pelo queijo teste
logo apos sua elaboragdo, é conseqiiéncia do pro-
cesso de concentragdo que o leite foi submetido.

Em decorréncia das pegas do queijo padrio
e teste serem pequenas (664g massa, 11,5 cm
comprimento, 6,8 cm largura e 7,5 cm de altura)
e nido serem embaladas a vacuo, no 15° dia de
armazenamento o valor de umidade do queijo teste
foi de 34,68% (Figura 4). Esse valor é inferior
aos valores médios encontrados por FURTADO
& LOURENCO (1994), em queijo Prato brasileiro
que variaram de 42% a 44%.

O queijo pode ser classificado de acordo com
seu conteido de umidade em : baixa umidade
(umidade até 35,9%), média umidade (entre 36% a
45,9%), e queijo de alta umidade (entre 46% a
54,9%), conforme regulamento técnico de iden-
tidade e qualidade para produtos lacteos (ANVISA,
1996). O queijo teste logo apos sua elaboragdo seria
classificado como de alta umidade (52,10%), no 7°
dia de armazenamento de média umidade (42,78%),
e do 15° dia em diante de baixa umidade (34,68%).

Atividade de agua (a ).

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores de

a_, obtidos no queijo teste e padrdo logo apés sua
elaboragdo e durante o periodo de 60 dias de
armazenamento a temperatura de 15°C.

O queijo teste apresentou valores de a,
menores, em relagdo as encontradas no queijo
padrdo em todos os dias analisados, mas ocorreu
diferenga significativa na analise realizada logo
apos elaborado o queijo, no 45° e no 60° dia de
armazenamento (Tabela 4).

A maioria dos queijos apos sua elaboragdo
apresenta valores de a, entre 0,94 e 0,98
(Westergaard, 1994). O queijo teste apds sua
elaboragdo e no 7° e 15° dia de armazenamento
apresentou valores de a, dentro faixa da maioria
dos queijos, mesmo apresentando menor contetido
de umidade (Figura 4). Do 30° dia em diante os
valores de a, diminuiram e ficaram abaixo 0,94,
decorrente da desidratagdo ocorrida no queijo
dentro da cdmara.

Em queijos o valor minimo de a, requerido
para o desenvolvimento das bactérias ¢ 0,90 e
0,91 com excegdo do Staphylococcus aureus cujo
valor é de 0,86 (Peresi et al.,, 2001). No 30° dia
de armazenamento o queijo teste apresentou valor
de a, 0,89 que inibiria o desenvolvimento da
maioria das bactérias. Importante salientar que
em baixos valores de a, (Tabela 4) encontrados do
30°dia em diante e umidade do 15° dia em diante
(Figura 4) no queijo teste, a cultura pura adicionada
se desenvolveu.

Tabela 4 - Valores de a, obtidos no queijo teste € no queijo padrdo logo apés sua elaboragdo e durante
periodo de 60 dias de armazenamento a temperatura de 15°C.

Dias de armazenamento

a, Zero 7° 15° 30° 45° 60°

Queijo teste 0,98°? 0,95 ¢ 0,94 ° 0,89 ® 0,88% 0,86°
(£0,01)  (£0,01) (£0,01) (£0,02) (£0,01) (0,01)

Queijo padrio 099° 0,96° 0095° 0092° 0,91°  0,90°
(£0,01) (£0,01) (£0,01) (20,01) (£0,01) (+0,01)

NOTA: *°® sio analisados na vertical e letras diferentes apresentam diferenga significativa ao nivel de

. ob . . . e .. . .
NOTA: sdo analisados na vertical e letras diferentes apresentam diferenga significativa ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

5% pelo teste de Tukey.

Tabela 5 - Valores médios de cloretos (%) encontrados no queijo teste e padrdo durante periodo de

Tabela 3 - Valores de pH obtidos nos queijos teste e padrdo logo apds sua elaboragdo e durante os 60 dias armazenamento de 60 dias a temperatura de 15°C.

de armazenamento a 15°C.

Dias de armazenamento
Cloretos (%) Zero 7° 15° 30° 45° 60°

Dias de armazenamento
PH Zero 7° 15° 30° 45° 60°

Queijo teste 6,74° 599° 58° 575° 565° 5500 Queijo teste Lots - 2,00%  2,03°  2,23°  2,28°  2,31°
(£0,23) (£0,23) (£0,21) (£0,34) (£0,34) (£0,12) 3 (+0,01)  (x0,02) (x0,03) (x0,01) (+0,04)  (0,01)

Queijo padrio 6485 619% 588° 574%  566°  561° Queijo padrio Ls1b o 1780 0 1,96° - 2,49° - 2,850 - 2,90°
’ : ’ ’ ’ ’ (£0,06) (£0,01) (£0,03) (£0,04) (£0,11) (£0,28)

(£0,31) (*0,39) (£0,06) (£0,05) (+0,04) (0,07)

NOTA: *°® sio analisados na vertical e letras diferentes apresentam diferenga significativa ao nivel de

NOTA: ®® sio analisados na vertical e letras diferentes apresentam diferenca significativa ao nivel de
P ca sig 5% pelo teste de Tukey.

5% pelo teste de Tukey.
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Cloretos

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de
cloretos obtidos no queijo teste e padrdo logo
ap6s sua elaboragido e durante periodo de 60 dias
de maturagdo a temperatura de 15°C.

Os valores de cloretos nas amostras do
queijo teste variaram de 1,91% a 2,31%, durante
o periodo de maturagio (Tabela 5). O queijo teste
apresentou menores valores de cloretos, em
relagdo ao queijo padrdo, ndo ocorrendo diferenga
significativa somente no 15° dia. Essa diferenca
ocorreu em virtude da ndo correta homo-
geneizagdo do sal na massa quando foi adicionado
apoOs a pré- prensagem, pois os queijos ndo foram
colocados em salmoura.

Queijo prato elaborado com leite integral
colocado em salmoura, no 30° de armazenamento,
apresentou valor de cloretos entre 1,6% a 1,9%
(Furtado & Lourengo Neto, 1994). Somente apds
sua elaboragio (zero dia), o queijo teste apresentou
valor de cloretos dentro da faixa de 1,6% a 1,9%,
do 7° dia em diante os valores foram superiores,
em decorréncia da desidratagdo ocorrida no queijo
teste, durante o periodo de armazenamento.

4 CONCLUSOES

O queijo elaborado com leite concentrado,
apresentou contagens de bactérias laticas menores
do que a do queijo elaborado com leite sem concentrar,
em decorréncia de se ter inoculado a metade da quan-
tidade, porém ndo ocorreu diferenga significativa em
todos os dias. Isto demonstra que o queijo elaborado
com leite concentrado apresenta boas condi¢des para
o desenvolvimento de bactérias lacticas.

O queijo elaborado com leite concentrado,
apresentou maior teor de lactose durante todo o
periodo de armazenamento, em relagdo ao queijo
elaborado com leite sem concentrar.

Somente no 60° dia de armazenamento o
queijo elaborado com leite concentrado, apresentou
valor de pH significativamente menor, em relagéo
ao queijo elaborado com leite sem concentrar.

No 45° e no 60° dia de armazenamento, o
queijo elaborado com leite concentrado, apre-
sentou maior valor de acidez do que o queijo
elaborado com leite sem concentrar, sendo
significativos esses valores.

Durante todo o periodo de armazenamento,
o queijo elaborado com leite concentrado
apresentou teores de umidade menores e signifi-
cativos, em relac¢do aos teores apresentados pelo
queijo elaborado com leite sem concentrar.

Do 30° dia de armazenamento em diante, o
queijo elaborado com leite concentrado apresentou
valores de a, menores, ao valor minimo necessario
para desenvolvimento de bactérias.

Instituto de Laticinios Candido Tostes
1

SUMMARY

Lactic and mesophilic bacteria, lactose,
acidity, pH, water activity, moisture and chloride
in Prato cheese elaborated with reduced fat
content and concentrated milk

Milk with 1,3% of fat was concentrated
for 20 minutes the temperature of 50°C, on
rotation of 170 rpm and pressure of vacuum of -
0,85 bar. After Prato cheese it was elaborated
and it was accompanied the behavior of the lactic
bacteria and mesophilic aerobe heterotrophic,
the lactose, acidity, pH, a , moisture and chloride
values during the 60 days of storage to 15°C and
relative humidity among 80% to 85%. The
microbial and physico-chemical analyses were
accomplished just after having elaborated the
cheese and in the 7°, 15°, 30°, 45° and 60° day
of storage. The cheese elaborated with
concentrated milk (tests), it presented superior
values of lactose and acidity, when compared
with the values of the cheese elaborated with
milk without concentrating (control). The
countings of the lactic bacteria and mesophilic
aerobe heterotrophic found during the storage
period in the cheese test, they were smaller than
found them in the cheese control. The pure culture
added in the cheese test grew well, even in low
moisture and a, values.

Keywords: acidity, lactic bacteria, lactose,
Prato cheese, concentrated milk
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BIODISPONIBILIDADE E ESTABILIDADE DO LEITE EM PO
ENRIQUECIDO COM FERRO

Biovailability and stability of iron enriched dry milk

José Carlos Gomes'

Fabricia Queiroz Mendes

2

Concei¢do Angelina dos Santos’

RESUMO

O leite em po foi enriquecido com duas fontes diferentes de ferro: sulfato ferroso e
ferro aminodcido quelato. As fontes de ferro foram adicionadas antes e apés a secagem do
leite. Ao leite tipo pasteurizado adicionou-se 1,5 mg de ferro por 100 mL de leite, seguido
de concentragdo até redugdo de 50 % do volume e secagem em spray-dryer. Ao leite em po
foram adicionados 12 mg de ferro por 100 g de leite em pd, de forma que apds reconstituicéo,
100 mL do produto pronto para consumo fornega 1,5 mg de ferro, equivalente a 15 % das
recomendagdes didrias para criangas. Estudou-se as caracteristicas fisico-quimicas, a
estabilidade oxidativa e a biodisponibilidade das fontes de ferro. A estabilidade oxidativa foi
avaliada pelo indice de 4cido tiobarbitirico (TBA). A biodisponibilidade do ferro foi avaliada
pelo método in vitro baseado na solubilidade do ferro em pH 7,5 apds digestdo com pepsina.
Quanto a forma de enriquecimento, ndo houve diferenca entre as caracteristicas estudadas.
Ambos os processos mostraram-se simples e de facil execugdo. Ndo houve diferenga entre
as duas fontes de ferro nas caracteristicas de acidez, umidade, teores de lipidios, proteinas,
lactose, cinzas e sedimentos. A estabilidade oxidativa do leite enriquecido foi maior quando
se utilizou ferro aminodcido quelato e ambas as fontes diferiram do controle. O ferro
aminoacido quelato apresentou maior biodisponibilidade in vitro (31,81 %) que o sulfato
ferroso (17,41 %). A biodisponibilidade in vivo foi de 15,45 % para o ferro aminoécido
quelato e de 8,66 % para o sulfato ferroso. O ferro aminoacido quelato mostrou ter melhor
estabilidade oxidativa e melhor biodisponibilidade comparado com o sulfato. ferroso, sendo

uma boa fonte para o enriquecimento do leite em po.

I - INTRODUCAO

A deficiéncia de ferro é caracterizada pela
diminui¢do da quantidade de ferro no organismo e
ocorre quando o fornecimento deste mineral ¢
insuficiente para suprir as necessidades metabdlicas.
Manifesta-se em trés estdgios: no primeiro estagio
ha diminuigdo das reservas de ferro; no segundo ha
um declinio no teor de ferro sérico e no terceiro
estagio instala-se a anemia.

A anemia é caracterizada pela deficiéncia
no tamanho ou no nimero de glébulos vermelhos
ou na quantidade de hemoglobina que elas contém,
trazendo como conseqiiéncia a limitagdo das
trocas de oxigénio e gas carbdnico entre o sangue
e as outras células do nosso corpo.

—_

A anemia ferropriva, decorrente da
deficiéncia alimentar de ferro, é a mais comum
das caréncias nutricionais, atingindo quase dois
bilhdes de pessoas em todo o mundo, correspon-
dendo a aproximadamente 36 % da populagéo
mundial (LIMA et al., 2004). As criangas, nos
primeiros anos de vida, e as gestantes constituem
os grupos mais vulnerdveis a anemia
(BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

No Brasil, a anemia ferropriva é reconhecida
como um problema de saiide publica havendo
recomendagdes para o enriquecimento de
allimentos com ferro ao lado de outras orientagdes
(Brasil, 1999)

O ferro ¢ o segundo metal mais abundante na
crosta terrestre, existindo em dois estados de valéncia:
ferroso (Fe*?) e férrico (Fe*?*) (FAIRWEATHER-
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TAIT, 1995a). Apresenta massa atdmica de 55,847
g/mol. E essencial para todas as formas vivas, com
excegdo de certas bactérias do género Lactobacillus
e Bacillus. Nesses organismos, as fungdes do ferro
sio desempenhadas por outros minerais, como
manganés e cobalto (BEARD et al., 1996).

A capacidade do organismo em excretar o
ferro é extremamente limitada, sendo a absorgdo
controlada a fim de evitar o excesso, pois tanto
um suprimento inadequado como o aciimulo deste
nutriente € prejudicial ao organismo. Este recurso
homeostatico também opera em sentido contrario,
aumentando a eficiéncia da absorg¢do nos casos de
escassez ou de necessidades aumentadas.

Além da absor¢do controlada, ainda temos
em diversas matrizes alimentares inibidores de
absorgio.

Entre os inibidores da absorg¢do estdo os
polifenois, fitatos, fosfatos e oxalatos. Os
polifendis sdo metabolitos secundarios de origem
vegetal, ricos em grupos hidroxil fendlicos que
formam complexos insoliveis com ferro.
Polifendis de alto peso molecular, os taninos,
presentes no chd e no café, sdo os maiores
inibidores da absor¢do de ferro dos alimentos. O
cdlcio, em pequenas quantidades, parece aumentar
a absorgdo de ferro, mas grandes quantidades inibem
a absorgdo. Os fosfatos, ligados ou ndo a proteinas,
formam complexos insoluveis com ferro e sdo os
principais responsaveis pela baixa biodisponi-
bilidade do ferro dos ovos, leite e derivados. Os
fitatos, presentes em muitos cereais, inibem a
absor¢do do ferro ndo-heme da dieta através da
formacdo de complexo insoluvel de fitato di e
tetra-férrico.

O ferro heme € prontamente absorvido pela
mucosa intestinal com subseqiiente liberagdo do
ferro dentro das células da mucosa (PINEDA et
al., 1994) e seu nivel de absorgdo é pouco
influenciado pelas reservas orginicas de ferro ou
por outros constituintes da dieta.

Os constituintes da dieta que interferem na
biodisponibilidade do ferro ndo-heme podem ser
classificados em estimuladores e inibidores da
absorgdo de ferro. Entre os fatores estimuladores
da dieta estdo as carnes e os acidos organicos como
o citrico, malico, tartarico, latico e, prin-
cipalmente, o acido ascorbico. O efeito da carne
como estimulador relaciona-se especificamente a
proteina muscular. O mecanismo ndo foi
completamente esclarecido, mas pode estar
relacionado a liberagdo de cisteina e de peptidios
com cisteina durante o processo de digestdo,
formando quelatos peptidio-ferro de facil absorgio.
O 4cido ascérbico converte o ferro férrico em
ferroso, tornando-o soliivel no meio alcalino do
intestino delgado. Além disso, no pH 4cido do
estdmago, o acido ascérbico forma um quelato com
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o cloreto férrico, que permanece estavel em pH
alcalino. A suplementagdo com acido ascérbico tem
sido sugerida para melhorar a biodisponibilidade de
ferro da dieta e aumentar as reservas organicas de
ferro em mulheres em idade reprodutiva
(CARDOSO & PENTEADO, 1994).

No Brasil, os estudos sobre anemia ndo sdo
muitos e a maioria deles refere-se a grupos
populacionais restritos. Os resultados encontrados
permitem supor a existéncia de elevada prevaléncia
no Brasil (BUONGERMINO SOUZA et al., 1997).

No municipio de Vigosa, MG, SILVA (2003),
em estudos com lactentes, verificou uma
freqiiéncia de 57,2 % de anemia ferropriva no
primeiro ano de vida, entre os anémicos, 39,9 %
foram considerados de anemia grave. MIRANDA
et al. (2003), estudando criangas de 12 meses a
60 meses, registraram prevaléncia de 63,2 % de
anemia e 43,5 % de anemia grave.

Um processo eficaz de aumentar a oferta
de ferro na alimentag@o é através do enrique-
cimento dos alimentos. A caréncia de iodo na
populagdo foi solucionada pela adigdo de iodo ao
sal, regulamentado pelas leis n° 6150 (Brasil, 1974)
e n° 9005 (Brasil, 1995) que estabelecem a
obrigatoriedade da adi¢do deste nutriente. Quanto
a deficiéncia de ferro, os primeiros passos ja
foram tomados. A Resolu¢io RDC n° 344 da
ANVISA, de 13 de dezembro de 2002 (Brasil,
2002) estabelece a obrigatoriedade da adigdo de
ferro e dcido f6lico as farinhas.

Por outro lado, problemas relacionados a
absor¢do e ao metabolismo de calcio constitui
também um dos grandes problemas de saude
publica no mercado, sendo undnime entre os
profissionais da 4rea de saide a dificilmente
atinge-se a recomendagdo de cdlcio na ali-
mentagdo sem a inclusdo de leite e seus derivados
na dieta (Allen e Wood, 1994) devido, prin-
cipalmente, ao aspecto qualitativo, isto é, devido
a alta biodisponibilidade de calcio nestes
alimentos (Mahan e Arlin, 1998). Sendo assim,
o leite é uma matriz alimentar de grande
importancia para fortificagdes, pois além de
suprir calcio, vitaminas, proteinas de boa
qualidade, energia e outros minerais tem ex-
celente aceitagdo em todas as faixas etarias; ndo
sendo recomendado apenas em situagdes clinicas
adversas.

Deste modo, escolheu-se o leite para adi¢do
de sais de ferro com o objetivo de aumentar o
suprimento deste mineral na alimentagdo.
Verificou-se, para efeitos préticos, a biodispo-
nibilidade do ferro e a estabilidade do leite
desidratado. No Brasil, os niveis de ferro e outros
nutrientes em alimentos sdo regulamentados pela
Resolugdo RDC n° 269 de 22 de setembro de 2005
(Brasil, 2005).
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2 - MATERIAL E METODOS
2.1 - Preparo das amostras

Duas fontes de ferro foram adicionadas ao

leite: ferro quelato (Albion Laboratories, Inc..

Clearfield-Utah-USA) e sulfato ferroso hepta-
hidratado, FeSO,.7H,0, (Vetec Com. & Repr. Rio
de Janeiro-BR), ambos contendo 20 % de ferro.
Para facilitar os processos de pesagem e mistura,
foi preparada uma pré-mistura da fonte de ferro
em leite em po, na propor¢do de uma parte da
fonte de ferro para 20 partes de pré-mistura.
Assim, cada grama de pré-mistura elaborada
contém 0,01 g de ferro.

As duas fontes de ferro foram adicionadas
ao leite antes e apds a secagem. O leite em pd
sem adi¢do de ferro foi tomado como referéncia,
totalizando cinco tratamentos. Todos os trata-
mentos foram preparados em trés repeti¢des.

Para os tratamentos nos quais o ferro foi
adicionado apds a secagem (Figura 2), foi
adicionado ao leite em pé comercial 12 mg de
ferro para 100 g de amostra, de forma que, apds
reconstitui¢do, na propor¢do de 26 g de leite em
po para 200 mL de agua, de modo que cada 100
mL do produto pronto para consumo forneca 1,5
mg de ferro, equivalente a 15 % da IDR de
referéncia para criangas.

Para os tratamentos nos quais o ferro foi
adicionado antes da secagem,utilizou-se o leite
tipo C ja pasteurizado, proveniente do Laticinio—
Escola da FUNARBE/UFV, 1,5 mg de ferro para
100 mL de leite. As amostras foram concentradas
até reducdo de 50 % do volume e desidratadas em
Spray-dryer (Mini spray-dryer, Biichi Switzerland,
B-191), com temperatura de entrada do ar em
torno de 180 °C + 1 °C e temperatura de saida em
torno de a 80 °C £ 1 °C.

Todas as amostras foram armazenadas em
recipientes de plastico (polipropileno) revestido
com papel aluminio e mantidas ao abrigo da luz. A
tabela 1 resume os processos aplicados bem como
as fontes de ferro.

2.2 - Analises fisico-quimicas

A reconstituigdo do produto foi feita

Tabela 1 - Resumo dos tratamentos aplicados.

diluindo 1 g do leite em p6 em 7 g de agua. A
acidez titulavel do leite em po, expressa em acido
latico, foi determinada titulando-se 1 g de amostra
diluida em 7 g de agua com uma solugdo
dehidroxidode s6dio 0,1 N, utilizando fenolfta-
leina como indicador. O teor de umidade foi
determinado através de secagem em estufa a 95
°C até peso constante.

O teor de lipidios foi analisado com o uso
do butirémetro de Teichert, conforme descrito
por SILVA et al. (1997). O método baseia-se na
separagdo e quantificagdo da gordura por meio do
tratamento de 2,5 g de amostra, apds completa
dissolugdo em 10 mL de dgua, com 10 mL de
acido sulfurico e 1 mL de alcool isoamilico. O
acido dissolve as proteinas que envolvem os
globulos de gordura, liberando-a. A liberagdo de
calor funde a gordura o que favorece sua separagio
pelo extrator (dlcool isoamilico). A leitura € feita
diretamente na escala graduada do butirémetro
apo6s centrifugagdo e imersdo em banho-maria.

A determinagdo do teor de proteinas foi
baseada na determinag¢do de nitrogénio total,
empregando-se o método de Kjeldahl
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). Para con-
versdo dos teores de nitrogénio total para
percentual de proteinas, utilizou-se o fator 6,38,
considerando-se a caseina como proteina
predominante e o teor de nitrogénio na caseina
de 15,68 % (GOMES et al., 2003).

A determinagdo do teor de lactose foi
realizada utilizando-se cloramina T, conforme
descrito por GOMES et al. (2003). Este método
tem como principio a oxidagdo de agucares
redutores por hipoiodito liberado durante a reagdo
de cloramina T e iodeto de potassio.

Trés gramas de leite em p6 foram re-
constituidos, utilizando-se 21 g de dgua destilada
e transferido para um baldo de 50 mL. Adicionou-
se 5 mL de sulfato de zinco a 15 % e 5 mL de
NaOH 0,75 N e completou-se o volume do baldo
com agua destilada. Deixou-se em repouso por 10
minutos e filtrou-se. Transferiu-se 5 mL do
filtrado para um erlenmeyer, adicionou-se 20 mL
de agua destilada, 20 mL de iodeto de potassio a
10 % e 50 mL de solugdo de cloramina T 0,7 %.
Deixou-se em repouso por 90 minutos. Adicionou-
se 10 mL de 4cido cloridrico 2 N e titulou-se com

Tratamentos Fonte de ferro

Forma de secagem

A (Controle) P

FeSO,
FeSO,

moOw

Ferro aminoacido quelato
Ferro aminoacido quelato

Apds a adigdo da fonte de ferro
Antes da adigdo da fonte de ferro
Apés a adigdo da fonte de ferro
Antes da adi¢do da fonte de ferro
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tiossulfato de sodio 0,1 N, utilizando solugdo de
amido a 1 % como indicador. Foi realizada a
titulagdo de um branco utilizando-se somente agua
destilada.

O teor de cinzas foi determinado por
incinera¢do em mufla a 550 °C, conforme descrito
nas Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

A determinagdo da quantidade de sedimentos
retidos num papel de filtro. O total de sedimentos
foi determinado por reconstitui¢do e filtragem
conforme descrito por SILVA et al. (1997). O
leite em pd foi reconstituido na proporgdo de 1 g
de leite em pé para 7 g de agua, filtrado e o
material retido no filtro foi pesado apds secagem
em estufa a 95 °C.

As concentragdes de ferro no leite em po
foram determinadas apds mineralizagdo de 1 g de
amostra por via umida, utilizando-se mistura
digestora nitro-perclorica na proporg¢do de 3:1.
Aqueceu-se em chapa, até fervura branda,
mantendo-se esta condig¢do até a formagido de uma
solugdo limpida. As amostras foram transferidas
para baldes de 100 mL, o volume foi completado
com agua destilada e as amostras foram arma-
zenadas em recipientes de plastico com tampa
rosqueavel.

O teor de ferro foi determinado por leitura
colorimétrica no comprimento de onda de 510
nm do complexo colorido formado por com-
plexagdo do ion Fe* com ortofenantrolina,
conforme descrito por GOMES et al. (2003).
Retirou-se uma aliquota de 2 mL das amostras
mineralizadas e adicionou-se 2 mL de tampdo
acido acético/acetato de amodnio, 2 mL de cloreto
de hidroxialamina a 10 % e 1 mL de solugdo 0,5
% de ortofenantrolina. Deixou-se em repouso por
20 minutos e procedeu-se a leitura no comprimento
de onda de 510 nm em espectrofotometro
SHIMADZU, modelo UV mini 1240. A deter-
minagdo de ferro foi realizada utilizando uma curva
padrdo previamente estabelecida. A analise dos
produtos secundarios de oxidagdo de gordura foi
realizada pelo indice de TBA (4cido tiobar-
bitarico), conforme descrito nas Normas Analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 1985). O teste é baseado na reagdo entre
malonaldeido, produzido durante a oxidagdo de
acidos graxos insaturados e 4cido tiobarbiturico,
que formam um pigmento réseo avermelhado,
mensurdvel por espectrofotometria no com-
primento de onda de 530 nm, e os resultados
expressos em absorbédncia.

As amostras foram dissolvidas em cloro-
férmio, na proporg¢do de 5 g para 100 mL. Foram
retirados 5 mL desta solugdo e colocados em um
tubo de centrifuga com 5 mL de acido tri-
cloroacético a 10 %. A mistura foi centrifugada

(International Centrifuge, modelo K, International
equipament Co.) a 5000 x g por vinte minutos.
Foram retirados 3 mL do sobrenadante, adicionado
1,25 mL de acido tiobarbiturico 0,75 % e colocado
em agua fervente por 10 minutos. Resfriou-se e
entdo se procedeu a leitura no comprimento de
onda de 530 nm em espectrofotometro
SHIMADZU, modelo UV mini 1240, usando-se
agua destilada como referéncia.

A biodisponibilidade in vitro do ferro no
leite em pod foi estimada pelo método descrito
por RAO & PRABHAVATHI (1978). As amostras
foram incubadas a 37 °C por 90 minutos em uma
solugdo de pepsina-HCl (0,5 % de pepsina em
HCI 0,1 N), pH 1,35. Apds a incubagdo, o pH foi
ajustado para 7,5 com NaOH e as amostras foram
centrifugadas (International Centrifuge, modelo
K, International equipament Co.) a 5000 x g por
30 minutos. As amostras foram filtradas. O teor
de ferro ionizado do filtrado foi determinado por
reagdo colorimétrica com ortofenantrolina
conforme descrito por GOMES et al. (2003).

A percentagem de ferro ionizdvel a pH 7,5,
ou ferro biodisponivel, foi calculado em relagdo
aos teores de ferro determinados experimental-
mente para as amostras.

Apos determinada a biodisponibilidade in
vitro, a biodisponibilidade in vivo foi deduzida a
partir da equagdo de RAO & PRABHAVATHI
(1978):

V =0,4717T+0,4501
onde V = Biodisponibilidade in vivo;

T = Biodisponibilidade in vitro. O delineamen-
to experimental empregado foi o inteiramente
casualisado, com trés repetigdes por tratamento.
Os resultados foram submetidos a analise de
varidncia, com tste F. O teste T foi realizado
para as amostras que obtiveram significdncia no
teste F ao nivel 1 %.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 - Preparo das amostras

Durante a preparagdo das amostras que foram
secas apos a adigdo da fonte de ferro, o sulfato
ferroso apresentou, em analise visual, melhor
solubilidade que o ferro aminoacido quelato. A
solubilizagdo completa dos compostos ocorreu ap6s
aquecimento, durante a etapa de concentragéo, € o
sulfato ferroso dissolveu primeiramente que o ferro
aminoacido quelato. A solubilizagdo pdde ser
observada pelo desaparecimento de pontos
coloridos, uma vez que ambos compostos apre-
sentam cores caracteristicas (sulfato ferroso
apresenta coloragdo azul esverdeada e o ferro
aminoacido quelato apresenta coloragdo vermelho
amarronzada).

i
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Para as amostras nas quais os compostos
de ferro foram adicionados apdés a secagem,
procedeu-se a mistura até completa homo-
geneizagdo, ndo sendo observada, visualmente,
diferengas entre as duas fontes de ferro.

A adigdo da fonte de ferro, tanto antes
quanto apds a secagem, mostrou-se simples e de
facil execugdo, possiveis de serem instalados na
industria de leite em pd. Para adi¢gdo do composto
de ferro apds a secagem, € necessdrio acrescentar
uma etapa de mistura apos a secagem.

3.2 - Analises fisico-quimicas
3.2.1 - Prova de reconstitui¢do

Para todos os tratamentos, observou-se que
o leite manteve-se estavel, durante quatro horas,
sem precipitagdes. Considerando que o consumo
do leite € feito logo apds a reconstituigdo, este
tempo de estabilidade garante um produto de
qualidade adequada para o consumidor.

3.2.2 - Acidez em dcido ldtico

A acidez titulavel do leite varia de acordo
com teores de sais minerais e proteinas. O leite,
ao sair do ubere, é ligeiramente acido, resultado
da contribuigdo natural de seus componentes,
destacando-se proteinas, fosfatos, citratos e CO,.
Esta acidez original, denominada acidez titulavel
inicial ou natural, varia de 15° Dornic a 20° Dornic,
ou 0,15 g a 0,20 g de acido latico por 100 mL de
leite. O aumento da acidez até o consumo do leite
denomina-se acidez titulavel adquirida e ¢
proveniente da fermentagdo da lactose, formando
acidos, sendo o 4cido latico o mais importante
(GOMES et al., 2003).

Os valores médios obtidos para acidez dos
tratamentos estdo mostrados na Tabela 2. Os
resultados encontrados expressam a acidez dos
tratamentos em percentagem de acido latico em
peso, na dilui¢do de 1:7 (1 g de amostra para 7 g
de agua).

Tabela 2 - Acidez expressa em acido latico na
diluigdo de 1:7 (1 g de amostra para

7 g de agua).
Tratamentos Acido Latico % (m/m)
A 0,151*+ 0,006
B 0,155*+ 0,012
C 0,159*+ 0,007
D 0,163+ 0,007
E 0,151*+ 0,006

2 Médias acompanhadas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem significativamente a
p>0,01.

Os resultados mostraram que a adigdo de
sulfato ferroso e do ferro aminoacido quelato nio
promoveu variagdo significativa (p>0,01) na
acidez expressa em 4acido latico.

Utilizando dosagens de 6 mg, 12 mg, 18 mg
e 24 mg de ferro por litro em leite tipo C, sendo as
fontes de ferro sulfato ferroso e ferro aminoacido
quelato, SOGLIA (1996) também ndo encontrou
variagdo significativa na acidez Dornic. Avaliou,
ainda, a acidez Dornic em fung¢do do tempo de
estocagem, e verificou também que ndo houve
efeito significativo provocado pela presenca de
sulfato ferroso ou ferro aminoacido quelato.

3.2.3 - Teores de umidade, lipidios,
proteinas, lactose e cinzas.

Os resultados dos teores de umidade, lipidios,
proteinas, lactose e cinzas das amostras de leite
em po enriquecido com ferro podem ser observados
na Tabela 3.

Para os teores de umidade, expressos em
base imida, houve diferenca significativa (p<0,01)
entre os valores de umidade dos tratamentos que
utilizaram leite em pé comercial, adicionado ou
ndo de ferro, e aos tratamentos nos quais o ferro
foi adicionado antes da secagem.

A diferenga do teor de umidade entre os
tratamentos nos quais o ferro foi adicionado apods

Tabela 3 - Valores médios dos teores de umidade, lipidios, proteinas, lactose e cinzas. Os resultados sdo

expresso em % m/m

Trat. Umidade Lipidios Proteinas Lactose Cinzas
A 4,97*+ 0,09 26,67°+ 0,29 25,27+ 0,30 38,89*+ 1,91 5,81°% 0,06
B 1,25+ 0,12 26,33*+ 0,29  26,72° % 1,09 42,532+ 0,95 6,03*+ 0,02
C  4,92°+ 0,08 26,17°+ 0,29  25,51*+ 0,33 39,44°+ 2,80 5,86°% 0,04
D 1,13*+ 0,06 27,00°+ 0,50 26,22°+ 1,00 42,16+ 0,32 5,78*+ 0,15
E  4,98°% 0,08 27,33*+ 0,29  25,58*+ 0,50 39,442+ 2,52 5,62°+ 0,29

3Médias acompanhadas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem significativamente a p>0,01.




Pig. 26

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Mar/Abr, n° 355, 62: 21-32, 2007

a secagem bem como no controle e os tratamentos
nos quais a adi¢do de ferro foi feita antes da
secagem do leite se deve a diferengas no processo
de secagem das amostras. No entanto, de acordo
com a Portaria n° 369 do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (BRASIL,
1997), o teor méximo de umidade permitido para
o leite em pd integral é de 3,5 % sendo que as
amostras de leite em pd comerciais, adicionadas
ou ndo de ferro, estavam com umidade deste valor.

Os tratamentos ndo diferiram quanto ao
teor de lipidios (p>0,01) e, de acordo com a
Portaria n° 369 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1997), sdo
classificadas como leite em pd integral, pois
possuem um teor de lipidios totais superior a 26
% em peso, minimo estabelecido pela legislagéo.

Niao houve diferenga significativa (p>0,01)
para os cinco tratamentos em relagdo ao teor de
proteinas. O teor de proteinas encontrado equivale
aos valores encontrados por SOGLIA (1996) e
em formulagdes comerciais.

Também ndo houve diferenga significativa
(p>0,01) nos teores de lactose entre os
tratamentos.

Apesar de ser adicionado um composto
mineral, a adi¢gdo de sulfato ferroso e ferro
aminoacido quelato ndo provocou aumento
significativo (p>0,01) nos teores de cinzas, pois
a quantidade de ferro adicionada necessédria a
fortificagdo ¢ pequena em relagdo ao residuo
mineral fixo total.

3.2.4 - Sedimentos
Os teores de sedimentos encontrados para
as amostras estdo demonstrados na Tabela 4. Os

valores estdo expressos em percentagem em peso.

Tabela 4 - Sedimentos retidos em papel de filtro
apds reconstituigdo.

Tratamentos Sedimentos m/m)
A 1,422+ 0,03
B 1,24v+ 0,01
C 1,353 + 0,03
D 1,58+ 0,01
E 1,43 %> &+ 0,12

ab Médias acompanhadas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem significativamente a
p>0,01.

Todas as amostras adicionadas de ferro ndo
diferiram significativamente (p>0,01) da amostra
controle sem adi¢do de ferro. As fontes de ferro
utilizadas ndo interferiram no teor de sedimentos
do leite em pd apds reconstituigdo.

Para as amostras nas quais as fontes de ferro
foram adicionadas antes da secagem, o sulfato
ferroso apresentou um menor teor de sedimentos
apos reconstituigdo, devido & maior solubilidade
deste durante a adigdo, mas ndo hé diferenga
significativa (p>0,01) entre a forma de adigdo
para uma mesma fonte de ferro.

3.2.5 - Teor de ferro

A Tabela 5 mostra o teor de ferro médio
para os cinco tratamentos. Para todos os
tratamentos nos quais foi adicionado ferro, o teor
de ferro determinado foi superior a 15 % da IDR
para 100 mL de produto pronto para consumo,
preparado na proporg¢do de 26 g de leite em po
para 200 mL de leite reconstituido. Neste caso,
de acordo com a Portaria n° 31 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 1998),
o leite em po pode ser considerado enriquecido ou
fortificado com ferro.

Tabela 5§ - Teor de ferro determinado por
espectrofotometria apds reagdo com
ortofenantrolina.

Tratamentos Teor de ferro % IDR de ferro
(mg/g) por 100 mL de

produto pronto

para consumo

A 0,026 + 0,009 3,25
B 0,147*+ 0,006 18,33
C 0,143+ 0,004 17,83
D 0,126+ 0,005 15,71
E 0,124+ 0,005 15,46

* Meédias acompanhadas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem significativamente a
p>0,01.

Entretanto, o teor de ferro determinado
para o leite em pé sem adig¢do deste mineral é
superior ao teor encontrado por SOGLIA (1996),
que foi de 1,1 mg/kg de leite (0,0011 mg/g).
Também foi superior ao citado por SCHLIMME
& BUCHHEIM (2002), que ¢ de 0,3 mg de ferro
por litro de leite ou, considerando que 26 g de
leite em p6 serdo reconstituidos formando 200
mL de leite, 0,0024 mg de ferro por grama de
leite em po.

4.2.6 - Efeito na oxidac¢do de gordura

A estabilidade oxidativa do leite em pd,
expressa pelo indice de TBA, foi influenciada pela
adi¢cdo das fontes de ferro (Tabela 6), sendo a
estabilidade oxidativa do aminoacido quelato
superior a do sulfato ferroso. Em relagdo a forma
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de adig¢do de ferro, antes ou apods a secagem do
lei'te, para uma mesma fonte de ferro, ndo houve
diferenca significativa (p>0,01).

Estes resultados estdo coerentes com os
ercontrados por MIRANDA (1999) que avaliou o
efeito do enriquecimento de ferro em alimento a
base de leite em p6 e fuba de milho. A oxidagdo
lipidica observada foi maior quando adicionado
sulfato ferroso quando comparado ao ferro
aminodcido quelato. Segundo GAUCHERON
(2000), sais de ferro produzem grande oxidagdo
de lipidios e os quelatos de ferro uma oxidagédo
menor. Isto pode ser explicado pela menor
reatividade do ion ferro na molécula do ferro
aminoacido quelato. O ion permanece ligado as
duas moléculas de glicina, ndo estando disponivel
para catalisar as reagdes de oxidagdo lipidica.

Tabela 6 - Medida da estabilidade oxidativa
expressa pelo indice de TBA.

Tratamentos Absorbancia a 530nm
A 0,120*+ 0,015
B 0,264+ 0,009
C 0,251+ 0,004
D 0,189¢+ 0,013
E 0,192¢+ 0,008

abeMédias acompanhadas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem significativamente a
p>0,01.

A oxidagdo lipidica causa alteragdes
sensoriais no alimento devido ao desenvolvimento
do sabor de rango e a medida da oxidagédo lipidica
pelo teste de TBA tem sido correlacionada
positivamente com a presengca de sabores
indesejaveis no alimento (GAUCHERON, 2000).

Esta correlagdo positiva pdde ser observada
por MIRANDA (1999), que observou diferenca
na aceitagdo de um alimento a base de leite em pd
e fuba enriquecido com ferro aminoacido quelato
e com sulfato ferroso, assim como entre os niveis
de ferro utilizados no enriquecimento.

SOGLIA (1996) ao verificar a estabilidade

__ oxidativa, expressa pelo indice de TBA, do leite

pasteurizado, observou influéncia da adigdo das
fontes de ferro (ferro aminoacido quelato e sulfato
ferroso), porém ndo ocorrendo diferenca sig-
nificativa entre as fontes. Foi observado diferenga
significativa entre as dosagens de ferro utilizadas.
Entretanto, na avaliagdo sensorial, que foi realizada
por um painel de seis provadores treinados,
utilizando-se um método descritivo, verificou-se
diferenga significativa entre as fontes de ferro,
porém o efeito dos diferentes niveis de adigdo de
ferro ndo foi significativo. Neste estudo, a
avaliagdo sensorial realizada, as amostras foram

avaliadas para sabor oxidado, com uso de uma escala
estruturada que avaliava a percepgdo do sabor
metalico (oxidado) e variava de “imperceptivel” a
“muito pronunciado”. A média geral atribuida ao
leite enriquecido com ferro aminoacido quelato foi
semelhante ao leite sem adi¢do de ferro, obtendo-
se classificagdo de “moderadamente perceptivel”.
Para o sulfato ferroso, a média geral foi considerada
“perceptivel”. Outros estudos utilizando ferro
aminoacido quelato também demonstram que este
fortificante provoca poucas mudangas nas
caracteristicas sensoriais do produto, ndo afetando
a aceitabilidade dos mesmos (TUMA et al., 2003;
OSMAN & AL-OTHAIMEEN, 2002).

3.2.7- Biodisponibilidade in vitro

A eficacia de uma suplementagdo ou
fortificagdo com ferro pode ser predita por estudos
de biodisponibilidade (OLIVARES et al., 1997). A
determinagdo de ferro ionizado a pH 7,5 tem sido
util para predizer a biodisponibilidade de ferro em
humanos. Assume-se que, em pH estomacal de 1,35,
a maior parte do ferro encontra-se numa forma
ionizavel e solavel. Quando o pH ¢ aumentado para
o pH duodenal de 7,5, a maior parte do ferro torna-
se insolivel, permanecendo em solugdo a parte do
ferro ionizavel e o ferro ligado a componentes da
dieta que elevam a absorgdo férrea (NAYAK &
NAIR, 2003).

RAO & PRABHAVATHI (1978), em
estudos in vitro, observaram que a presenga de
acido ascorbico e extrato de carne aumentam o
teor de ferro ionizdvel a pH 7,5, enquanto que a
presenga de fitatos e taninos diminui, semelhante
aos efeitos destes fatores em absorgdo de ferro
em humanos.

Os resultados observados para a biodis-
ponibilidade de ferro in vitro, medido a pH 7,5,
mostram uma maior biodisponibilidade do ferro
aminoacido quelato (p<0,01) em relagdo ao sulfato
ferroso (Tabela 7). A média da biodisponibilidade
in vitro obtida para o ferro aminoacido quelato
foi de 31,81 % e para o sulfato ferroso foi de
17,41 %.

Nio houve diferenga significativa (p>0,01)
entre a biodisponibilidade in vivo deduzida do
sulfato ferroso adicionado ao leite e do ferro
naturalmente presente no leite. O valor en-
contrado para a biodisponibilidade do ferro no
leite, sem fortificagdo, foi de 7,42 %, valor
inferior a 10 %, citado por CARDOSO E
PENTEADO (1994). No entanto, sdo superiores
aos encontrados por STEKEL et al. (1986) e
semelhantes ao encontrado por NAYAK & NAIR
(2003). STEKEL et al. (1986) encontraram uma
absorgdo variando de 2,9 % a 5,1 % para o sulfato
ferroso, utilizando estudos de mono-is6topo e
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duplo-is6topos, em leite bovino, com con-

centragdes variando de 10 mg a 19 mg de ferro

por litro.

Tabela 7 - Biodisponibilidade de ferro in vitro e
biodisponibilidade in vivo, deduzida
conforme equagdio de RAO &
PRABHAVATHI.

Tratamentos Biodisponibilidade Biodisponibilidade
(%) in vitro (%) invivo,

deduzida
A 14,79°+ 3,33 7,42
B 17,76°+ 5,54 8,33
C 17,07°+ 5,87 8,50
D 31,91+ 7,72 15,50
E 31,700+ 7,11 15,40

»®M¢édias acompanhadas de pelo menos uma
mesma letra ndo diferem significativamente a
p>0,01.

Nio houve diferenga significativa (p>0,01)
entre a biodisponibilidade in vivo deduzida do sulfato
ferroso adicionado ao leite e do ferro naturalmente
presente no leite. O valor encontrado para a
biodisponibilidade do ferro no leite, sem
fortificacdo, foi de 7,42 %, valor inferior a 10 %,
citado por CARDOSO E PENTEADO (1994). No
entanto, sdo superiores aos encontrados por
STEKEL et al. (1986) e semelhantes ao encontrado
por NAYAK & NAIR (2003). STEKEL et al.
(1986) encontraram uma absor¢do variando de 2,9
% a 5,1 % para o sulfato ferroso, utilizando estudos
de mono-isétopo e duplo-isétopos, em leite bovino,
com concentragdes variando de 10 mg a 19 mg de
ferro por litro.

Uma maior biodisponibilidade do ferro
aminodcido quelato também foi encontrada por
PINEDA et al. (1994), que avaliaram os efeitos
do ferro aminoacido quelato em comparagdo com
o sulfato ferroso na recupera¢do de anemia em
adolescentes e por CORNBLUTH SZARFAC et
al. (2001) em estudo com gestantes.

Entretanto estes resultados discordam
daqueles obtidos por SOGLIA (1996) que avaliou o
ganho de hemoglobina em ratos, apés um periodo
de deplecgdo, utilizando leite tipo C enriquecido com
sulfato ferroso e ferro aminoacido quelato. O ganho
de hemoglobina nio diferiu significativamente
entre as fontes de ferro utilizadas, quando
comparados em cada nivel de adigdo. MIRANDA
(1999) encontrou resultados semelhantes aos de
SOGLIA (1996) para um alimento a base de leite
em pé e fuba de milho enriquecido com sulfato
ferroso e ferro aminoacido quelato. Tanto o sulfato
ferroso quanto o ferro aminoacido quelato tem
sido eficientes no combate ou prevengdo da
deficiéncia de ferro.

Usando a absorgdo obtida no presente
estudo e assumindo o consumo didrio de 750 mL
de leite (OLIVARES et al., 1997) fortificado com
15 mg/L, a quantidade de ferro absorvido serd de
1,74 mg de ferro diariamente para o ferro
aminoacido quelato e de 0,97 mg de ferro para o
sulfato ferroso. Esta quantidade de ferro absorvido
supera as necessidades diarias de ferro do
organismo para criangas, que foram estabelecidas
em 1 mg por dia (NRC, 1989). Baseado nestes
valores, uma quantidade menor de ferro poderia
ser adicionada ao leite. Neste caso, o leite ndo
seria mais considerado pela legislagio como
fortificado e sim como fonte deste mineral.

4 - CONCLUSOES

O enriquecimento de leite com ferro
indicaram as seguintes conclusdes:

O enriquecimento do leite em pdé com as
duas fontes de ferro utilizadas foi obtido com
sucesso. Ambos os processos tecnoldgicos
mostraram-se simples e de facil execugdo em

laboratério.A forma de enriquecimento, antes ou

ap6s a secagem do leite, ndo interferiu nas
caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade lipidica
ou biodisponibilidade do ferro in vitro. As fontes
de ferro ndo afetaram as caracteristicas fisico-
quimicas de acidez, umidade, teores de lipidios,
proteinas, lactose, cinzas e sedimentos retidos em
papel de filtro apos reconstituigdo.A estabilidade
oxidativa, ou estabilidade lipidica, do leite
enriquecido com ferro aminodcido quelato foi
maior que a do sulfato ferroso, porém menor que
a do controle. Desta forma, o ferro aminoacido
quelato provoca menores alteragdes oxidativas
no alimento, conservando suas caracteristicas
sensorais por um periodo maior de tempo.A
biodisponibilidade in vitro do ferro aminoacido
quelato foi maior que a do sulfato ferroso.

ABSTRACT

Powdered milk was enriched with two
different sources of iron: ferrous sulfate and
aminoacid chelate iron. Iron sources were added
before and after milk drying. 1.5 mg of iron per
100 ml of milk were added to pasteurized milk
type C, following a concentration of milk to get a
reduction of 50 % from its volume, and drying in

spray-dyer. 12 mg of iron were added per 100 g of

powdered milk in order to obtain, after milk
reconstitution, 1.5 mg of iron per 100 ml of final
product that is ready to use, equal to 15 % of the
recommended daily intake for children. Physical
and chemical characteristics were studied, as well
as oxidative stability and bioavailability of sources
of iron. Oxidative stability was assessed by the
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thiobarbituric acid (TBA) rate. Iron bioavailability
was assessed by using an in vitro method, based on
iron solubility at pH 7,5, after digestion with
pepsine. Regarding the way of enrichment,
differences were not found. Both technological
processes were simple and easy to perform in the
laboratory. Differences between the two sources
of iron were not found, in terms of physical and
chemical characteristics of acidity, humidity, and
lipids, proteins, lactose, ash and sediment rates.
Oxidative stability of powdered milk was greater
when aminoacid chelate iron was used and both
sources differed from the control. Aminoacid
chelate iron showed greater bioavailability in vitro
(31,81 %) than ferrous sulfate (17,41 %). The
bioavailability deduced in vivo, was 15.45 % for
aminoacid chelate iron and 8.66 % for ferrous
sulfate. Aminoacid chelate iron revealed better
oxidative stability and better bioavailability
compared to ferrous sulfate, being a good source
to enrich powdered milk.
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APLICACAO DO MODELO DE SOLUBILIDADE IDEAL A DADOS
EXPERIMENTAIS DE SOLUCOES DE LACTOSE EM AGUA

Italo Tuler Perrone!
Fabiana Queiroz Ferrua?

RESUMO

Este trabalho possui como objetivo descrever o modelo de solubilidade ideal e aplica-lo a dados
experimentais de solugdes de lactose em agua. Para tal, serdo descrita algumas caracteristicas da lactose e sua
importincia, demonstragdo da equagdo de solubilidade ideal, dados experimentais e analise dos resultados.

INTRODUCAO

A pouca solubilidade da lactose e a sua
capacidade de formar solugdes supersaturadas sdo
importantes sob o ponto de vista tecnolégico,
influenciando no rendimento industrial deste
agucar que utiliza como matéria prima o soro de
queijo, no tipo de cristal formado e na sua
tendéncia a cristalizagdo em varios produtos
lacteos.

A susceptibilidade a cristalizagdo descon-
trolada em produtos lacteos é um dos principais
problemas relativos a presenga de lactose. A
textura arenosa e a formagdo de depdsitos sobre a
tampa ou o fundo do recipiente sdo os fatores que
diretamente afetam as caracteristicas do produto,
depreciando-o.

Sabe-se que a textura arenosa no doce de leite
em decorréncia da cristaliza¢do da lactose € um dos
principais defeitos quando o produto é estocado por
longo tempo ou resfriado lentamente, ou quando se
utiliza agiicar em excesso (SOUZA, 1979).

Os cristais tridimensionais de lactose se
repetem, existindo em duas formas de cristal, alfa
hidratada e beta anidra, que diferem em vérias
propriedades fisicas, entre as quais destaca-se a
solubilidade.

A lactose em produtos desidratados pode se
encontrar na forma amorfa e este fato implica em
pos de baixa qualidade. A lactose amorfa em produtos
desidratados implicard em grande absor¢do de dgua
do ambiente e conseqiientemente na restrigdo do
emprego deste produto (Robinson, 1986).

A observagdo do comportamento de
solugdes possibilitou a execugdo de uma lei limite

(valida para solugdes infinitamente diluidas ou
solugdes que tendam a isso). O modelo adotado
para a construgdo da lei limite considera uma solugao
composta de um solvente volatil e de um ou mais
solutos ndo volateis. Se um liquido puro for
introduzido, a temperatura constante, em um
recipiente previamente evacuado, uma parte deste
liquido ird vaporizar-se, preenchendo o espago
existente acima da superficie do liquido com o
vapor. Ap6s o equilibrio ter sido alcangado
definimos que a pressdo de vapor do liquido puro é
p,- Experimentalmente observa-se que a dissolugdo
de uma substincia ndo volatil no liquido implica
em pressdo de vapor acima da solugdo, no equilibrio,
menor do que aquela do liquido puro. Sendo o soluto
ndo volatil, o vapor consiste de solvente puro.
Ocorre diminuigdo de pressdo na fase de vapor ao
se aumentar o material ndo volatil.

A equagdo linear que descreve o com-
portamento ideal é:

p= p’-pX, =p°(l - X))

Onde X, é a fragdo molar do soluto na
solugdo e € igual a 1-X (X € a fragdo molar do
solvente na solug@o). Desta forma temos que X +
X, = 1 e a equagdo torna-se:

p=pX

A equacgido final acima ¢ a lei de Raoult.
Esta lei estabelece que a pressdo de vapor do
solvente sobre uma solugdo ¢ igual a pressdo de
vapor do solvente puro multiplicada pela fragdo
molar do solvente na solugdo. As solugdes reais
seguem mais de perto a lei de Raoult, 8 medida que
estdo mais diluidas. A solugdo ideal é definida como
sendo aquela que obedece a lei de Raout em todo o
intervalo de concentragdes.
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Como uma generalizagdo do compor-
tamento das solugdes reais, a solugdo ideal segue
a lei de Raoult em todo o intervalo de con-
centragdes. Essa defini¢do associada com a
condi¢do geral de equilibrio conduz a uma
expressdo analitica do potencial quimico do
solvente em uma solugdo ideal. Se a solugdo es-
tiver em equilibrio com o seu vapor, uma
conseqiiéncia da segunda lei da termodindmica ¢é
que os potenciais quimicos do solvente na solugdo
€ no vapor sejam iguais;

K tiquido = M vapor
onde [ Jiquido € © potencial quimico do solvente na
fase liquida e m vapor é o potencial quimico do
solvente no vapor. Sabendo que o vapor ¢ solvente
puro sob uma pressdo p e considerando-o como
um gas ideal temos que a expressdo de m vapor €
dada por:
K vapor = “_o vapor +RTIn P

E assim € correto afirmar que:

K liquido = “’o vapor +RT In p

Introduzindo nessa equagdo a lei de Raoult
e desenvolvendo o logaritmo, obtemos:

B iquido = K fpor T RT Inp®+ RT In X

Fazendo X=1, ou seja, considerando que o
solvente puro estd em equilibrio com o vapor, a
pressdo serd p° e a condigdo de equilibrio se torna:

H iquido = 1 vapor T RT In p°

Subtraindo esta equagdo da equacgdo
precedente, obtemos:

H iguido = B tiquae = RT In X

Omitindo o indice liquido fica:

L=p°+RTIn X

Temos que m € o potencial quimico do
solvente na solugdo e m°® é o potencial quimico do
solvente liquido puro.

O equilibrio entre o soluto na solugdo e o
soluto solido puro serd demonstrado abaixo. Nesta
condigdo a solugdo se encontra saturada em relagdo
ao soluto. A condigdo de equilibrio é que o potencial
quimico do soluto seja 0 mesmo em ambas as fases,
isto é,

K(T,p,x) = p(soluto)(T,p)

Sabendo que L1,(T,p,x) = u° (T,p) + RT In X
e assim:

ne (T,p) + RT In X = p(soluto)(T,p)

Recompondo temos:

In X = [- p° (T,p) - tu(soluto)(T,p))/ RT

Como p° € o potencial quimico do liquido
puro, u° (T,p) - K,(soluto)(T,p) = AG ;, éa energia
de Gibbs de fusdo molar do soluto puro na
temperatura T. E assim podemos escrever:

InX=-AG ./ RT

Pode-se descrever a dependéncia de T com
X ao se calcular (dT/0X)p. Derivando a equagio
acima temos:

1/X = -1/R[0(DG ,_, /T)/0T]p (aT/0X)p

Mediante a equagdo de Gibbs-Helmholtz,

[0(AG/T)/9T)]p = - AH/T?, chega-se a:
/X = AH , /RT? (dT/dX)p

Na equagdo acima DH . € o calor de fusdo
do soluto puro a temperatura T. Escrevendo a
equagdo acima na forma diferencial e procedendo
a integragdo temos:

dx/x = AH , /RT? dT

Integrando a equagdo acima nos dois lados
temos:

In X =-AH ;. /R (1/T - 1/To)

A equacdo acima exprime a lei da solubi-
lidade ideal. De acordo com esta lei, a solubilidade
de uma substancia ¢ a mesma em todos os solventes
com os quais forma uma solugdo ideal. A
solubilidade de uma substdncia em uma solugdo
ideal depende somente das propriedades dessa
substdncia. O ponto de fusdo To e o calor latente
de fusdo baixos favorecem um aumento da
solubilidade. Durante o processo de integragdo
considera-se que o AH .= independe da tempera-
tura, porém deve-se empregar temperaturas
proximas ao ponto de fusdo do sdélido, ja que nessas
condigdes a aproximagdo empregada é valida.

A solubilidade varia consideravelmente de
substdncias para substancia, sendo que algumas sdo
capazes de gerar solugdes altamente concentradas,
como a lactose, e outras ndo possuem esta
capacidade. A natureza quimica da molécula €
determinante nesta propriedade e caracteristicas
como momento de dipolo, tamanho, distribuicdo
eletrdnica e tipo de ligagdo quimica se enquadram
neste contexto.

As forgas intermoleculares que ocorrem
entre o soluto e o solvente sio fundamentais para
o processo de solubilidade e indicam que sem efeitos
quimicos especificos as forgas intermoleculares
entre espécies quimicamente semelhantes levam a
uma menor entalpia endotérmica da solugdo do
que espécies de natureza contraria. Em alguns casos,
a solubilidade ndo depende somente do coeficiente
de atividade do soluto (que é uma fungdo das forgas
intermoleculares entre o soluto e o solvente), mas
também da fugacidade do estado padrdo no qual o
coeficiente de atividade se refere e da fugacidade
do solido puro.

Como ja fora adotado acima o subscrito 2
se refere ao soluto e temos que a equagdo de
equilibrio é:

£ a(sstido puro) f 2(soluto nasolugdo)

Ou podemos reescrever a equagdo acima
como:

X, = Fagsstido oy Y22

Onde X, ¢ a solubilidade (fragdo molar do
soluto) do sélido no solvente, Y, é o coeficiente
de atividade da fase liquida e f°, é a fugacidade do
estado padrdo para o qual vy, se refere. Quando a
natureza quimica do soluto e do solvente é
semelhante pode-se considerar que y,=1.

METODOLOGIA

O emprego do modelo de solubilidade ideal
¢ recomendado para solugdes infinitamente
diluidas nas quais o vapor de soluto que estd em
equilibrio com a solugdo se comporte como um
gas ideal. Solugdes de lactose podem se tornar
supersaturadas sem o aparecimento de cristais.
Em uma solugdo de lactose em agua existe um
equilibrio mutarrotacional entre alfa lactose e beta
lactose, sendo a primeira significativamente
menos solivel que a ultima. Desta forma, os
cristais formados neste tipo de solugdo sdo
predominantemente de alfa lactose e quando parte
deste agticar cristaliza uma parte proporcional de
beta lactose se transforma em alfa lactose para
que o equilibrio mutarrotacional seja mantido. No
desenvolvimento abaixo consideraremos que
exista somente alfa lactose em solugdo para que
se possa comparar os valores experimentais com
os valores previstos pela teoria.

Considerando o modelo de solubilidade ideal,
R= 8,31441 Jmol"'K"!, K=273,15 + T°C, H (J/
mol) da alfa lactose e o ponto de fusdo da mesma
temos que:
- A temperatura de 10°C a fragdo molar
do soluto pode ser calculada através de:
In X,= -41724/8,31441 (1/283,15 - 1/489,15)
=> X,= 0,00057
- A temperatura de 20°C a fragio molar é:

In X,= -41724/8,31441 (1/293,15 - 1/489,15)
=> X,=0,00105
- A temperatura de 30°C a fragdo molar é:
In X,= -41724/8,31441 (1/303,15 - 1/489,15)
=> X,=0,00185
- A temperatura de 40°C a fragdo molar é:
In X,= -41724/8,31441 (1/313,15 - 1/489,15)
=> X,=0,00313
- A temperatura de 50°C a fragdo molar é:
In X,= -41724/8,31441 (1/323,15 - 1/489,15)
=> X,= 0,00514
Considerando a equagdo para a solubilidade
ideal In X, = - AH /R (1/T - 1/To) podemos
escrever:
InX, =-AH ,/RTo + DH . /RT
Esta equagdo € a equagdo de uma reta ao se
considerar In X, como a varidvel independente e
1/T como a varidvel dependente. Empregando os
valores experimentais tabelados abaixo se pode
calcular qual deveria ser o valor AH . e de To
(temperatura de fusdo) para a lactose caso o
modelo ideal descreve-se perfeitamente o
comportamento experimental.
Os valores encontrados apds a regressdo
linear mostram que o coeficiente angular é 0,00167
e o valor do coeficiente linear é 0,000383035.
Comparando com a equagio inicial temos que:
- 0,00167 = DH
- 0,000383035 = DH ., /RTo (ii)
Substituindo a equagdo (i) na equagédo (ii)
pode-se determinar o valor de To que é 4,366 K.

fusdo

Tabela 1 - Solubilidade da lactose em solugdo, segundo Montes 2003

Gramas de Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura Temperatura
lactose/100g 10°C 20°C 30°C 40°C 50°C
de agua 14,612 22,860 25,890 34,689 48,770

Tabela 2 - Solubilidade versus concentragdo molar

Temperatura Fragdo molar da lactose Fragdo molar da 4agua
10°C 0,0076 0,9924
20°C 0,0119 0,9881
30°C 0,0134 0,9866
40°C 0,0179 0,9821
50°C 0,0250 0,9750

Tabela 3 - Propriedades fisicas da lactose, segundo Breche, Fanni e Parmentier 1999

Tipo de lactose AH; (J/g) AH_ (J/mol)  To ponto de fuséo
Alfa lactose 122 41724 216
Beta lactose 198 67716 225
Alfa lactose hidratada 134 48240 215
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| Tabela 1 - Dados de solubilidade

Fracdo molar de In X, Temperatura (K) /T (K
lactose real (X,)
0,0076 -4,879607 283,15 0,00353170
0,0119 -4,431217 293,15 0,00341122
0,0134 -4,312501 303,15 0,00329870
0,0179 -4,022955 313,15 0,00319336
0,0250 -3,688879 323,15 0,00309454

0,0036

0,0035
A=0,00167 B=-3,83035E4 R= 0,98701

000344 In X;= -0,000383035 + 0,00167(1/T)

0,0033

1T (K™)

@ 0,0032

0,0031 \\
T

CONCLUSAO

O emprego do modelo ideal de solubilidade
para solugdes de lactose em &agua ndo ¢é
recomendado, j4 que foram observados desvios
grosseiros entre os dados tedricos e os experi-
mentais. Este resultado enfatiza as diferengas
entre as aproximagdes empregadas para a cons-
tru¢cdo do modelo e as solugdes reais de lactose.
Durante a demonstragio do modelo forma
considerados pontos fundamentais que:

- a solugdo se comportasse idealmente em

ampla faixa de temperatura;

- o DH . ndo variasse com a
temperatura, ou em outras palavras que
o ponto de fusdo da substdncia ocorresse
proéximo ao ponto triplo;

o vapor em equilibrio. com a solugdo se
comportasse como um gas ideal (em um
solvente como a adgua, onde ocorrem
muitas ligagdes de hidrogénio intermole-
culares, esta aproximagio ndo é eficiente);
a solugdo deveria ser infinitamente
diluida (as solugdes de lactose podem ser
supersaturadas sem estarem
cristalizadas);

Pode-se concluir que modelos mais refinados
devem ser estudados para a descrigdo da solubilidade
da lactose em dgua. Para este modelo ser eficiente o
mesmo deve contemplar os efeitos de mutarrotagéo,
saturag@o da solugdo e desvio da idealidade.

&) EPAMIG
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Socretaria de Estado de Agriculturo, Pecuéria e Abastecimento

Instituto de Laticinios Candido Tostes

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

SOUZA, L.R.P. Efeito da Acidificagdo e do
Tratamento Térmico do Leite na Qualidade do Doce
de Leite. Vigosa, UFV, 1979. 61p. (Tese M.S.).

TERAN-ORTIZ, GP.. Efeito da Adi¢do de Gomas
Xantana e Locusta na Cinética de Inibi¢do de
Cristalizagdo de Agucares em Doce de Leite.
Lavras, UFLA,1998. 78p. (Tese M.S.).

BECHE, N.D., FANNILJ., PARMENTIER,M.
Physical and ChemicalProperties of Molecular
Compounds of Lactose. Journal of Dairy Science,
82: 2558-2563, 1999.

NELSON, D.L.; COX, M.M.. Lehninger Principios
de Bioquimica. Sarvier. Terceira Edig¢do, Sdo
Paulo, 2002. 975p.

MONTES, E.J.M.. Dados de Solubilidade da
Lactose em Diferentes Temperaturas. Anais do
XX Congresso Nacional de Laticinios. Juiz de Fora,
EPAMIG/CEPE/ILCT, 2003. 333-260p.

ROBINSON, R.K. Modern Dairy Technology -
Advances in Milk Processing. Elsevier Applied
Science Publishers LTD, New York, 1986. 438p.

KURMANN, J.A.; RASIC, J.1j.. Yoghurt Scientific
Grounds, Technology, Manufacture and
Preparations. Technical Dairy Publishing House,
Copenhagen, 1978.466p.

TAMIME, A.Y.; ROBINSON, R.K.. Yoghurt
Science and Technology. Pergamon Press,
Oxford, 1985. 431p.

BOBBIO, F.O.; BOBBIO, P.A.. Introdug¢do a
Quimica de Alimentos. Varela, Sdo Paulo, 1992.
223p.

WALSTRA, P.; JENNESS, R.. Quimica y Fisica
lactolégica. Acribia, Zaragoza, 1984. 423p.

Pag. 37




Pag. 38

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Mar/Abr, n°® 355, 62: 38-42, 2007

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Mar/Abr, n® 355, 62: 38-42, 2007

Pag. 39

MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITE

Psicrotrofics Microorganisms in milk

Elisdngela Michele Miguel!
Vanessa Aglaé Martins Teodoro?
Eduardo Kenji Nunes Ahashiro’

RESUMO

A industria lactea atravessa um periodo de intensas transformagdes em sua estrutura e a qualidade do
leite é uma das principais exigéncias para a obteng¢do de produtos de qualidade e vida-de-prateleira prolongada.

Atualmente, o resfriamento do leite na fazenda e o transporte a granel sdo importantes instrumentos que
visam a preservagdo da qualidade microbioldgica da matéria-prima e, conseqiientemente, a diminuigao da
perecibilidade do produto, tendo em vista que as baixas temperaturas inibem a agdo acidificante dos
microrganismos mesofilicos. Entretanto, tais temperaturas selecionam os microrganismos psicrotroficos que
sdo capazes de crescer em temperaturas de refrigeragdo, independentemente da sua temperatura Otima de
crescimento. Estes microrganismos podem produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas termorresistentes que
provocam alteragdes no leite e seus derivados, comprometendo sua qualidade e, conseqiientemente, causam

prejuizos a industria latica.

Palavras-chave: leite, resfriamento, graneliza¢do, microrganismos psicrotroficos

1 - INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento valioso no aspecto
nutricional, pois consiste em uma fonte rica de
proteinas, gordura, carboidratos, vitaminas e sais
minerais. Essas caracteristicas o fazem um meio
de cultura ideal para o crescimento de
microrganismos (ALMEIDA et al., 1999).

A produgio de leite tem um papel funda-
mental em todas as economias, especialmente em
paises em desenvolvimento, porque além de
envolver um componente social, o leite ¢
considerado um produto essencial para a populagdo
na maioria dos paises (ZOCCA e GOMES, 2005).

A granelizagdo trouxe uma melhoria da
qualidade do leite recebido pela industria, pois o
armazenamento e transporte do leite refrigerado
até a industria reduzem o problema de proliferagdo
de microrganismos mesodfilos que aumentam a
acidez do leite, prejudicando seu beneficiamento.
Entretanto, com a permanéncia do leite a tem-
peraturas de refrigeragdo por periodos pro-
longados tem sido notada a substitui¢do da
microbiota de bactérias deteriorantes mesofilicas
por uma microbiota de bactérias psicrotroficas
(ALMEIDA, 1999).

A carga microbioldégica do leite cru é de
extrema importidncia para qualidade final de

produtos ldcteos. Um leite de baixa qualidade
microbiolégica ndo se conserva por longos
periodos, mesmo sob refrigera¢do, devido a sua
contaminag¢do principalmente pelas bactérias
psicrotroficas formadoras ou ndo de esporos que,
apesar de seu crescimento lento, produzem
grandes quantidades de enzimas que rapidamente
alteram o produto (BISHOP e WHITE, 1988;
BOOR et al., 1998; BURDOVA et al., 2002).

No Brasil, o leite in natura apresenta baixa
qualidade e este fator estd relacionado com a
influéncia das estagdes do ano, as praticas de
produgdo e o manuseio na fazenda, a temperatura
de permanéncia do leite e a distdncia do transporte
entre a fazenda e a plataforma de recepgdo da
industria, que contribuem para o desenvolvimento
de microrganismos contaminantes do leite (HUHN
et al., 1980). ‘

A microbiota do leite, imediatamente apos
a produgdo, reflete diretamente a contaminagédo
microbiana que ocorreu nesta fase. O tipo e
freqiiéncia de microrganismos no leite cru sio
determinados pelas condigdes de higiene na
produgdo, pelo tempo e pela temperatura de
estocagem e armazenamento (COUSIN, 1982).

A adogdo da prética de estocagem sob
refrigeragdo na fonte de produgdo praticamente
elimina a deterioragdo do leite por bactérias

1 Mestre em Microbiologia Agricola. Pesquisadora e Professora da EPAMIG/CT/ILCT. Rua Tenente Freitas, 116,
Juiz de Fora — MG. Tel: 32-3224-3116. E-mail: elismicheli@candidotostes.com.br.

2 Mestre em Medicina Veterindria. Pesquisadora e Professora da EPAMIG/CT/ILCT.

3 Médico Veterinario. Pesquisador e Professor da EPAMIG/CT/ILCT.

mesofilicas (COUSIN, 1982; FAIRBAIRN e LAW,
1986). Entretanto, a manutengdo do leite cru em
temperaturas de refrigeracdo pode ocasionar
problemas tecnoldgicos associados a selegdo de
bactérias psicrotroficas. Uma importante
caracteristica dos psicrotroficos comumente
encontrados no leite e produtos derivados é a sua
capacidade de multiplicar a 7°C ou menos,
independentemente se sua temperatura Otima de
crescimento (COUSIN, 1982; CELESTINO et. al.,
1997; SORHAUG e STEPANIAK, 1997).

2 - ORIGEM DE MICRORGANISMOS
PSICROTROFICOS EM LEITE

A presenga de microrganismos psicro-
troficos esta relacionada diretamente com as
condigdes de higiene durante a produgédo; portanto,
o leite produzido sob boas praticas e de animais
sadios, normalmente ndo apresenta alta contagem
de psicrotroficos quando refrigerado a tempe-
raturas iguais ou inferiores a 4°C, enquanto que
sob condigdes de higiene ndo adequadas, o leite
apresenta uma alta contagem destes micror-
ganismos (COUSIN, 1982).

Segundo WIDMANN et al., (2000), os
microrganismos psicrotréficos contribuem para a
deterioragdo do leite de duas formas: pela produgdo
de enzimas proteoliticas e lipoliticas que sdo
secretadas no leite cru durante a estocagem, antes
do processamento. Essas enzimas sdo resistentes
ao tratamento térmico. A atividade remanescente
dessas enzimas pode reduzir a qualidade sensorial e
a vida-de-prateleira dos produtos lacteos. Além
disso, possiveis contaminagdes pds-pasteurizagdo
por varios tipos de microrganismos, prin-
cipalmente Pseudomonas ssp, podem causar a
deterioragdo do leite pasteurizado.

A microbiota psicrotrofica de importancia
na industria de laticinios inclui espécies de bactérias
Gram-negativas dos géneros Pseudomonas,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes,
Chromobaterium e Flavobacterium e bactérias
Gram-positivas dos géneros Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus e Microbacterium spp
(COUSIN, 1982, RYSER, 1999; PINTO, 2004).

Apesar de ndo representar mais do que 10%
da microbiota do leite recém-ordenhado,
Pseudomonas constitui o género encontrado com
maior freqiiéncia no leite e em derivados mantidos
sob refrigeragdo (COUSIN, 1982; SORHAUG e
STEPANIAK, 1997; DOGAN e BOOR, 2003,
PINTO, 2004). Essa bactéria ¢ conhecida por
secretar proteases extracelulares resistentes aos
tratamentos de pasteurizagdo e UHT (GRIFFITHS
et al., 1987; KUMURA et al., 1999; RASHID et
al., 2001).

"ADAMS et al. (1975), ao avaliarem as
proteases de bactérias psicrotroficas em leite cru,
estocado a 4°C, observaram que 70 a 90% eram
Pseudomonas.

Segundo SORHAUG e STEPANIAK (1997),
O género Pseudomonas inclui espécies que se
caracterizam por apresentar um curto tempo de
geragdo, entre 0 e 7°C. A contaminagdo dos
produtos ldcteos por esse microrganismo pode
originar-se do suprimento da agua de baixa
qualidade, de deficiéncias nos procedimentos de
higiene na fonte de producdo e, ou, na industria
de laticinios (SOLER et al., 1995). A importancia
do controle da contaminagdo dessa bactéria na
cadeia produtiva do leite esta relacionada ao seu
potencial enzimatico que pode variar em fungdo
da estirpe (DOGAN e BOOR, 2003).

Estudos realizados por KOHLMAN et al.,
(1991a; 1991b) e por DOGAN e BOOR (2003),
revelaram que Pseudomonas fluorescens constitui
a espécie deterioradora de maior importdncia por
produzir proteases termoestaveis que hidrolisam a
caseina e diminuem a produtividade industrial e a
qualidade sensorial dos produtos lacteos (SORHAUG
e STEPANIAK, 1997). Além disso, essa estirpe
secreta lipases extracelulares que hidrolisam os
triglicerideos do leite transformando-os em acidos
graxos de cadeia curta, o que afeta diretamente a sua
vida-de-prateleira (DEETH, 1993).

A manuten¢do do leite cru refrigerado por
periodos maiores, como trés a quatro dias antes
de ser processado, pode assegurar tempo suficiente
para o crescimento de microrganismos como P.
fluorescens e outros psicrotréficos que podem
alcangar populagdes de 103 a 10° UFC/mL
(KOHLMANN et al., 1991a; 199b). Os testes de
predigdo da vida util de produtos lacteos sdo
baseados na detecgdo de psicrotréficos Gram-
negativos, especialmente Pseudomonas, porque
essas bactérias sdo a causa de grandes problemas
de conservagdo desses produtos (WHITE, 1993).

O ambiente também influencia a produgio
de proteases; a temperatura 6tima de crescimento
de Pseudomonas é de 20°C em pH neutro. Porém,
a produgdo de proteases aumenta, freqiientemente,
com a redugdo da temperatura. Varias espécies de
Pseudomonas, quando presentes no leite cru,
produzem metaloenzimas neutras, extracelulares e
termorresistentes, acarretando sérios problemas
apods o processamento (FAIRBAIRN e LAW, 1986).

3 - MICRORGANISMOS
PSICROTROFICOS TERMODURICOS

Os psicrotréficos termoduricos constituem
um importante grupo de microrganismos que,
apesar de multiplicarem bem a temperatura de
refrigeragdo, podem sobreviver a temperaturas
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de pasteurizagdo e produzir enzimas extracelulares
termorresistentes € comprometer a qualidade e a
vida-de-prateleira do leite pasteurizado e seus
derivados (SORHAUG e STEPANIAK, 1997;
MATTA E PUNIJ, 1999).

Os psicrotroficos termoduricos sdo clas-
sificados em Gram-positivos formadores ou nido
de esporos (COUSIN, 1982), sendo que dentre os
formadores de esporos, as espécies do género
Bacillus s3o as de maior predomindncia.
(COLLINS, 1981; COUSIN, 1982; SORHAUG e
STEPANIAK, 1997; BOOR et al., 1998; MATTA
E PUNIJ, 1999). Ainda que durante a pasteurizagido
do leite, a grande maioria dos psicrotroficos seja
destruida, este tratamento térmico tem pouco
efeito sobre a atividade das enzimas produzidas
por estes microrganismos, sendo consideradas
enzimas termorresistentes que podem reduzir a
qualidade e a vida-de-prateleira do leite tratado
termicamente e de outros produtos lacteos
fabricados com leite contaminado (SPECK e
ADAMS, 1975; FOX, 1981; COUSIN, 1982,
FAIRBAIRN e LAW, 1986).

JOHNSTON e BRUCE (1982), ao inves-
tigarem a incidéncia de psicrotréficos termo-
duricos no leite, observaram que a contagem de
esporos em amostras de leite pasteurizado pode
ser maior do que em amostras do leite cru em
decorréncia da contaminagio com esporos do
equipamento, em virtude das falhas de higienizagdo
nas usinas. Segundo esses autores, as bactérias
esporogénicas estdo presentes em pequeno
nimero quando o leite é ordenhado em boas
praticas sanitarias.

Espécies do género Bacillus podem causar
problemas sensoriais no leite UHT, interferindo
em sua qualidade durante o armazenamento e,
principalmente, pelo desenvolvimento de
rancificagdo e por secretarem proteases, lipases e
fosfolipases extracelulares termorresistentes
(TORKAR e MATIJASIC, 2003).

4 - PRODUGCAO DE ENZIMAS E
INFLUENCIA DA QUALIDADE DO LEITE
E DERIVADOS

As enzimas proteoliticas produzidas por
bactérias psicrotroficas podem resultar em varios
problemas tecnoldgicos para a industria lactica
como a instabilidade do leite ao calor, coagulagdo
durante a pasteurizagdo, gelifica¢do do leite UHT,
desenvolvimento de sabores e odores indesejaveis
e redugdo na produgdo de queijo (COUSIN, 1982;
SORHAUG e STEPANIAK, 1997; RAYANAL-
LIJIUTOVAC et al.,, 2005). PINTO (2004)
observou que o grau de proteélise em amostras de
leite refrigerado com P. fluorescens destinado a
produgdo de leite UHT foi dependente da

Instituto de Laticinios Candido Tostes
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temperatura, do tempo de estocagem e do nimero
de células.

Segundo (DATTA e DEETH, 2003) a
protedlise do leite UHT durante a estocagem 3
temperatura ambiente é o principal fator limitante
que diminui a sua vida-de-prateleira por meio de
mudancas em seu flavor e textura levando 3
formagdo de gel, sendo que as enzimas responsaveis
pela protedlise sdo a proteinase alcalina nativa do
leite, a plasmina e proteinase bacteriana extracelular
produzida por contaminantes psicrotréficos no
leite antes do tratamento térmico. Além disso, essas
proteinases reagem de forma diferente com as
proteinas do leite e produzem diferentes peptideos
no leite UHT.

A protedlise pode também ser atribuida a
atividade de proteases naturais do leite. A ocor-
réncia de protedlise pela atividade de proteases
nativas termoestaveis € relacionada prin-
cipalmente com a atividade da plasmina, uma
serina-protease € seu precursor inativo, o
plasminogénio (KOHLMANN et al., 1991c;
BASTIAN e BROW, 1996). A plasmina e o
plasminogénio encontram-se associados as micelas
de caseina e as membranas dos glébulos de gordura
(BASTIAN e BROW, 1996).

A atividade de proteases de Pseudomonas
pode afetar os sistema plasmina-plasminogénio do
leite por promover o rompimento da micela de
caseina, o que resulta em liberagdo da plasmina ligada
a caseina ao soro (FAJARDDO-LIRA e NIELSEN,
1998). Esse processo pode comprometer de forma
negativa o processo de fabricagdo de queijos,
considerando a importdncia da plasmina no
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais no
produto, como sabor, odor e textura (FOX, 1989).

Na industria de queijos, é freqiiente a
ocorréncia de problemas de perdas de rendimento
em decorréncia da atividade de proteases bacterianas
sobre a caseina. Além disso, os microrganismos
utilizam em seu metabolismo outros componentes
do leite, podendo produzir produtos metabolicos
que conferem sabores e odores estranhos, assim
como enzimas termoestaveis que causam alteragdes
indesejaveis no alimento, além de promoverem a
reducido do rendimento na fabricagdo de queijos
(HICKS et al.,, 1982; ELLIS e MARTH, 1984).
Estudos realizados por COUSIN (1982), de-
monstram um aumento consideravel de nitrogénio
total em soros de leite inoculados com bactérias
psicrotroéficas, sugerindo que a atividade metabdlica
dessas bactérias pode afetar o rendimento de queijos.

De acordo com SORHAUG e STEPANIAK
(1997), as alteragGes organolépticas e estruturais em
queijos causadas por enzimas proteoliticas de
psicrotroficos foram encontradas quando as contagens
no leite atingiram 2x10°a 5x10® UFC/mL.

As lipases produzidas por psicrotrdficos sdo
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absorvidas pelos globulos de gordura e ficam retidas
na massa do queijo, enquanto que as proteases,
soliveis em 4dgua, sdo perdidas no soro. Por isso,
as lipases sdo mais importantes que as proteases,
no desenvolvimento de defeitos no sabor e aroma
em queijos (FOX, 1989).

Sdo considerdveis os prejuizos econdmicos
para as industrias de laticinios relacionados ao
uso de leite refrigerado com contaminagdes
elevadas de psicrotroficos e conseqiiente redugdo
do rendimento de queijos (HICKS et al., 1986).
Portanto, a qualidade do leite cru constitui um
dos fatores fundamentais para a obteng¢do de
queijos de boa qualidade.

1 - CONCLUSAO

A racionalizagdo da coleta e do transporte
do leite até a fazenda é um fator que beneficia toda
a cadeia do leite, pois o resfriamento imediato do
leite apds a ordenha resulta em um impacto positivo
sobre a qualidade do leite. Além disso, a refrigeragdo
do leite na prépria fazenda apresenta intimeras
vantagens, em especial com relagdo ao aumento
da vida util e qualidade dos produtos derivados.

Apesar de todas as vantagens que o sistema
de granelizagdo proporciona a melhoria da
qualidade microbioldgica do leite, observa-se que o
uso de leite refrigerado propicia também a perda
de qualidade e redugdo da vida-de-prateleira do leite
e seus derivados em decorréncia do crescimento de
microrganismos psicrotréficos que degradam os
seus constituintes e afetam suas caracteristicas
fisicas, sensoriais e tecnoldgicas, diminuindo a
aptiddo do leite para seu processamento e tornando
os seus derivados, muitas vezes, inaceitiveis no
mercado consumidor.

Como a temperatura de refrigeragdo
adotada no armazenamento do leite ndo inibe o
crescimento de psicrotréficos nem a produgio e
atividade de enzimas deterioradoras, é im-
prescindivel que se assegure a adogdo de boas
praticas agricolas (BPA) e boas préticas de
fabricagdo (BPF) para limitar a contaminagéo.

A adogdo de medidas adequadas de higiene
na produgdo, armazenamento e transporte do leite
podem prevenir a contaminagdo de micror-
ganismos psicrotréficos que representam um grave
problema econdmico para a indistria de laticinios.

Como a industria lactea objetiva expandir
a producio e aumentar a vida-de-prateleira, a
qualidade microbioldgica do leite cru é im-
portantissima a qualidade do produto final.

7 - SUMMARY

The dairy industry crosses a period of
intense structural transformations. The milk

quality is one of the main important point to
control to obtaining long shelf-life and quality
products. Nowadays, the milk cooling on the
farm and the granelization are important
instruments that seek the quality preservation of
the raw material and decrease spoilage. Low
temperatures inhibit the acidification of the
mesophylic microorganisms. However the use of
low temperatures select the psicrotrofics
microorganisms group that are capable to grow
in cooling temperatures, independently of its
better growth temperature. Those microorganisms
can produce proteolitcs and lipolitics enzymes
that are termal resistent and that can change the
quality of milk and cause lots to the dairy industry.

Keywords: leite, resfriamento, granelizagio,
microrganismos psicrotréficos
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COMPILACAO DE METODOS ANALITICOS PARA PESQUISA DE
FRAUDES EM LEITE - PARTE I

Compilation of analytical methods in detecting adulterations in milk - Part I

Danielle Braga Chelini Pereira’

RESUMO

Ao leite, assim como a outros produtos alimentares relevantes a dieta humana,
pretende-se associar uma imagem positiva como produto nobre, de valor nutritivo expressivo,
especialmente no que tange ao fornecimento de proteinas e calcio. E imprescindivel, porém,
vincular o produto da mesma forma a conceitos de pureza e integridade. A Legislagdo
Brasileira estabelece que o leite deva estar isento de qualquer tipo de impurezas ou elementos
estranhos, bem como que deve permitir o desenvolvimento de flora lactica. Para municiar
industrias, 6rgdos de fiscalizagdo e controle, laboratoérios de prestagdo de servigos e demais
interessados com ferramentas analiticas disponiveis para detec¢do de substdncias adicionadas
de forma fraudulenta ao leite, compilam-se a seguir metodologias descritas por diferentes

fontes bibliograficas.

INTRODUCAO

Com o intuito de facilitar o entendimento
e acesso as metodologias, estas se encontram
agrupadas de acordo com o principal objetivo de
sua adigdo ao leite, qual seja:

1- Reconstituintes: substincias adicionadas
com o intuito de recompor ou manter a
composi¢do do leite cujo volume foi
aumentado fraudulentamente, incluindo
amildceos, cloretos, agucares e soro de
queijo;

Conservantes: substdncias que reduzem

a atividade microbiana, com objetivo de

evitar que alteragdes devidas a atividade

de microrganismos possam ser detectadas
pelos métodos empregados em controle
de qualidade da matéria-prima;

3- Neutralizadores: substincias empregadas
para redugdo da acidez do leite, por
neutralizagdo de compostos acidos
provenientes de agdo microbiana.

[\
[

Ressalta-se que as metodologias descritas a
seguir, bem como quaisquer outras com objetivos
semelhantes, podem e devem ser empregadas em
rotinas analiticas de controle de qualidade para
detecgdo e comprovagdo de adulteragdes, quando
for o caso, contribuindo para reduzir a incidéncia

destas agdes. A qualidade do leite deve ser
aprimorada e mantida empregando alternativas
tecnoldgicas adequadas a sua produg@o higiénica,
ao controle sanitdrio do rebanho, ao transporte e
distribuigdo ageis do produto e ao seu proces-
samento eficaz e realizado no menor periodo
possivel, atendidas as necessidades sociais,
industriais e comerciais envolvidas. Somente com
o comprometimento de todos os segmentos sera
possivel manter o leite em evidéncia como
alimento de boa qualidade, puro e saudavel, o que
fortalece o setor integralmente.

Recomenda-se a execugdo de provas tes-
temunhas positivas e negativas, especialmente para
metodologias ndo realizadas em rotina ou em etapas
de treinamento/implantagdo. E muito importante,
no entanto, organizar a execugdo pratica de forma
a evitar contaminagdes ou duavidas que
comprometam a confiabilidade dos resultados.

A escolha por uma ou outra metodologia
entre as disponiveis deve considerar a firmeza do
analista em sua execugdo e interpretagdo de
resultados, além da sensibilidade, custo, rapidez,
disponibilidade de materiais e reagentes, comuns
neste tipo de decisdo. Uma vez que em sua maioria
sdo métodos de execugdo simples, sugere-se que
sejam empregados rotineiramente, para analises
completas em caso de avaliagdo ou suspeita de
fraude ou em roteiros analiticos periédicos para
todos os fornecedores da industria.

1 Professora/pesquisadora EPAMIG/CT/ILCT. danielle@epamig.br. R. Tenente Luiz de Freitas, 116 — Santa

Terezinha. Juiz de Fora-MG. (32) 3224 3116.
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METODOS PARA DETECCAO DE
RECONSTITUINTES:

AMILACEOS:

Método 1 (Manual de Técnicas utilizadas
no Laboratério de Controle de qualidade. Lucimar
Augusta dos Santos Senra. Ndo publicado. 1979.
94 p. EPAMIG/DTA/ILCT.):

Pipetar para um tubo de ensaio 5 mL de
amostra. Ferver em chama de lamparina a dlcool
e resfriar em agua corrente. Juntar 5 gotas de
solugdo iodo-iodetada.

Positivo: Coloragdo azul.

Preparo da solucio iodo-iodetada: Pesar
5 g de iodo, mais 10 g de iodeto de potassio R e
agua destilada q.s. 100 mL.

Método 2 (Brasil, Ministério da Agri-
cultura — LANARA _ Métodos Analiticos Oficiais
para o controle de produtos de origem animal e
seus ingredientes — volume II — Métodos Fisico e
Quimicos, Brasilia — 1981, D. F. P. irreg.):

Transferir 10 mL de leite para tubo de
ensaio e aquecer até ebuli¢do em banho-maria
fervente, mantendo o aquecimento por 5 minutos.
Esfriar em 4agua corrente. Adicionar 5 gotas de
solugdo de lugol ou tintura de iodo. Na presenga
de amido aparecera coloragdo azul.

Método 3 (Pereira, J. F. Andlise de
alimentos — Processos gerais, mel, leite e
derivados. Juiz de Fora, 1980, p. irreg.):

Pipetar para um tubo de ensaio 5 mL da
amostra; ferver em chama de lamparina a alcool,
resfriar em dgua corrente e juntar 5 gotas de
solugdo de lugol. Positivo (presenga de amilaceos):
coloragdo azul.

Método 4 (Sdao Paulo — Instituo Adolfo
Lutz — Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
— volume I — Métodos Quimicos e Fisicos para
andlise de alimentos. 3* ed. Sdo Paulo, 1985, 533p.):

Medir 10 mL da amostra em uma proveta.
Transferir para um tubo de ensaio. Aquecer até a
ebulicio em bico de Bunsen. Resfriar em dgua com
gelo. Adicionar duas gotas de solugdo alcodlica de
iodo a 1%. Na presenga de amido aparecerd uma
coloragdo azul (que desaparecera por aquecimento).

Método 5 (Brasil, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. Instrugdo Normativa N° 68, de 12 de
dezembro de 2006. Oficializa os Métodos Analiticos
Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e
Produtos Lacteos. Didrio Oficial da Unido de 14/
12/2006 , Segdo 1 , Pagina 8):

Transferir 10 mL de leite fluido ou de leite
em po reconstituido para tubo de ensaio, aquecer
até ebulicdo em banho-maria e deixar por 5
minutos. Esfriar em 4gua corrente. Adicionar as
amostras preparadas 2 gotas de solugdo de Lugol
e observar a coloragdo produzida.

Positivo: coloragdo azul.

Observacgiao: O principio do método €
descrito, como “O amido com o iodo forma um
composto de adsorgdo de coloragdo azul”.

Método 6 (Pereira, D. B. C. et al. Fisico-
quimica do Leite e Derivados — Métodos analiticos.
2 ed. Templo Editora. Juiz de Fora, 2001. 234 p.):

Pipetar ,para um tubo de ensaio, 5 mL de
leite. Ferver em chama de lamparina ou bico de
Bunsen, resfriar em agua corrente e acrescentar 5
gotas de solugdo de lugol.

Coloragdo azul: presenga de amildceos.

Preparo da solucio de Lugol: Dissolver
100g de iodeto de potassio e 50 g de iodo em 100
mL de dgua destilada; completar o volume com
agua destilada para 1 litro de solugdo.

CLORETOS:

Método 1 (Manual de Técnicas utilizadas
no Laboratdrio de Controle de qualidade. Lucimar
Augusta dos Santos Senra. Ndo publicado. 1979.
94 p. EPAMIG/DTA/ILCT.):

Misturar, num tubo de ensaio, partes iguais
(I mL) de amostra, nitrato de prata a 10% SR e
cromato de potassio 5% SR.

Positivo: Coloragdo amarela.

Método 2 (Brasil, Ministério da Agricul-
tura — LANARA _ Métodos Analiticos Oficiais
para o controle de produtos de origem animal e
seus ingredientes — volume II — Métodos Fisico e
Quimicos, Brasilia — 1981, D. F. P. irreg.):

Em tubo de ensaio, colocar 10 mL de leite.
Adicionar 8 a 10 gotas de solugdo de cromato de
potéssio a 5 % e agitar. Acrescentar 4,5 mL de
nitrato de prata 0,1 mol/L (0,1 N) e agitar. A
coloragdo amarela indica a presenga de cloretos
em quantidade superior a faixa normal. Se o leite
contém cloretos dentro da faixa normal, a
coloragdo pode variar de alaranjado escuro ao
vermelho tijolo.

Método 3 (Pereira, J. F. Anilise de
alimentos — Processos gerais, mel, leite e
derivados. Juiz de Fora, 1980, p. irreg.):

Pipetar para um tubo de ensaio 2 mL da
amostra; juntar 2 mL do reagente “A” de M.
Miglievich (nota: homogeneize antes de usar) e 2
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mL do reagente “B” de M. Miglievich. Positivo:
cor amarela.

Preparo das solugdes:

1. Solugdo A: cromato de potédssio a 5 %
(m/v) acrescido de carbonato de célcio
a saturacgio.

2. Solugdo B: nitrato de prata 0,74% (m/v).

Método 4 (Pereira, J. F. Analise de ali-
mentos — Processos gerais, mel, leite e derivados.
Juiz de Fora, 1980, p. irreg.):

Misturar, num tubo de ensaio, partes iguais
(1 mL) da amostra, de nitrato de prata 10% SR e
cromato de potassio 5% SR. Positivo: cor amarela.

Método 5 (Brasil, Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de Defesa
Agropecudria. Instrugdo Normativa N° 68, de 12 de
dezembro de 2006. Oficializa os Métodos Analiticos
Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e
Produtos Lacteos. Diario Oficial da Unido de 14/
12/2006, Se¢do 1, Pagina 8):

Em tubo de ensaio colocar 10 mL de leite,
adicionar 0,5 mL de solugdo de cromato de
potassio a 5 % e 4,5 mL de solugdo de nitrato de
prata 0,1 mol/L (0,1 N)e agitar. Positivo: co-
loragdo amarela.

Observagdo: O principio do método ¢é
descrito, como “Fundamenta-se na reagdo do
nitrato de prata com os cloretos em presenga de
cromato de potdssio como indicador.”

O resultado positivo de coloragdo amarela
indica a presenga de cloretos em quantidades
superiores a faixa normal (0,08 a 0,1 %).

Método 6 (Pereira, D. B. C. et al. Fisico-
quimica do Leite e Derivados — Métodos analiticos.
2 ed. Templo Editora. Juiz de Fora, 2001. 234 p.):

Mistura, em um tubo de ensaio, partes iguais
(I mL) de leite, nitrato de prata 10% (m/v) S.R.
e de cromato de potassio 5% (m/v) S.R.; e agitar.

Coloragao amarela: presenca de cloretos.

ACUCARES:

Método 1 (Manual de Técnicas utilizadas
no Laboratério de Controle de qualidade. Lucimar
Augusta dos Santos Senra. Ndo publicado. 1979.
94 p. EPAMIG/DTA/ILCT.):

Colocar num tubo de ensaio partes iguais (2
mL) da amostra e de acido cloridrico R. Agitar até
dissolugdo e deixar em banho-maria 2 a 3 minutos.

Positivo: coloragdo amarela.

Método 2 (Brasil, Ministério da Agricultura
— LANARA _ Métodos Analiticos Oficiais para o

controle de produtos de origem animal e seus
ingredientes — volume II — Métodos Fisico e
Quimicos, Brasilia — 1981, D. F. P. irreg.):

Transferir para um béquer de 150 mL, 45
mL de leite. Adicionar 2 mL de solugdo de
ferrocianeto de potassio a 15% e 2 mL de solugdo
de acetato ou sulfato de zinco a 30%. Agitar por
30 segundos e deixar em repouso por 5 minutos.
Filtrar. Transferir 1 mL do filtrado para cépsula
de porcelana. Adicionar 10 gotas da Solugdo
Reagente. Auqgecer em chama baixa, levando a
ebuligdo por um minuto.

Em presenga de sacarose, aparecerd
coloragdo azul.

Preparo da Solu¢io Reagente: Dissolver
4 g de uréia e 2,2 g de cloreto estanhoso em 10
mL de solugdo de acido sulfurico a 40%, usando
aquecimento para auxiliar a dissolugdo. O reativo
deve ser recentemente preparado.

Método 3 (Brasil, Ministério da Agricul-
tura — LANARA _ Métodos Analiticos Oficiais
para o controle de produtos de origem animal e
seus ingredientes — volume II — Métodos Fisico e
Quimicos, Brasilia — 1981, D. F. P. irreg.):

Transferir 10 ml de leite para um tubo de
ensaio. Adicionar 1 ml de acido cloridrico
concentrado e 0,1 g de resorcina. Agitar e aquecer
em banho-maria por 5 minutos. Na presenga de
sacarose aparecera uma coloragdo rosea imediata.
O resultado serd negativo caso a coloragdo aparega
posteriormente, o que pode ocorrer devido a
hidrolise da lactose (agucar natural do leite).

Método 4 (Pereira, J. F. Analise de ali-
mentos — Processos gerais, mel, leite e derivados.
Juiz de Fora, 1980, p. irreg.):

Colocar, num tubo de ensaio, parte iguais (1
mL) da amostra e acido cloridrico R; agitar até
dissolugdo e deixar em banho-maria por 2 — 3 minutos.

Positivo: coloragdo escura, tendendo a preta.

Método 5 (Sao Paulo — Instituo Adolfo
Lutz — Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
— volume I — Métodos Quimicos e Fisicos para
analise de alimentos. 3* ed. Sio Paulo, 1985,
533p.):

Medir 45 mL de amostra em um proveta.
Transferir para um béquer de 100 ml. Aquecer em
banho de agua a 90 °C. Adicionar 45 mL de solugdo
amoniacal de acetato de chumbo, preparada no
momento do uso. Agitar durante 30 segundos.
Deixar em repouso por 4 minutos. Filtrar.
Transferir 3 mL do filtrado para um tubo de
ensaio. Adicionar 3 mL de solugdo de difenilamina.
Aquecer em banho-maria por 10 minutos. Em
presenga de sacarose, aparecerd coloragdo azul.
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Preparo das solugdes:

1. Solugdo amoniacal de acetato de chumbo:
Acrescer, a 50 g de acetato de chumbo,
120 mL de agua destilada. Misturar 50
mL desta solugdo a 50 mL de hidréxido
de amoénio a 15%. Preparar no momento
do uso.

2. Solugdo de difenilamina: 1 g de difenila-
mina, 10 mL de élcool etilico, 25 ml de
acido acético glacial, 65 mL de acido
cloridrico.

Método 6 (Sdao Paulo — Instituo Adolfo
Lutz — Normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
— volume I — Métodos Quimicos e Fisicos para
analise de alimentos. 3* ed. Sdo Paulo, 1985,
533p.):

Medir 15 mL da amostra em uma proveta.
Transferir para um tubo de ensaio de 50 mL.
Adicionar 1 mL de acido cloridrico e 0,1 g de
resorcina. Agitar. Aquecer em banho-maria por 5
minutos.

Em presenca de sacarose, aparecera
coloragdo vermelha.

Método 7 (Pereira, D. B. C. et al. Fisico-
quimica do Leite e Derivados — Métodos analiticos.
2 ed. Templo Editora. Juiz de Fora, 2001. 234 p.):

Misturar, em um tubo de ensaio, partes
iguais (1 mL) de leite e de acido cloridrico p.a.;
agitar até dissolucdo e deixar em banho-maria por
2 — 3 minutos.

Coloragdo escura: presencga de agucares.

OUTROS RECONSTITUINTES:

URINA (Manual de Técnicas utilizadas no
Laboratério de Controle de qualidade. Lucimar
Augusta dos Santos Senra. Ndo publicado. 1979.
94 p. EPAMIG/DTA/ILCT.):

Misturar, num tubo de ensaio, partes iguais
(2 mL) da amostra e do reativo “U” (preparado
no momento do uso). Aquecer em chama de
lamparina 2 a 3 minutos.

Positivo: coloragdo roésea.

Preparo do reativo “U”: Misturar 2 ml
de acido sulfirico 50% SR com 1 mL de 4cido
cloridrico R e 3 mL de alcool absoluto R. Este
reativo deve ser preparado no momento do uso.

ALCOOL ETIiLICO (Brasil, Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
Secretaria de Defesa Agropecudria. Instrugédo
Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006.
Oficializa os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-
Quimicos, para Controle de Leite e Produtos

Léacteos. Diario Oficial da Unido de 14/12/
2006, Segdo 1, Pagina 8):

Medir 100 mL da amostra e transferir para
kitazato (500 mL). Adicionar 10 mL de
antiespumante (solugdo a 3 %) e misturar bem.
Transferir para um tubo de ensaio 2 mL da
solugdo sulfocrdmica e mergulhar nessa solugido
a extremidade da pipeta de Pasteur acoplada ao
kitazato por um tubo de silicone ou latex, de
modo a formar um sistema fechado. Aquecer a
amostra contida no kitazato mantendo em
fervura por 5 minutos.

Negativo: coloragdo da solugdo sulfocro-
mica inalterada ou levemente amarelo-
acinzentada.

Positivo: coloragdo da solugdo sulfocromica
verde.

Interferente: formaldeido.

Preparo da solugio sulfocrémica:
Dissolver 1,15 g de dicromato de potassio
(K2Cr207) p.a. em 10 mL de agua, transferir para
baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume com acido sulfurico (H2SO4) p.a.

Observac¢do: O principio do método €
descrito: Na presenga de alcool etilico em meio
acido ocorre a redugdo do cromo+6 a cromo+3,
modificando a coloragdo da solugdo sulfocromica.

GELATINA (Brasil, Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Secretaria
de Defesa Agropecuaria. Instrugdo Normativa N°
68, de 12 de dezembro de 2006. Oficializa os
Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos, para
Controle de Leite e Produtos Lacteos. Diario Oficial
da Unido de 14/12/2006, Segédo 1, Pagina 8):

Transferir 10 mL ou 10 g de amostra (leite
fluido e leite fermentado) para um béquer de 100
mL. Adicionar 10 mL de solugdo de nitrato de
mercurio e misturar. Adicionar 20 mL de 4gua e
misturar novamente. Deixar em repouso por 5
minutos e filtrar para béquer de 50 mL. Transferir
5 mL do filtrado obtido para tubo de ensaio e
adicionar igual volume de solugdo saturada de acido
picrico. Fazer em paralelo uma prova em branco
para comparagdo final. Observar os tubos no
momento e tornar a observa-los no dia seguinte.
Opcionalmente, a solugdo acida de nitrato de
mercurio 0,265 N poderd ser substituida por uma
solugdo de nitrato de mercurio II 0,1 N. Neste
caso, aos 10 mL ou 10 g da amostra adicionar 25
mL da solugdo de nitrato de mercurio II 0,1 N e
misturar. Adicionar 5 mL de 4gua e misturar
novamente. Deixar em repouso por 5 minutos e
filtrar para béquer de 50 mL. A partir deste ponto,
seguir o procedimento ja descrito.

Positivo: formag¢do de um precipitado
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amarelo, de particulas finamente divididas que
sedimentam lentamente. Ap6s uma noite em
repouso o deposito viscoso estard aderido no fundo
e nas paredes laterais do tubo, de tal forma que,
agitando e vertendo o tubo com enxague simples
ndo se desprendera.

Negativo: formagdo de um precipitado
amarelo floculento, com produg¢ido de um soro
praticamente limpido. Esse precipitado ndo adere
as paredes do tubo e é facilmente removivel com
agua, mesmo apds uma noite de repouso.

Prova em branco: filtrado levemente turvo.
Apds repouso, o depdsito se desprendera facil-
mente do fundo do tubo por simples agitagio.

Preparo da Solucio dcida de nitrato de
mercirio (Hg (NO3)2) 0,265 N: mercurio (Hg)
dissolvido em duas vezes o seu peso em acido nitrico,
e essa solugdo diluida 25 vezes o seu volume com
agua, ou solugdo de nitrato de mercirio II
monohidratado Hg (NO3)2.H20 0,1 N;

Observagido: O principio do método €
descrito: “Baseia-se nas caracteristicas da
formagdo de um precipitado da gelatina com acido
picrico.”

SORO DE QUEIJO

Método 1 (Brasil, Ministério da Agricul-
tura, Pecudria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuaria. Instrugdo Normativa N° 68,
de 12 de dezembro de 2006. Oficializa os Métodos
Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle
de Leite e Produtos Lacteos. Diario Oficial da Unido
de 14/12/2006, Se¢do 1, Pagina 8):

Para leite fluido, a amostra é preparada
medindo 10 mL de leite fluido para um béquer de
50 mL Para leite desidratado, pesar 10 g de leite
em pd desnatado ou 13 g de leite em pod integral,
dissolver em 100 mL de 4gua morna, sob agitagdo,
para homogeneizar. Pipetar 10 mL da recons-
tituigdo para béquer de 50 mL.

Adicionar a amostra preparada, com auxilio
de bureta, 5 mL de solugio de acido tricloroacético
a 24 % ,sob agitagdo constante, num intervalo de

2 minutos. Deixar em repouso por.60.minutos.a .

25°C e filtrar descartando as primeiras gotas do
filtrado. Injetar 20 ou 30 iL de cada filtrado no
cromatografo com fluxo da fase modvel de 1,5 ou
1 mL por minuto respectivamente.

Comparar o cromatograma da amostra com
o de leite adicionado de soro. Identificar o pico
com mesmo tempo de retengdo do soro. Calcular
a porcentagem de ‘soro na amostra por
interpolagdo da leitura do sinal, na reta de regres-
sdo do leite adicionado de soro.

Instituto de Laticinios Candido Tostes

Curvas de calibracido: Soro, de queijo,
em po: determinar a umidade do soro em pé para
corregdo da massa utilizada;

Soro de queijo, liquido: pesar 1,25 g de coalho
em p6 (1:30.000), adicionar 0,85 g de cloreto de
sédio (NaCl) p.a., transferir para baldo volu-
métrico de 100 mL e completar o volume com
agua destilada deionizada. Adicionar 4 mL desta
solugdo a um béquer contendo 500 mL de leite
cru a 32°C. Aguardar 30 minutos, cortar, agitar e
dessorar a massa coagulada para separar o soro
obtido. Coletar o soro em erlenmeyer de 500 mL
e aquecer até principio de fervura para inativar a
enzima do coalho.

Preparo da curva de leite fluido adicionado
de soro de queijo, liquido: pesar aliquotas de 9,5;
9,0; 8,5 e 8,0 g, de leite isento de soro (amostra
branca), em béquer de 50 mL. Acrescentar aliquotas
de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g de soro, de queijo, liquido
a cada um deles respectivamente. Preparar um
branco, pesando 10 g de leite isento de soro, em
béquer de 50 mL . Adicionar a cada béquer, 5 mL
de solugdo de acido tricloroacético a 24 % , sob
agitagdo constante, num intervalo de 2 minutos.
Deixar em repouso por 60 minutos a 25°C e filtrar
descartando as primeiras gotas do filtrado. Injetar
20 ou 30 iL de cada filtrado no cromatdgrafo
com fluxo da fase moével de 1,5 ou 1 mL por
minuto respectivamente. Construir o grafico de
% de soro versus a intensidade do sinal do detector
e calcular a reta de regressdo aceitando valores de
R>0,95

Preparo da curva de leite em pd adicionado
de soro, de queijo, em pé: construir uma curva
com concentragdes de soro de queijo conhecidas,
como por exemplo: 5, 10 e 15 % (m/m). Pesar
aliquotas variadas de soro, de queijo, em po
representando 5, 10 e 15%, adicionar, a.cada uma,
quantidades suficientes de leite em p6 (amostra
branca) para totalizar 13 g (para leite em po
integral) ou 10 g (para leite em p6 desnatado).
Reconstituir adicionando 100 mL de agua morna
e agitar para homogeneizar. Pipetar 10 mL de
cada reconstitui¢do para béquer de 50 mL.
Adicionar, a cada um, 5 mL de solugdo de acido
tricloroacético a 24 % ,sob agitagdo constante,
num intervalo de 2 minutos. Deixar em repouso

__por 60 minutos a 25°C e filtrar descartando as

primeiras gotas do filtrado. Injetar 20 ou 30 iL de
cada filtrado no cromatégrafo com fluxo da fase
moével de 1,5 ou 1 mL por minuto respec-
tivamente. Construir o grafico de % de soro versus
a intensidade do sinal do detector e calcular a reta
de regressdo aceitando valores de R > 0,95.

Preparo das solugdes:
1. Fase moével tampédo pH 6,0: dissolver
1,74 g de hidrogenofosfato de potassio (K2HPO4)

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Mar/Abr, n° 355, 62: 44-49, 2007

Pag. 49

p.a.; 12,37 g de dihidrogenofosfato de potédssio
(KH2PO4) p.a. e 21,41 g de sulfato de sodio
(Na2SO4) p.a. em, aproximadamente, 700 mL de
agua destilada deionizada. Ajustar o pH da solugio
para 6,0 usando solug¢do de acido fosforico
(H3PO4) 1 N ou solugdo de hidroxido de potassio
(KOH) a 50%. Completar o volume para 1000
mL com 4gua destilada deionizada e filtrar a
solugdo, antes do uso, em membrana filtrante de
0,45 mm. Desgaseificar antes do uso.

Observag¢io: O principio € descrito:
“Baseia-se na detec¢do de caseinomacropeptideo
(CMP) por cromatografia liquida de alto de-
sempenho,método da filtragdo em gel.

O Cromatografo liquido utilizado deve ser
equipado com detector UV a 205 nm e coluna Zorbax
GF 250 Bioséries da Agilent de 9 mm de didmetro e
250 mm de comprimento, ou equivalente.

Método 2 (Pereira, D. B. C. et al. Fisico-
quimica do Leite e Derivados — Métodos analiticos.
2 ed. Templo Editora. Juiz de Fora, 2001. 234 p.):

Transferir, para um béquer de 250 mL, 25
mL da amostra de leite e adicionar, sob cuidadosa
agitagdo, 25 mL de 4cido tricloroacético 24% (m/
v). Deixar em repouso por 30 minutos e filtrar
através de papel-filtro quantitativo para
erlenmeyer de 125 mL. Transferir 25 mL do

filtrado pra um tubo de centrifuga, com capacidade
aproximada de 35 mL. Adicionar 1 mL de 4cido
fosfotungstico 20% (m/v), deixar em repouso por
10 minutos e centrifugar a 3000 rpm por 10
minutos. Descartar o sobrenadante e dispersar o
sedimento com auxilio de um bastdo de vidro e de
3 mL de etanol 95% (v/v). Rinsar o bastdo de
vidro com mais 1 mL de etanol e centrifugar por
10 minutos. Descartar o etanol e secar o sedimento
a 35-40 °C por 30 minutos. Adicionar 3 ml de
4dcido sulftirico 0,05 mol/L e manter o tubo
tampado em banho-maria a 80°C por, rigoro-
samente, 40 minutos. Esfriar & temperatura
ambiente. Pipetar 2 mL do sobrenadante para um
tubo de ensaio com tampa de rosca e capacidade
10 mL. Adicionar 0,5 mL do reativo de Erlich.
Manter o tubo tampado em banho-maria fervente
por 30 minutos e esfriar em banho de gelo até
temperatura ambiente.

O desenvolvimento de coloragdo violacea
indica a presenga de soro proveniente de coagu-
lagdo enzimaética. Leite genuino apresenta
coloragdo amarelada ou ligeiramente rosea.

Preparo do reativo de Erlich: Pesar 5 g
de p-dimetilaminobenzaldeido e transferir para
um baldo volumétrico de 50 mL. Adicionar 20-25
mL de 4gua destilada. Manter a mistura insolivel
na geladeira (4 °C) por até 48 horas. No momento
do uso, adicionar acido cloridrico 37% (m/v) até
a marca de referéncia do baldo volumétrico.
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12 a 14.04 - Requeijdo e Especialidades Lacteas
Teor: Requeijdo Cremoso, Culinério, Cremoso Light, Especialidade Lactea a base de requeijdo e para uso
culinério e Idéias para novos produtos correlatos. Valor: R$300,00

21.05 a 02.06 - Reciclagem Global em Laticinios

Teor: Introdugdo e Instrumentagdo, Microbiologia e Fisico-Quimica do Leite e Derivados, Culturas Lécticas,
Tecnologia de Fabricagdo de Manteiga, Tecnologia de Fabricagdo de Doce de Leite, logurte, Bebidas Lacteas
e Queijos: Frescal, Parmesé&o, Prato, Requeijao, Mussarela, Ricota e Reino.

Valor: R$600,00

14 a 16.06 - Curso de Queijos Convencionais |
Teor: Fabricagdo de Queijo Minas Padrdo, Frescal, Ricota, Mussarela, Manteiga e Requeijao (Culinario, Barra
e Cremoso). Valor: R$300,00

23 a 25.08 - Curso de Queijos Convencionais |
Teor: Fabricagdo de Queijo Minas Padrdo, Frescal, Ricota, Mussarela, Manteiga e Requeijao (Culinério, Barra
e Cremoso). Valor: R$300,00

30.08 a 01.09 - Curso de logurte e Bebidas Lacteas
Teor: Aspectos da Matéria Prima, Tratamento Térmico, Culturas Lacteas, Leites Fermentados, Incubagéo,
Quebra e Resfriamento da Coalhada, Aditivos e Tecnologias de Fabricagdo. Valor: R$300,00

Total de vagas: Minimo: 15 alunos. Maximo: 20 alunos. Os cursos iniciam-se as 08:00 e terminam por volta
das 17:30 horas com intervalo de 1 (uma) hora para almogo. Aos sabados, os cursos iniciam-se as 08:00 e
terminam as 12:00 horas. Os cursos estdo sujeitos a cancelamento caso ndo se alcance o nimero minimo de
inscritos. Neste caso, os participantes que confirmaram inscricdo serdo avisados com pelo menos § (cinco)
dias de antecedéncia (considerada a data do inicio do curso) e os valores pagos ao CT/ILCT serdo reembol-
sados. Outros cursos poderdo ser agendados para datas fora do calendéario pré-determinado. Na certeza da
realizagdo dos mesmos e o seu teor entraremos em contato. A programagdo completa de todos os cursos
podera ser vista no Site: www.candidotostes.com.br

Instrugdes para Inscrigdo nos Cursos: Para participar dos cursos de pequena duragdo do Instituto de
Laticinios Candido Tostes, favor proceder da maneira indicada abaixo:

1. Entrar em contato pelo telefone (32)3224-3116, antes da data de inicio do curso, para confirmar a realizagao
do mesmo e falar com Luiza Albuquerque ou Marcelle Pompemayer.

2. Apo6s confirmagao, efetuar o depésito bancario referente ao valor do curso no Banco do Brasil, Agéncia 024-
8, Conta Corrente n°® 3209-3 e Nome do Favorecido: CAIXA ESCOLAR DO ILCT.

3. Enviar comprovante de depdsito com o Nome do Cursista e Curso pretendido para o fax (32)3224-5450 ou
telefonar para confirmar o deposito e apresentar o comprovante a Secretaria do ILCT antes do inicio do
curso. Importante: Confirme sua inscrigdo por mail ou telefone.

4. Comparecer a Secretaria do ILCT/EPAMIG com no minimo 15 minutos de antecedéncia, munido de docu-
mentos e uniforme completo. :

5. O cursos iniciam-se as 08:00 e terminam por volta das 17:30 horas com intervalo de 1 (uma) hora para
almogo. Aos sabados, os cursos iniciam-se as 08:00 e terminam as 12:00 horas.

Uniforme Obrigatério: Devido as rigorosas regras de higiene que sdo impostas pelo Servigo de Inspegédo
Federal (SIF), fica determinada a obrigatoriedade do uso de uniforme completo por parte dos alunos dos
Cursos de Aperfeigoamento e qualquer outra pessoa que queira entrar no Setor Industrial do Instituto de
Laticinios Candido Tostes. Os alunos que ndo portarem o uniforme serdo impedidas de frequentar aulas
praticas.Uniforme exigido: Boné Branco, Camisa, Calga e Jaleco Branco, Bota de Borracha Branca.

&) EPAMIG

Empresa de Pesquise Agropecuerio de Minos Gerais

Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento

Instituto de Laticinios Candido Tostes

DISTRIBUIDOR DE PRODUTOS

'DANISCO

First you add knowledge...

Familia

Tecnologia em laticinios a sua disposicao.

A campanha "‘Familia Leite & Cia." resgata os valores da tradicdo esculpida pelas
primeiras familias queijeiras rurais, que ndo raras tornaram-se grandes marcas do setor,
conferindo muito orgulho a industria nacional. £ aproveita para ilustrar o exemplo de
que as historias de sucesso sdo construidas através de muita unido, carinho, amor a
profissdo e tradigdo que passa de pai para filho.

0 grande desejo da Fermentech é contribuir constantemente com o desenvolvimento
e a expansdo do setor de laticinios e derivados no Brasil. Sempre baseada em ética e
muito respeito a seus clientes e o consumidor final, através da distribuicdo de produtos
de alta qualidade.

Desde 2005 a Fermentech vem aumentando o seu portflio de produtos, em funcao
da consolidagdo de uma forte parceria coma DANISCO, lider mundial no desenvolvimento
e producao de insumos para a inddstria alimenticia.

A Fermentech oferece uma ampla gama de produtos DANISCO, que inclui as linhas
de culturas CHOOZIT™, YO-MIX™, PROBAT™ e HOLDBAC™, estabilizantes da
linha RECODAN™, MEYPROGEN®. e GRINDSTED® e a linha de bioprotetores
NATAMAX™, NISAPLIN®, NOVASIN™, GUARDIAN™, e AROMAS, dentre outros.

Consulte também, a linha de COALHOS, SOLUCAO CLORETO DE CALCIO, SORBATO
DE POTASSIO, CORANTES e outros,

Central de Atendimento
11 6193 4900 | www.fermentech.com.br






