iaoe |
ol Ao
PANTROR |y

) e
[ 104HTE

| [ venwnm |
ACORLD.
=/ LU0 J | ronmvion

www.arvoredoleite.org

Esta é uma cépia digital de um documento que foi preservado para inUmeras gera¢Ges nas prateleiras da biblioteca Otto
Frensel do Instituto de Laticinios Candido Tostes (ILCT) da Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (EPAMIG),
antes de ter sido cuidadosamente digitalizada pela Arvoredoleite.org como parte de um projeto de parceria entre a
Arvoredoleite.org e a Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes para tornarem seus exemplares online. A Revista do
ILCT é uma publicagdo técnico-cientifica criada em 1946, originalmente com o nome FELCTIANO. Em setembro de 1958, o seu
nome foi alterado para o atual.

Este exemplar sobreviveu e é um dos nossos portais para o passado, o que representa uma riqueza de histédria, cultura e
conhecimento. Marcas e anota¢des no volume original aparecerdo neste arquivo, um lembrete da longa jornada desta
REVISTA, desde a sua publicacdo, permanecendo por um longo tempo na biblioteca, e finalmente chegando até vocé.

Diretrizes de uso

A Arvoredoleite.org se orgulha da parceria com a Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes da EPAMIG para digitalizar
estes materiais e torna-los amplamente acessiveis. No entanto, este trabalho é dispendioso, por isso, a fim de continuar a
oferecer este recurso, tomamos medidas para evitar o abuso por partes comerciais.

Também pedimos que vocé:

e Faca uso ndao comercial dos arquivos. Projetamos a digitalizacdo para uso por individuos e ou instituicdes e solicitamos que
vocé use estes arquivos para fins profissionais e ndo comerciais.

e Mantenha a atribuicdo Arvoredoleite.org como marca d'agua e a identificacdo do ILCT/EPAMIG. Esta atitude é essencial
para informar as pessoas sobre este projeto e ajuda-las a encontrar materiais adicionais no site. Ndo remové-las.

e Mantenha-o legal. Seja qual for o seu uso, lembre-se que vocé é responsavel por garantir que o que vocé esta fazendo é
legal. O fato do documento estar disponivel eletronicamente sem restri¢des, ndo significa que pode ser usado de qualquer
forma e/ou em qualquer lugar. Reiteramos que as penalidades sobre violacdo de propriedade intelectual podem ser bastante
graves.

Sobre a Arvoredoleite.org

A missdo da Arvoredoleite.org é organizar as informagdes técnicas e tornd-las acessiveis e Uteis. Vocé pode pesquisar outros
assuntos correlatos através da web em http://arvoredoleite.org.



http://arvoredoleite.org/�

Empresa de Pesauisa Agropecuiria de s Gerois
Secretaria de Estado de Agricultura, Pecudria e Abostecimento
Instituto de Laticinios Candido Tostes

Dairy Journal Bimonthly
Published By The "CAndido




Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n°® 336 a 338, 59;: 1-100, 2004 Pig. 1

10
11

12

13

REVISTA DO INSTITUTO DE LATICINIOS
“CANDIDO TOSTES”

DAIRY JOURNAL
BIMONTHLY PUBLISHED BY THE
“CANDIDO TOSTES” - DAIRY INSTITUTE

INDICE - CONTENT

Investigagdo preliminar dos efeitos da contagem de células somdticas no leite sobre as caracteristicas quimicas do
queijo tipo mozzarella. Paula Tavolaro, Luis Fernando Laranja Fonseca, José Cézar Panetta, Carol Leticia Quaini
Sousa, Paulo Henrique Fonseca Silva, Adauto de Matos Lemos, Otacilio Lopes Vargas, Luis Carlos Ferreira, Carlos
Augusto ‘Fernandes Oliveira 3

Determinagdo do coeficiente efetivo de difusdo do cloreto de s6dio em queijo mussarela. Rafael da C. 1. Fontan, Marcelo M.

Carvalho, Paulo S. Monteiro, Luis A. Minim, Jane S. R. Coimbra 7
Funcionalidade dos lipidios. Rocha, F. A, Araiijo, W. M. C., Borgo, L. A,, Ito, M. K. 10

Determinagdo da atividade antimicrobiana in vitro de sorbato de potéssio sobre leveduras isoladas de ricotas. Fitima Aparecida
Carmicel, Jacqueline Tanury Macruz Peresi, Ulisses Foggetti, Tania Maria Vinturim Gongalves, Fernando Leite Hoffmana ........ 19

Composigdo protéica do leite de vacas da raga holandesa suplementadas com metionina. Juliana Borsari Dourado Sancanari,
Jane Maria Bertocco Ezequiel, Expedita Maria de Oliveira Pereira, Luciola de S4, Sérgio do Nascimento Kronka, José Adolfo
Sancanari 25

Salga de queijos em salmoura: uma revisdo. Renata Golin Bueno Costa, Verdnica Lobato, Luiz Ronaldo de Abreu, Fernando
Antdnio Resplande Magalhaes 41

Uso do borbulhamento do gés ozdnio na redugio de Pseudomonas fluorescens inoculadas em leite cru. Daise Aparecida
Rossi, Talita Thomaz Nader, Jupyracyara J. de Carvalho Barros, César Augusto Garcia, Fabiana Almeida Miranda ........ 50

Composigao protéica do leite de vacas da raca holandesa alimentadas com ragdo deficiente em proteina e suplementadas com
metionina. Juliana Borsari Dourado Sancanari, Jane Maria Bertocco Ezequiel, Expedita Maria de Oliveira Pereira, Luciola
de S4, Sérgio do Nascimento Kronka, José Adolfo Sancanari 56

Caracteristicas microbiolégicas de Queijo Catiara comercializado em Lavras - MG. Victor Maximiliano Reis Tebaldi, Thales
Leandro Coutinho de Oliveira, Guilherme Cabral de Avila Ramalho, Luis Ronaldo de Abreu, Roberta Hilsdorf Piccoli7 1

Pontos criticos de controle na pasteurizacao do leite em microusinas. Timm, C.D., Roos, T.B., Gonzalez, H.L., Oliveira, D.S. ..... 75

Queijo Minas artesanal da Regizo do Serro: avaliagdo de Staphylococcus aureus e suas Enterotoxinas. Maximiliano Soares
Pinto, José Manoel Martins, Romilda A. B. Monteiro Araiijo, Maria Crisolita Cabral da Silva, Célia Liicia de Luces Fortes
Ferreira ) 82

Impactos tecnolégicos causados na fabricag@o de queijos pelos residuos de antibiéticos no leite. Renata Golin Bueno Costa,
Verdnica Lobato 87

Composicao fisico--quimica do leite de biifalas da Raga Murrah de uma fazenda leitera no Estado de Corrientes, Argentina.
Exequiel M. Patifio, Eduardo L. Faisal, Fernando I. Mendez, Jose F. Cedres, Maria C. Guanziroli Stefani, Gustavo Angel
Crudeli 96

L) EPAMIG

Empresa de Pesquisa Agropecuério de Minos Geraia -

EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS
Centro Tecnolégico

Instituto de Laticinios “Cindido Tostes”
Revista Bimestral

Endereco: Revista do Instituto de Laticinios “Céandido Tostes”
Rua Tenente Freitas, 116 - Santa Terezinha

36.045-560 - Juiz de Fora - Minas Gerais - Brasil

Tel.: 3224-3116 - DDD: 32 / Fax: 3224-3113 - DDD 3

EPAMIC . CTMCT
HIBLTO R A




Rev. Inst. Latic. “Cindido Tostes”, Jan/J un, n° 336 a 338, 59: 2-2, 2004

Governo do Estado. de Minas Gerais
Aécio Neves da Cunha

Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuiria e Abastecimento
Odelmo Ledo Carneiro Sobrinho

Empresa de Pesquisa Agropecuiria de Minas Gerais
Baldonedo Arthur Napoledo - Presidente
Artur Fernandes Gongalves Filho - Diretor de Operagdes Técnicas

Centro Tecnolégico - Instituto de Laticinios Candido Tostes

Comité Gerencial
Gerson Occhi - Chefe do CT/ILCT
José Alberto Bastos Portugal - Sec. Executivo Prog. Proc. Agroindustrial
Regina Célia Mancini - Coord. do Programa Ensino Leite e Derivados
José Lourenco Pereira Russi - Supervisor do Niicleo de Administracdo e Financas
Nelson Tenchini Macedo - Supervisor do Niicleo de Indistria e Comércio

Revista do Instituto de Laticinios Cindido Tostes
Coordenadora de Edicio
Luiza Carvalhaes Albuquerque
Técnica em Laticinios e Especialista em Marketing e Qualidade Total

Jornalista Responsavel
Vania Lucia Alves Lacerda
Reg. Prof. 4.729/MG

Corpo Revisor
Célia Lucia Luces Fortes Ferreira
Daise Aparecida Rossi
Edna Froeder Arcuri
José Alberto Bastos Portugal
Luiz Ronaldo de Abreu
Luiza Carvalhaes de Albuquerque
Maria Cristina Drumond e Castro
Paulo Henrique Fonseca da Silva

Os trabalhos apresentados sdo de inteira responsabilidade de seus autores.

Juiz de Fora, julho de 2004

EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS
- EPAMIG -

Revista do Instituto de Laticinios “Cindido Tostes”, n. 1 - 1946 - Juiz de Fora. Instituto de Laticinios
“Candido Tostes”, 1946.

V. ilust. 23 cm
n. 1-19 (1946-48), 27 cm, com nome de Felctiano, n. 20-73 (1948-57), 23 cm, com o nome de Felctiano.
A partir de setembro de 1958, com o nome de Revista do Instituto de Laticinios “Candido Tostes”.

1. Zootecnia - Brasil - Periddicos. 2. Laticinios - Brasil - Periédicos
1. Empresa de Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais, Juiz de Fora, MG, ed.

ISSN 0100-3674 CDU 636/637(81)(50)

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n® 336 a 338, 59: 3-6, 2004 Pdg. 3

INVESTIGACAQ PRELIMINAR DOS EFEITOS DA CONTAGEM DE
CELULAS SOMATICAS NO LEITE SOBRE AS CARACTERISTICAS
QUIMICAS DO QUELJO TIPO MOZZARELLA

Preliminary investigation of the effects of milk somatic cell count on chemical
characteristics of mozzarella cheese
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José Cézar Panetta’
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RESUMO

A mastite é considerada uma das doengas mais comuns que afetam os rebanhos leiteiros, originando
enormes prejuizos econdmicos aos produtores de leite. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
correlagdo entre diferentes contagens de células somdticas (CCS), estimadas através do Wisconsin Mastitis
Test (WMT) no leite de vacas holandesas, e algumas caracteristicas quimicas do leite, do soro de queijo e do
queijo Mozzarella produzido com estes leites. Os resultados demonstraram que nio houve correlagao

. significativa (P > 0,05) entre os valores de WMT noleite(baixa: = 6.5 mm, média: 6.6 to12.4 mm e alta: = 12.5
mm) e os percentuais de caseina e cilcio no leite; proteélise no leite e no soro de queijo; peso e protedlise no
queijo. Considerando que os valores de WMT usados no experimento corresponderam 2 variagdo de cerca de
=103.684 células/mL a = 264.196 células/mL, recomenda-se a realizagdo de estudos que avaliem os possiveis
efeitos de altos niveis de CCS no leite sobre o rendimento industrial e a qualidade do queijo Mozzarella.

Palavras-chave: células somiticas; queijo Mozzarella; anilises quimicas.

INTRODUGAO A ocorréncia de mastite pode ser verificada

pelo aumento na contagem de células somdticas

Existe uma relagdo muito préxima entre a
ocorréncia de mastite e a lucratividade da produgao
leiteira. Além de afetar a saide dos animais, a
doencga pode alterar as caracteristicas quimicas,
fisicas e microbioldgicas do leite, sendo os efeitos
sentidos tanto pelos produtores quanto pela
indistria leiteira. Para o produtor, a mastite leva
a perdas na producdo de leite, descarte prematuro
de animais e do leite, gastos com assisténcia
veterindria e com o tratamento dos animais
(BLOSSER, 1979). Para a indistria leiteira, as
perdas estdo relacionadas as modificagdes quimicas
e microbiolégicas observadas no leite, diminuindo
a qualidade do produto final e o rendimento
industrial da produg¢ido de derivados.

(CCS) no leite, que tem que ser superior a 200.000/
mL para produzir efeitos visiveis (KITCHEN,
1981). O dano a atividade da glindula mamadria e o
aumento na permeabilidade vascular causados pela
resposta inflamatéria levam a mudan¢as na
composi¢ao do leite (NG-KWAI-HANG et al., 1984)
que acompanha a intensidade do aumento na
contagem de células somdticas. O aumento na CCS
também ocorre com o aumento da idade da vaca, o
final da lactagdo, o estresse e processos patoldgicos
sistémicos. Os efeitos tecnolégicos deste aumento
da CCS sio os mesmos daqueles observados nos casos
clinicos ou subclinicos de mastite.

As seguintes alteragdes na composi¢do do
leite foram descritas, associadas com o aumento da
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CCS: diminui¢do dos niveis de lactose e gordura;
alteragdo qualitativa no teor de proteinas, sem
alteragbes quantitativas significativas (aumento na
quantidade de proteinas vindas do sangue e
diminui¢do daquelas sintetizadas na glandula
mamadria); modificacdes na concentragdo de
minerais (aumento na concentra¢do de sédio e cloro,
diminui¢do na concentragao de potdssio, cdlcio,
magnésio e fésforo inorganico); e efeitos negativos
no rendimento e qualidade de produtos licteos,
especialmente queijos (ALI et al., 1980; KITCHEN,
1981; KLEI et al., 1998; MA et al., 2000).

O objetivo do presente estudo foi avaliar
algumas caracteristicas quimicas do leite, soro e
queijo tipo Mozzarella fabricado com leite
contendo diferentes niveis de células somdticas.

MATERIAIS E METODOS

O leite usado no experimento foi fornecido
pelo rebanho Holandés puro do Centro Nacional
de Pesquisa em Gado de Leite da EMBRAPA, em
Coronel Pacheco, Minas Gerais. Antes do inicio
do experimento, 70 vacas do rebanho foram
testadas pelo Wisconsin Mastitis Test (WMT) para
estimativa da CCS individual. Quinze vacas foram
selecionadas e divididas em trés categorias de CCS
no leite: baixa (WMT = 6,5 mm); média (WMT de
6,6 a 12,4 mm), e alta (WMT = 12,5 mm). Cada
um dos trés grupos forneceu cerca de 20 litros de
leite por dia, que foi enviado ao laticinio.

No momento da chegada, a CCS do leite de
conjunto de cada um dos grupos foi verificado
novamente pelo WMT para a estimativa do
nimero de leucécitos no leite, que foi feita usando-
se a férmula de Haenlein et al. (1972), como se
segue: Y =1,14 + 0,32, onde Y € a raiz quadrada do
nimero de leucdcitos, multiplicada por 10* e X, a
medida em mm obtida no WMT. Amostras do leite
de cada um dos grupos foram coletadas para a andlise
de protedlise, conteiido de caseina e cdlcio.

Seis partidas de queijo tipo Mozzarella foram
fabricados em seis dias diferentes usando o leite
selecionado como descrito acima. Assim, trés queijos,
feitos com leite de alta, media e baixa CCS foram
produzidos em seis dias de experimento, em um total
de 18 lotes de queijo (seis por categoria de CCS). A
fabricagdo foi feita de acordo com o procedimento
descrito por Furtado & Neto (1994), usando-se
procedimentos padrao da indistria leiteira. Os queijos
foram pesados individualmente e mantidos a 5°C.

Durante a fabricagdo de cada queijo, amostras
de soro foram coletados para a anilise do nivel de
protedlise imediatamente apés a separagio do cogulo.
Amostras dos queijos também foram coletadas para a
andlise da protedlise apds 48 horas da produgio.

As amostras de leite foram submetidas a
andlise dos niveis de proteina e cilcio de acordo
com os métodos recomendados pela AOAC (1985)

EPAMIG
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e Vargas (1995), respectivamente. A protedlise
no leite e soro foram determinadas pelo método
colorimétrico descrito por Citti et al. (1963),
usando-se um espectrofotdmetro a 650nm.

Para a estimativa da protedlise no queijo,
o nitrogénio total (NT), o nitrogénio soldivel (NS)
em pH 4,4 e o nitrogénio ndo-proteico (NNP)
foram determinados pelo método de Kjeldhal
(AOAC, 1985), e a protedlise nas amostras de
queijo foi expressa através de duas relagdes: NPN/
NT, que determina a profundidade da protedlise,
e NS/NT, que determina a extensdao da protedlise.

Para a andlise dos resultados, o nimero de
leucécitos/mL de cada categoria de CCS foi
transformado em log,,. Os resultados obtidos para
os dezoito lotes de leite foram usados para se
determinar o coeficiente de correlacdo de Pearson
(r) entre o log dos valores de leucécitos € os
pardmetros quimicos estudados. O teste t de Student
com aproximag¢io normal foi usado para comparar
os valores de correlagao em um nivel de significancia
de 5% (GACULA & SINGH, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A anilise estatistica indicou uma correlagdao nao
significativa (P > 0.05) entre os valores de log do
nimero de leucécitos/mL e todos os pardmetro
estudados (conteiido de caseina e cdlcio no leite,
protedlise no leite e soro, peso dos queijos e protedlise
em queijo expressa como NNP/NT ou NS/NT), como
mostrado na Tabela 1. De acordo com Barbano et al.
(1991) e Le Roux et al. (1995), o leite apresenta uma
grande variabilidade intrinseca. Estes autores observa-
ram que a correlagio entre a CCS e a composi¢ao dos
parametros no leite melhora quando o leite dos quartos
individuais da mesma vaca sdo utilizados, e se torna
gradualmente menos significativa quando se usa o leite
dos quatro quartos ou o leite de conjunto, como ocorreu
no presente estudo. Devido a esta grande variabilidade
intrinseca, a relagdo entre a CCS e o peso dos queijos
nao foi linear.

Grandison & Ford (1986), trabalhando com
queijo Cheddar, nio observaram modifica¢des no
rendimento, embora altera¢gdes de qualidade e
composi¢do tenham sido claramente visiveis. Além
disso, de acordo com Barbano et al. (1991), para
que se demonstre modificagées no rendimento, €&
necessdria a recuperag¢do cuidadosa de toda a proteina
e gordura durante o procedimento de fabricagio, o
que tornaria o procedimento de producdo de queijos
diferente daquele que normalmente se utiliza na
indidstria. Além disso, o peso maior dos queijos
fabricados com leite de alta CCS deve ser analisados
com cuidado, comparando-se o valor em termos de
matéria seca do produto final, porque este tipo de
queijo tende a reter mais umidade em sua massa
(ALI et al,, 1980; GRANDISON & FORD, 1986;
BARBANO et al., 1991; KLEI et al., 1998).
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Tabela 1.
soro e queijo tipo Mozzarela.

Coeficiente de correlagdo entre o log do mimero de leucécitos/mL no leite e parimetros selecionados no leite,

Parametros comparados com o log de leucécitos /mL

Coeficiente de correlagio (r)

Teor de célcio
Teor de caseina
Proteédlise

Protedlise

Peso individual
Profundidade da proteélise (NNP/NT)
Extensdao da proteélise (NS/NT)

Leite
0,36
0,09
-0,22

Soro
-0,07

Queijos

-0,05
-0,24
-0,52

NNP/NT - nitrogénio né@o-proteico / nitrogénio total

NS/NT - nitrogénio soldvel / nitrogénio total

O conteiido de caseina obtido durante o
experimento nao se correlacionou estatis-
ticamente com as categorias de CCS do leite. Uma
explicagdo possivel para este fato € que, embora
o epitélio mamadrio possa estar lesado, as células
restantes continuariam a produzir leite de

‘composi¢cao normal, o que € geneticamente

determinado (WEAVER & KROSER, 1977).
Barbano et al. (1991) mostraram que o efeito da
CCS no leite de vacas individuais é apcnas
observado quando os aumentos estio em torno de
100.000 a 127.000 células/mL, e o rendimento
do queijo Cheddar é afetado usando-se leite com
CCS dentro destes valores. Acima destes valores,
estes autores relataram que as diferengas nao
foram tao significativas. Ao se utilizar a férmula
de Haenlein et al. (1972) para transformar o valor
em mm do WMT no nimero de leucécitos/mL,
observou-se no presente estudo que a categoria
baixa CCS apresentou = 103.684 células/mL e a
categoria alta CCS, = 264.196 células/mL, onde
se esperaria verificar alteracdes de rendimento.
Entretanto, nenhum efeito foi observado,
provavelmente pelo uso do leite de conjunto.
Klei et al. (1998) relataram a ocorréncia
de protedlise mais rdpida durante o arma-
zenamento sob refrigeracdo de queijo Cottage
fabricado com leite de alta CCS, o que poderia ser
esperado no queijo tipo Mozzarella. Ma et al.

'(2000) relataram menor qualidade sensorial

devido a alta protedlise no leite pasteurizado de
alta CCS mantido sob refrigera¢io. Esta
comparagdo, entretanto, nio foi possivel no
presente estudo, uma vez que nio se avaliou a

~ ocorréncia de proteélise sob refrigeragio.

A protedlise que ocorre durante o

armazenamento e maturagdo do queijo é devido
-20s efeitos residuais do coalho e aos efeitos da

plasmina. A proteélise devido 2 grande quantidade
d.e plasmina no leite mamitico foi relatada por
diversos autores (POLITIS & NG-KWAI-HANG,
1988; SEAMAN et al., 1988; BARBANO et al.,

{1_991; LE ROUX et al., 1995). A plasmina pode

estar aumentada devido a maior permeabilidade do
epitélio lesado ou pela maior conversio do
plasminogénio em plasmina no dbere afetado pela
mastite. Somers & Kelly (2002) mostraram a
intensidade da ativagio da plasmina devido ao
tratamento térmico. Estes autores afirmaram que
quanto mais intenso o tratamento térmico, mais
plasmina pode ser ativada. No presente estudo, a
pasteurizagdo lenta em baixa temperatura foi ,
utilizada (63-65°C por 30 minutos), €, mesmo se o
leite com alta CCS tivesse apresentado mais
plasmina, ela poderia ter ficado inativa pela baixa
intensidade do tratamento térmico, e nenhum
efeito de protedlise ter sido visivel, mesmo com o
aumento da CCS.

CONCLUSOES

O queijo tipo Mozzarella fabricado com leite
de baixa (= 6,5 mm), média (6,6 a 12,4 mm), e
alta (= 12.5 mm) CCS, como medido pelo WMT,
nao apresentou modifica¢gbes nos paradmetros
quimicos selecionados, quando fabricada usando-
se procedimentos padrdo da indistria leiteira.
Entretanto, como os valores da CCS do presente
estudo apresentaram uma amplitude restrita,
variando de = 103.684 células/mL (baixa CCS) e
= 264.196 células /mL (alta CCS), recomenda-se
maiores estudos sobre a influéncia de valores mais
altos de CCS no rendimento e qualidade de queijo
tipo Mozzarella.
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ABSTRACT
Mastitis is one of the most common diseases

affecting dairy cattle, and it brings great economic
losses to the milk producer. This research trial was
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undertaken in order to assess the correlation between

- different somatic cell counts (SCC), estimated using

the Wisconsin Mastitis Test (WMT) in milk from
Holstein cows, and chemical characteristics of milk,
whey and Mozzarella cheese manufactured from this
milk. There were no significant correlation (P >
0.05) between WMT categories in milk (low: = 6.5
mm, medium: 6.6 to 12.4 mm, and high: = 12.5
mm) and casein and calcium content of milk;
proteolysis in milk and whey; weight and proteolysis
in cheese. Considering that the WMT range values
used in the experiment corresponded to nearly =
103,684 cells/mL to = 264,196 cells/mL, the
importance of studies regarding the possible effect
of higher SCC values in milk on the yield and quality
of Mozzarella cheese is stressed.

Key words: somatic cells;
cheese; chemical analysis.

Mozzarella
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1. INTRODUCAO

, O emprego de cloreto de sédio (NaCl) na
conservagdo de alimentos & feito desde tempos
remotos, podendo ser citado como exemplo o seu
uso na conservagdo de peixes, empregado ao
; longo da histéria da humanidade (WANG, TANG

e CORREIA, 2000). Em queijos, além de prevenir
0 crescimento de microrganismos, previne
~_também o desenvolvimento de acidez, melhora o
_ flavor, textura e cor, além de ajustar o teor de
umidade do queijo (PAYNE e MORISON, 1999).
O processo de salga de queijos pode ser feito
_ por meio de salmoura, misturado & massa ou espalhado
superficialmente sobre ele (BEHMER, 1985;
BFURTADO, 1991). Na salga em salmoura, os blocos
:de queijo s3o imersos em solugdes concentradas de
sal por um perfodo que varia normalmente de 12
ras a sete dias, dependendo do tipo de queijo. Como
esultado, tem-se a difusdo do sal para dentro do queijo,
companhada de um transporte contracorrente de
gua em diregio a salmoura. Ao fim do periodo de
Iga, 0 queijo € retirado da salmoura e estocado para
ue ocorra a maturagio, enquanto o sal e a d4gua

—
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RESUMO

O presente trabalho aborda a determinagao do coeficiente efetivo de difusdo (D, )do cloreto de s6dio
(NaCl) em queijo mussarela. Uma matriz de queijo cilindrica teve sua superficie revest]da com parafina,
exceto nas pontas, uma das quais foi mantida em contato com uma solugéo salina agitada de tal forma que o
sal pudesse se difundir axialmente através do queijo. Considerando o processo difusivo do sal no queijo, foi
desenvolvido um modelo matemitico, a partir do balango diferencial de massa e da aplicagio da segunda lei
de Fick para difusao. Os experimentos foram realizados em banho termostitico com temperatura controlada e
concentracdo de sal conhecida. Através da consideragao de sélido semi-infinito, a solugdo analitica do
modelo foi obtida, tendo como parimetro a determinar o coeficiente efetivo de difusao D
concentragdo de sal no queijo foi caracteristico de difusdo em sélidos. O ajuste do modelo aos dados
experimentais, por meio de regressao nao-linear, forneceuum valor de D
condizente com valores de D_, encontrados na literatura.

o O perfil de

iguala 0,91 x 10°'°m?/s, valor este

ff

continuam a se difundir no interior do mesmo até
atingir uma condi¢do de equilibrio.

O teor final de sal e de umidade nos queijos é
influenciado pelo tempo de:imersido na salmoura,
pela temperatura e pelo tamanho dos blocos. Desse
modo, conhecer a taxa com que o sal ou a umidade
se difundem pelo queijo torna-se de fundamental
importdncia para predizer e aperfeigoar o tempo
de salga, além de permitir uma melhor padronizagio
do produto final (PAYNE e MORISON, 1999).

Uma das maneiras de se tentar descrever o

transporte de sal e d4gua durante o processo cldssico

de salga por salmoura € utilizar a segunda lei de
Fick para a difusdo, considerando constante o
coeficiente de difusio (CUSSLER, 1997). Esse
coeficiente de difusio representa a difusio
aparente no queijo, considerando-o uma matriz
sélida e o sal como um dos dois componentes que
formam a mistura bindria em difusio (PAJONK,
SAUREL e ANDRIEU, 2003).

O objetivo do presente trabalho foi determinar
o coeficiente de difusdo efetiva (D,;) do NaCl na
matriz de queijo mussarela, baseando-se na segunda
lei de Fick para a difusdo. Desta forma, pode-se

. Trabalho realizado no Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), campus universitério, s/n, Vicosa — MG - Brasil, 36571-000.
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- descrever.o processo difusivo de sal para qualquer
geometria e tamanho do queijo, possibilitando calcular
o tempo de salga para’'uma dada concentra¢cdo média
final especificada, bem como o tempo em que o queijo
terd sua concentracdo de sal uniformizada.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Procedimento Experimental

Para o experimento em questio foi utilizado
o queijo tipo mussarela, obtido, na etapa imediata-
mente anterior a salga, de um pequeno produtor da
regidao de Vigosa - MG. Amostras de queijo foram
preparadas cortando-se 0 mesmo em cilindros de 5,0
cm de altura e 1,5 cm de didmetro. Os cilindros foram
revestidos com camadas alternadas de parafina e filme
plastico comercial de PVC, de modo que apenas a
secdo transversal do cilindro pudesse entrar em
contato com a salmoura, garantindo a difusdao unidi-
mensional longitudinal do sal no queijo. A salmoura
utilizada continha uma concentragio de 185,5 g/L de
cloreto de sédio e foi mantida a uma temperatura de
12°C com o auxilio de um banho termostdtico,
simulando as condig¢bes encontradas na indistria.

As amostras foram mergulhadas parcialmente
na salmoura, de acordo com a Figura 1, de modo a
garantir a difusdo unidimensional do sal no queijo. O
volume da salmoura era muito superior ao volume das
amostras de queijo, de tal forma que foi possivel
considerar a concentracdo do sal na salmoura constante.
A solucdo da salmoura foi agitada vigorosamente
durante todo o experimento de tal forma que a
resisténcia a transferéncia de massa do sal através da
interface sélido fluido foi minimizada. Foram retiradas
amostras para andlise em intervalos de tempo de uma
hora, até um tempo final de imersdo de oito horas.

Apés isto, a amostra era retirada da
salmoura e seu revestimento removido. O cilindro
de queijo era entio imediatamente cortado em
fatias de aproximadamente 1,5 mm de espessura
para a determinagio do teor do sal.

REVESTIMENTO QUENO

AGITADOR

SALMOURA

Figura 1: Representacdo esquemdtica do
experimento realizado.

Estado de Agri . Abar o
ndido Tostes

2.2. Metodologia analitica

A concentragido do cloreto de sédio na sal-
moura foi obtida por determinagio titulométrica com
nitrato de prata (AgNO,), sendo o cromato de potdssio
(K,CrO,) o agente indicador. A metodologia utilizada
foi adaptada do método oficial 960.29 da AOAC (1996)
em que se utilizou a solugdo de nitrato de prata a uma
concentracao de 0,005 N em vez da concentragio de
0,1 N descrita no método oficial. Tal adapta¢do foi
necessdria em virtude da pequena massa das amostras
que foram analisadas (cerca de 0,6 g em cada fatia) e
do pequeno teor de sal nas mesmas.

2.2. Teoria

O modelo matemadtico para descrever o
processo difusivo foi desenvolvido através do
balango diferencial de massa em um cilindro. Foi
assumido que nio existiam efeitos convectivos

-dentro do queijo, que a difusdo era unidimensional

(dire¢@o axial no cilindro), que a concentragdo de
sal na superficie do queijo em contato com a salmoura
era constante e igual a da salmoura e que a con-
centracdo do sal na outra extremidade do queijo nido
variava durante o tempo de experimentagdo
(conceito de sélido semi-infinito). Desse modo, a
equacdo diferencial resultante do modelo, apés a
introducdo da lei de Fick, € dada pela equagio 1:
aC(z,t)_D 9%C(z,t) 1
Do (1)
com as seguintes condigdes inicial e de contorno:

t=0 = C(z0)=C,

>0 = {C(O,!):C, (2)
C(e,1)=C,

Apés manipulagdo matemdtica, a solugdo
analitica da equagdo 1 é (CUSSLER, 1997):

C,—C(z,t) _ z
c-c, "‘”f(‘ﬂ.%.,] 3)

onde: C € a concentragdo de NaCl no queijo
C_ € a concentragdo de NaCl na salmoura
C, € a concentragio inicial de NaCl no queijo
D, . € o coeficiente de difusdo efetivo
O valor de D, _foi obtido por regressao nao
linear, utilizando-se o método da secante (SAS;
1999), assumindo como critérios de aceitacio do
valor obtido o teste de F, a soma dos quadrados
dos erros e a andlise de dispersao de residuos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de concentracdo de NaCl ao longo
do tempo no queijo mussarela é apresentado na
Figura 2. Pode-se observar o aumento da
concentragio de NaCl no interior do queijo com
o passar do tempo, fato este causado pela difusdo

do sal na amostra.
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Figura 2: Perfil de concentragdo de NaCl ao
longo do tempo.

A regressdo ndo-linear usada para a

determinagdo de D, a partir da equagdo 3,

forneceu um valor de 0,91 x 107! m?%s para a
temperatura de trabalho de 12°C. Este valor foi
aceito dada a significancia do teste F (p<0,05), a
baixa soma de quadrados dos erros (0,012) e a
dispersdo aleatéria do residuo obtida.

O valor estimado é préximo ao encontrado
na literatura para alguns queijos de massa dura e semi-
dura; como no trabalho realizado por PAJONK,
SAUREL e ANDRIEU (2003) com queijo Emmental,
onde foram obtidos valores entre 0,62 e 2,22 x 101°
m?s para o coeficiente de difusio do NaCl na faixa de
temperatura de 4°C a 18°C. GROS e RUEGG (1987)
estimaram valores de D__entre 0,81 e 2,18 x 107°
m?s para a difusao do NaCl em queijo Sbrinz para
temperaturas da salmoura entre 7°C e 20°C, enquanto
que GEURTS, WALSTRA e MULDER (1974)
obtiveram, para o queijo Gouda a 12,5°C, valores de
Ddr entre 1,16 e 2,99 x 10° m?/s.

4. CONCLUSOES

O valor estimado para o coeficiente efetivo
de difusio do NaCl em queijo mussarela, 2
temperatura de 12°C, foi igual a 0,91 x 10'° m%s,
valor préximo ao encontrado na literatura para a
difusdo do sal em outros tipos de queijo.

ABSTRACT

The goal of this work was to obtain the
effective diffusion coefficient (D, ;) of sodium

~chloride in mozzarella cheese. A cylindrical cheese
 matrix was used, with its surface covered with

paraffin, except at one end which was kept in
contact with an agitated salt solution, allowing the
axial diffusion through the cheese. Considering the
cheese as a semi-infinite solid, a mathematical
model was developed based on the differential mass
balance and the application of Fick’s law of
diffusion. Temperature and salt concentration were

maintained constant throughout the experiments.
The obtained salt concentration profile in the
cheese was characteristic of diffusion in solids and
the adjustment of the model to experimental data
by a non-linear regression resulted in a Dt/f value
equal to 0,91 x 10-'° m?s, which in accordance to
the values found in literature.
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FUNCIONALIDADE DOS LIPIDIOS

' Lipid functionality

ROCHA, F. A.!
ARAUJO, W. M. C.?
BORGO, L. A3
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RESUMO

Este artigo apresenta uma revisio sobre a im

distribui¢io nos alimentos, assim como a sua funci
Importancia das gorduras no desenvolvimento do
no processamento destes produtos.

portancia dos lipidios na alimentagio, sua classificagio e
onalidade, principalmente em leites e queijos. Discute a
flavor, identificando as possiveis substincias envolvidas

Palavras-chave: leite, queijos, lipidios, funcionalidade

1. INTRODUGAO

Nos iltimos anos, o aumento na oferta de
produtos industrializados influenciou padrées
alimentares da populagdo, levando a um aumento
no consumo de alimentos ricos em gorduras
gerando, posteriormente, uma preocupag¢do com
0 excesso da ingestdo desses nutrientes e,
sobretudo, de alimentos ricos em gorduras e com
alto teor de dcidos graxos saturados.

. Os leites e derivados sio importantes fontes
dietéticas de cdlcio e proteina, porém' coritribuerﬁ
com quantidades significativas de gorduras saturadas
€ colesterol. As gorduras sdo nutrientes responsiveis
por fungées importantes no organismo, como o
fornecimento de energia; sio excelentes veiculos
para as vitaminas lipossoldveis; fornecem cidos
graxos essenciais e, além disso, possuem importante
fu‘ngﬁo sensorial, incrementando o paladar dos
ahmentos,v Por outro lado, o consumo excessivo de
gorduras saturadas e colesterol € fator de risco para
o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e
obesidade (Pereira, 1998).

Considerando " a relagio consumo de
alimentos e qualidade de vida, as indistrias de
alimentos buscaram desenvolver novos produtos
para atender a estes requisitos e que sensorialmente
fossem bem aceitos. i
. Esta revisio apresenta a importincia dos
lipidios no desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais de queijos, justificando as mudangas
produzidas com a redugio do teor de gordura.

—

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos gerais

Os lipidios sio quimicamente um grupo
EleFerogéneo de compostos relacionados com os
dcidos graxos. Tém a propriedade de ser relati-
vamente insoliveis em d4gua e soldveis em solventes
organicos. Na alimentacdo, sio relevantes nio
apenas por seu valor energético, mas, também,
por transportarem vitaminas lipossoliiveis, cidos
8raxos essenciais e serem parcialmente responsaveis
pela estrutura de membranas celulares (Murray et
al, 1994). . o

. ‘Sao clasmf;cados em simples quando, por
l’ndro!lse total, originam somente dcidos graxos e
dlcoois; em compostos, quando, por hidrélise tétal,
produzem 4cidos graxos e 4lcoois que apresentam
em suas moléculas um outro grupo funcional:
ff)sfolipfdios, glicolipidios e sulfolipidios. Os
ll.pfdiOS derivados sio aqueles provenientes da
hidrélise dos lipidios simples e compostos: 4cidos
graxos, hidrocarbonetos, vitaminas lipossoliveis,
pigmentos, compostos nitrogenados (Bobbio,
{995). Oleos e gorduras sio lipidios simples; sdo
es'teres de 4cidos graxos de alto peso molecular e
g?lcerol. Podem ser utilizados como sinénimos,
VIsto. que ambos possuem a mesma estrutura
quimica bésica; diferem apenas quanto a consis-
téncia 2 temperatura ambiente: as gorduras sio
sélidas e os 6leos, liquidos (Robinson, 1991:
Bobbio, 1995). ' ’
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A maioria das gorduras € ingerida na forma
de triacilglicerdis e fosfolipidios, que sdo compostos
por dcidos graxos saturados, monoinsaturados e
poliinsaturados, de acordo com a presenga ou nao
de duplas ligagdes na cadeia carbdnica. Os
triacilglicerdis sao os lipidios mais simples e
abundantes, e os principais componentes no arma-
zenamento ou depésito de gordura nas células das
plantas e animais (Lehninger, 1993).

Os-triacilglicerdis sdo formados por trés
moléculas de dcidos graxos esterificados com
glicerol. Podem ocorrer em fontes naturais nio-
modificadas (gorduras animais e vegetais) ou em
produtos alimenticios industrializados. Os fos-
folipidios sdo lipidios que contém, além de dcidos
graxos e dlcool, residuos de dcido fosférico. Sao

- os principais constituintes lipidicos das membranas

celulares (Lehninger, 1993).

Os dcidos graxos possuem, em sua
constitui¢ao, uma cadeia hidrocarbonada e um
grupo carboxilico terminal. Os 4dcidos graxos que
apresentam uma ligacdo insaturada recebem o
nome de monoinsaturados e os que contém mais
de uma ligacdo insaturada sao chamados de
poliinsaturados. Os que nao possuem insaturagao
sdo denominados saturados (Lehninger, 1993).

Segundo Mayes (1990), os 4cidos graxos sio
classificados também de acordo com o nimero de
carbonos presente em suas moléculas. Acidos

“graxos de cadeia curta sdo os que apresentam 2 a 4

carbonos (4dcidos propidnico, butirico, acético);
dcidos graxos de cadeia média, 6 a 12 carbonos
(4cidos caprilico, ldurico, capréico, cdprico); dcidos
graxos de cadeia longa, 14 a 24 carbonos (dcidos
miristico, palmitico, estedrico). Para Innis (1991),
dcidos graxos com 16 a 18 carbonos, com uma
dupla ligacdo, sio chamados de monoinsaturados
(dcidos oléico, elaidico, palmitoléico); e dcidos
graxos poliinsaturados sdo os que possuem de 18 a
24 carbonos com mais de uma dupla liga¢do (dcidos
linoléico, linolénico, araquiddnico, eicosa-
pentaendico e docosaexaendico).

O organismo, humano nio produz dois
importantes 4cidos graxos: o linoléico e o
linolénico, por nao possuir as enzimas necessarias
para a sua produgdo; por conseguinte, estes tém
que ser obtidos na dieta alimentar (Innis, 1991).
Além disso, os dcidos araquiddnico, eicosa-
pentaendico e docosaexaendico sdo sintetizados
a partir dos 4cidos linol€ico e linolénico (Moore,
1990).

As principais fontes alimentares dos dcidos

linoléico e linolénico sio os d6leos ricos em .

gorduras poliinsaturadas. O dcido linoléico é
abundante em dleos de girassol, milho e soja. O
6leo de linhagca é excelente fonte de dcido
linolénico. Os dcidos eicosapentaendico e

docosaexaendico sao encontrados em quantidades

maiores em peixes de dgua fria e mamiferos
marinhos (Belda, 1991).

Os 4dcidos graxos insaturados podem ser
subcategorizados pelo isémero posicional da dupla
ligacdo em cis e trans. Os dcidos graxos insaturados
com configuracdo trans sio produzidos mediante
a hidrogenacgdo de dcidos graxos poliinsaturados e
monoinsaturados (Sommerfield, 1983). Os dcidos
graxos trans estio presentes em margarinas
(White, 1999).

Diversos estudos sugerem que os dcidos
graxos com configuragcao trans elevam a
concentragdo de colesterol total e colesterol-LDL
e demonstram que a ingestdo de dcidos graxos
trans estd associada a prevaléncia de hiperli-
pidemias nas populagdes com consumo excessivo
de fast-foods (Troisi, 1992).

As gorduras com configuragdo cis siao
encontradas tanto em tecidos animais como em
vegetais. O dcido monoinsaturado cis mais comum
é 0 oléico. A maioria das gorduras animais € rica
em 4cido graxo saturado. Dietas ricas em 4cidos
graxos cis e pobres em dcidos graxos saturados,
como as consumidas na regiao Mediterranea, estao
associadas a baixos indices de doengas cardiacas
(Sirtori et al, 1986).

Muitos estudos demonstram a relagdo entre
a diminuicdo da incidéncia de doengas cardiovas-
culares em resposta a menor ingestao de gordura
total, gordura saturada e colesterol e sugerem que,
para a prevencdo das dislipidemias, € fundamental
controlar a ingestao de lipidios, bem como a sua
qualidade, enfatizando principalmente a propor¢ao
entre os tipos de gorduras existentes na dieta
(Giannini, 1998). A ingestdo de dcidos graxos
poliinsaturados e/ou monoinsaturados e de fibras
se apresenta como fator preventivo para as
dislipidemias (Lolio et al., 1995).

Para Vamam (1994), a ingestdo de alimentos
com altos niveis de gordura se tornou relevante,
especialmente aqueles relacionados com a ingestao
de gorduras do leite, por estarem associadas com o
desenvolvimento de cardiopatias, estabelecendo
uma imagem do nao sauddvel ao consumo de leites
e produtos ldcteos por trés fatores: elevado
contetido de gordura do leite integral e derivados,
alto contetido de colesterol e de dcido graxos
saturados.

O Brasil encontra-se em fase de transi¢do
nutricional, uma vez que se observa um aumento
progressivo da obesidade e suas conseqiiéncias,
emergindo como problema de satide piblica.
Resultados apresentados pelo Programa Nacional
de Saidde e Nutricio (PNSN), em 1989, e
comparados a estudos do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) permitem verificar
um expressivo aumento da obesidade em adultos
entre 25 e 64 anos de idade (Monteiro, 1995).
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Esta transi¢do nutricional é representada
pela mudang¢a do padrdo alimentar da populacgdo,
com a ado¢do da chamada dieta ocidental, rica
em gorduras — principalmente de origem animal,

~em agclicares e reduzida em carboidratos complexos
- e fibras (Monteiro, 1995).

O consumo de leite e derivados apresenta um

“» crescimento constante (Ferraz, 2001), e sua

produc@o se destaca como um dos seis produtos mais

importantes da agropecudria brasileira, com um

aumento de 150% nos iltimos 25 anos (Vilela, 2002).

2.2. Lipidios em alimentos — aspectos
funcionais

A tabela 1 apresenta as principais fontes e
quantidades de gorduras saturadas, monoinsaturadas
e poliinsaturadas em alimentos de origem animal e
vegetal, segundo o Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA).

Os lipidios possuem 3 func¢des nos
alimentos: gastronémica/sensorial, fisiolégica e
nutricional. Sensorialmente, sio responsdveis por
conduzir substidncias responsdveis por odores e
sabores, por contribuir para a palatabilidade,
maciez, textura (Pomeranz, 1991).

O leite bovino contém cerca de 3,5-5,0g/
100ml de gordura, na forma de glébulos emul-
sificados (Jensen et al., 1991). Predominam os
triacilgliceréis, que perfazem cerca de 98% da
composi¢ao lipidica, acompanhados de pequenas
concentragdes de diacilglicerdis, monoacilgliceréis

e dcidos graxos livres (Gunstone et al., 1994).
Mensurdveis teores de fosfolipidios, colesterol,
ésteres de colesterol, cerebrosideos e gangleosideos
estdo também presentes (Jensen et al., 1991).
Outros constituintes presentes em pequenas
concentragdes — vitaminas lipossoliveis, com-
ponentes do flavor e pigmentos carotenéides —
sdo importantes no desenvolvimento das ca-
racteristicas sensoriais e nutricionais do leite
(Varnam, 1994).

A textura do leite e de seus derivados é
conseqiiéncia da estrutura quimica de seus
constituintes. Segundo Caruso e Oliveira (1984),
o leite € uma emulsdao de glébulos graxos
estabilizada por substancias albumindides em soro
que contém em solugdo lactose, proteinas, sais
orginicos, minerais e demais produtos em
quantidades minimas: lecitina, uréia, aminoacidos,
dcidos citrico, ldctico e acético, vitaminas,
enzimas e outros.

Entre as propriedades funcionais dos
lipidios do leite, a mais relevante se relaciona ao
sabor, dependente da qualidade e quantidade de
lipidios, dcidos graxos de cadeia curta e seus
derivados. Os triacilglicerdis sdo predominantes
e podem ser hidrolisados em dcidos graxos e
glicerol por enzimas presentes no leite ou por
agdo do calor. O armazenamento em temperaturas
flutuantes e a agitacdo mecdnica podem romper a
protecdo da membrana dos glébulos de gordura
acelerando a hidrélise enzimdtica, provocando o

Tabela 1: Concentragdo de gorduras de origem vegetal e animal (USDA, 2001).

Fonte Gordura Gordura Gordura mono  Lipidios
Saturada, %  poliinsaturada, % insaturada, %  totais, %
Oleo de canola ' 7 30 59 100
Oleo de girassol 10 40 45 100
Oleo de milho 13 59 24 100
Oleo de oliva 14 8 74 100
Oleo de soja 14 58 23 100
Oleo de amendoim 17 32 46 100
Oleo de algodio 26 52 18 100
Oleo de palma 49 37 100
Oleo de coco 87 6 100
Margarina 14 37
Manteiga 50 23
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aumento na concentragao de dcidos graxos livres
~ dcidos butirico, capréico e cdprico, que
participam das rea¢des quimicas relacionadas ao
desenvolvimento do sabor (Pomeranz, 1991).

Esses dcidos graxos de ‘cadeia curta
(butirico, capréico, cdprico), contidos na gordufa
do leite, quando liberados pela atividade da lipase,
contribuem para o desenvolvimento do ﬂavor em
queijos (Mistry, 2001).

" O queijo é definido como um produto obtido
pela coagulagdo enzimitica 'da caseina; o processo
envolve a concentragao dos principais componentes
do leite e € regulado por diferentes fatores, como
pH, ‘temperatura, tempo e agitagio (Law, 1997)."

'A produgdo do flavor em queijos maturados
resulta de uma série de mudangas bioquimicas que
ocorrém durante a maturagdo do coalho, causadas
pela interacdo de bactérias iniciadoras, enzimas
do leite, enzimas da renina e lipases presentes na
flora secunddria (Urbach, 1997). Os componentes
envolvidos no aroma e no flavor em queijos

“derivam de dois importantes caminhos meta-
bélicos: catabolismo das proteinas e de lipidios
(Molimard & Spinnler, 1996). :

O flavor de origem proteolitica resulta da
degradacgdo das proteinas, formando aminodcidos
livres e peptideos de cadeia curta que, por reacoes
de desaminagdo, transaminagdo e descarboxilagio,
resultam na fo'rmagﬁo de dcidos graxos, aminas,
aldeidos e 4lcoois, que possuem propriedades
flavorizantes (Adda et al., 1982). Uma intensa
atividade proteolitica pode desenvolver sabor
amargo, porque a hidrélise das proteinas leva a
formagdo de elevadas taxas de peptideos hidro-
fébicos de cadeia curta (Walstra et al., 2001).

' Alipélise em queijos € devida a presenga de

enzimas lipoliticas — hidrolases, que clivam a

ligacdo éster entre o 4dcido graxo e o glicerol do
__triacilglicerol, produzindo 4cidos graxos livres,
- mono e diacilgliceréis (Deeth & Touch, 2000).
- :As“enzimas lipoliticas podem ser classificadas em
:‘esterases ou'lipases. As esterases hidrolisam a
cadeia acil-éster entre os carbonos 2 a 8 e atuam
em substratos soldveis em solugdes aquosas,
’ enquanto a lipase hidrolisa as cadeias acil-éster de
10 ou mais dtomos de carbono e age em substratos
mulsificados (Chich ez al., 1997).
A hidrélise lipidica resulta na formagio de
cidos graxos livres que podem contribuir,
etamente, para a formagao do flavor em queijos
1Vir de substrato para a produgio de catabélitos
rodutos altamente flavorizantes, como as
tilcetonas, lactonas, ésteres, dlcoois secun-
ddrios e aldeidos (Tomasini et al., 1993). Como
te dessas substancias € soldvel em lipidios, a
ordura também modifica a percepgio e a
ilidade desses componentes, principalmente
oca (Degouy, 1993).

Geralmente, niveis reduzidos de dcidos
butirico, capréico e céprico indicam baixa atividade
lipolitica, resultante da a¢do de microrganismos.
Esses 4cidos graxos livres de cadeia curta e média
sdo derivados principalmente da lipélise dos
triacilglicerdis, e uma proporgﬁo pequena, com mais
de 6 dtomos de carbono, é derivada da deoradagao
da lactose, de aminoécidos e da oxidag¢do de cetonas,
ésteres e aldeidos.

Os 4cidos graxos de cadeia longa, com rmais
de 12 4tomos de carbono, tém um papel secundirio
na formagdo do flavor por possuirem um alto
limiar de percep¢io (Molimard & ‘Spinnler",
1996), enquanto os de cadeia curta € média — 4 a
12 4tomos de carbono — possuem um limiar de
percepgdo baixo; cada dcido graxo é responsivel
por um flavor préprio. O dcido butanéico
contribui com o flavor rangoso. O 4cido hexanéico
possui um flavor pungente de queijo azul, o 4cido
octandico apresenta um flavor similar ao da cera,
ao azedo e ao rangoso.

Dependendo de suas concentragdes e do
limiar de percepgdo, os dcidos graxos voliteis
podem contribuir positivamente para ¢ aroma dos
queijos ou para defeitos de rancificacdo. O efeito
do flavor produzido por dcidos graxos livres é
funcdo do pH. Em queijos com elevado valor de
pH, como as superficies de queijos maturados por
bactérias, o efeito do flavor pode ser neutralizado
(Molimard & Spinnler, 1996).

Woo et al. (1984) encontraram altos teores
de 4cidos butandico e hexandéico em queijo
Limburger e atribuiram a estes compostos o
desenvolvimento de um aroma forte, carac-
teristico desse tipo de queijo. Os dcidos graxos
livres sdo importantes contribuintes para o flavor
em variedades de queijo italiano duro, como o
romano, o parmesio e o provolone (Aston &
Dulley, 1982). O queijo mussarela possui baixa

‘concentragdo de dcidos graxos livres, que estd

relacionado com seu flavor suave (Woo & Lindsay,
1982). Acidos graxos livres, em particular o
butandico, o propandico e o etandico, foram
correlacionados com flavor em queijo suico
(Vangtal & Hammond, 1986).

Quanto aos componentes voldteis, os
acetaldeidos sdao os mais comuns aldeidos encon-
trados em queijos e se caracterizam pelo sabor
adocicado (Langsrud & Reinbold,1973). As cetonas
possuem um componente, o diacetil, que ¢é
responsdvel pelo sabor amanteigado. E formado
pela acdo de virios microrganismos e pode ser
reduzido a acetoina (3-hidroxi-2-butanona) e,
conseqiientemente, acetona (Molimard & Spinnler,
1996). Acetoina é um componente que contribui
para o sabor amanteigado em queijo Cheddar (Chin
& Rosenberg, 1997). Trabalhos realizados por esses
autores mostram que amostras de queijo Cheddar,
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produzido com leite integral, apresentam maiores
concentracdes de acetoina, quando comparadas a
resultados obtidos por Fenelon & Guinee (2000)
para queijos Cheddar com reduzido teor de gordura.
O 4cido acético € caracterizado pelo sabor dcido
(Milo & Reineccius, 1997). E produzido de
aminodcidos - alanina e serina — por agdo
bacteriana (Molimard & Spinnler, 1996).

Os aldeidos sio formados pela transa-
minag¢do dos aminodcidos, pela degradagdo de
Strecker e podem ainda ser formados por agdo
microbiana (Wilkins et al., 1986). Alguns aldeidos
de cadeia linear, como o butanal, heptanal e
nonanal, podem ser formados pela B-oxidagdo de
dcidos graxos insaturados. O queijo gruyere e o
parmesdo possuem altas concentragdes de
aldeidos com cadeias lineares (Moio et al., 1993);
estudo realizado por Engels et al. (1997) detectou
a presenga de aldeido nas fragdes hidrossoliveis
de queijo, em todas as variedades analisadas.

Em queijos com flavor muito intenso, como
os queijos de pasta azul, predominam as
metilcetonas, formadas pela degradagdo dos lipidios
por microrganismos (Walstra et al., 2001). As
metilcetonas sao formadas no queijo por agdo das
lipases de fungos como o Penicillium roquefort
(Urbach,1997) e o Penicillium camembert
(Mollimard & Spinnler,1996). As taxas de producdo
de metilcetonas e de 4dcidos graxos sio afetadas
pela temperatura, pelo pH e pelo estado fisiolégico
destes microrganismos (Fan et al., 1976). O
aumento das concentragdes de metilcetonas
também foi verificado durante a maturagio de queijo
emmental (Thierry e al., 1999).

Esteres sdo produtos do catabolismo dos
dcidos graxos e sdo componentes voldteis em
queijos (Urbach,1997). Sao formados pelas reagdes
de esterificagdo entre os dcidos graxos de cadeia
curta e média e dlcoois derivados da fermentagao
da lactose ou do catabolismo de aminodcidos
(Yoshioka & Hashimoto, 1983). Sao importantes
contribuintes para o flavor do queijo parmigiano-
reggiano (Meinhart & Schreier, 1986).

Os dlcoois secunddrios sao resultantes da
lipélise e podem contribuir para o flavor em
queijos (Arora et al., 1995). Propanol, butanol,
octanol e nonanol sdo encontrados na maioria
dos queijos e sdo tipicos componentes do queijo
azul; podem ainda ser formados pela redugdo
enzimdtica de metilcetona (Engels et al., 1997).

Lactonas sao componentes ciclicos (Fox
et al., 1993) formadas pela esterificacao intra-
molecular dos hidroxidcidos (Christie, 1983).
Estudos sobre a formagdo das lactonas em gorduras
do leite demostram que elas sdo produzidas pelo
calor, na presen¢a de dgua; os hidroxiicidos sao
seus precursores (Eriksen, 1976). A hidroxilagdao
dos idcidos graxos pode ser resultante do
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catabolismo normal dos 4dcidos graxos. As lactonas
também podem ser originadas de dcidos graxos
insaturados através da acdao de lipoxigenases e
hidratases (Dufossé et al., 1994). O potencial de
producdo de lactonas depende de fatores como
alimentagdo e raca do animal, estagdo do ano e
estdgio de lactacao (Fox et al., 2000). Em queijos,
as lactonas contribuem com o sabor amanteigado
(Dirinck & De Winne, 1999).

Industrialmente, as transformacdes respon-
sdveis pelo flavor e pela textura dos queijos sdao
conduzidas por dois processos enzimdticos: queijo
modificado enzimaticamente e queijo com
maturacdo acelerada. As enzimas lipoliticas e/ou
proteoliticas s3ao adicionadas em pequenas
quantidades para incrementar a formagao do flavor
e da textura do queijo, objetivando-se a redu¢ido
do tempo de maturagdo e, conseqiientemente, a
liberagao mais rdpida do produto, com menor
custo de estocagem (Kosikowski, 1988).

A gordura contribui para caracteristicas
fisicas e tem influéncia na reologia do queijo.
Também confere cremosidade ao alimento,
realca as propriedades de suavidade e palata-
bilidade, facilitando sua mastigag¢do e degluticao
(Degouy, 1993).

A reologia estd relacionada ao corpo e a
firmeza do produto, consistindo, principalmente,
na sua viscosidade e elasticidade. A viscosidade é
controlada, principalmente, pela umidade e pelo
conteido de cdlcio, enquanto a elasticidade
correlaciona-se com a extensao da lavagem do
coalho e o grau de maturagido (Davis, 1986).

Segundo a legislagdo brasileira, os queijos
sdo classificados de acordo com seu conteido de
matéria gorda no extrato seco em: extra gordo ou
duplo creme (minimo de 60%); gordo (de 45% a
59,9%); semigordo (25% a 44,9%), magro (10%
a 24,9%) e desnatado (menos de 10%).

Trabalhos recentes demonstram a correlagdao
entre ingestdo de lipidios e o incremento de doengas
cronico-degenerativas (Pereira,1998; Giannini,
1998). Com o intuito de minimizar ou prevenir
problemas de saiide piiblica, a indiistria de alimentos
procura desenvolver produtos para atender a
demanda de produtos alimenticios modificados
quanto ao teor e quantidade de nutrientes,
especialmente com respeito as gorduras.

A remocgdo da gordura altera o flavor em
queijos, comprometendo sua textura, que se torna
“emborrachada” e permite maior percep¢ao de
seus defeitos organolépticos por parte dos
consumidores (Kantor, 1990). Quanto maior for
a redugdo de gordura, mais severos serao os
defeitos (Banks e al., 1989). O desenvolvimento
da textura ocorre devido a hidrélise da caseina
durante a maturacdo (Lawrence et al., 1987);
portanto, a gordura do leite fornece uma maciez
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aos queijos do tipo integral devido a distribui¢dao
uniforme da caseina dentro da matriz do queijo.
Quando a gordura é removida ocorre uma
inadequada hidrélise da casefna, tornando a textura
mais firme. A extensdo da hidrélise depende da
umidade e do contetido de sal dos queijos (Mistry
& Kasperson, 1998).

Outro defeito comum € o precoce desen-
volvimento do sabor amargo no processo de
maturagio, em parte devido ao baixo contetido de
sal e a alta umidade. Esses fatores composicionais,
juntamente com os processo industriais que sdo
usados na fabricagdo de queijos com reduzido teor
de gordura, induzem a uma excessiva proteélise
(Mistry & Kasperson, 1998). Essa protedlise
produz componentes hidrofébicos, que sao 6timos
intensificadores do sabor amargo. Em queijos
produzidos com leite integral esse defeito € menos
perceptivel, uma vez que estes componentes
interagem com moléculas de gordura (Olson &
Johnson, 1990).

Para minimizar estes defeitos, McMahon
(1996) recomenda que, durante a produgdo de
queijos com teor reduzido de gordura, as pro-
priedades organolépticas podem ser melhoradas
com o aumento do conteiido de 4dgua, por modifi-
cacdes no processamento, com a incorporagao de
proteinas do soro na massa coagulada do queijo ou
por adi¢do de ingredientes que elevem a retengdo
de umidade e que déem caracteristicas similares a
gordura, quando incorporadas a matriz do queijo.

Em relagdo a natureza quimica do flavor
em queijos, a utilizagdo de técnicas modernas de
andlises estd tornando possivel detectar e
mensurar essas substdncias responsdveis pelo
flavor em niveis de 1ppm ou menos podendo,
agora, ser separados como constituintes de
avaliacdo sensorial. Esforgos t€m sido feitos para

-correlacionar estes componentes quimicos

especificos. Enquanto a importdncia de dcidos
graxos livres tem sido confirmada, trabalhos
relatam a participagdo de muitas substdncias
diferentes no desenvolvimento do flavor em
queijos (Davis, 1986).

3. CONCLUSAO

Relatos evidenciam a importancia nutricional
e funcional dos lipidios nos alimentos, princi-
palmente em leites e derivados. Em queijos, os
lipidios possuem papel fundamental no desen-
volvimento de caracteristicas sensoriais — aparéncia,
palatabilidade e svavidade — e interferem mnas
caracteristicas reoldgicas, refletidas no corpo e na
maciez aos produtos.

Para atender a necessidades dietéticas que
regulam o consumo de alimentos ricos em gordura,
a inddstria de laticinios mostra relevante

crescimento na oferta de queijos com reduzido
teor de gorduras, entretanto tais produtos
apresentam comprometimento com respeito aos
parametros sensoriais, dadas a funcionalidade das
moléculas de lipidios neste sistema de alimentos.

SUMMARY

This paper is a review on the importance
of lipids in nutrition, classification and
distribution in food, as well as its functionality,
mainly in milks and cheeses. This paper discusses
the importance of fat in the development of
flavor in these products, identifying the possible
substances involved in the process.

Keywords: milk, cheese, lipids, functionality
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DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO
DE SORBATO DE POTASSIO SOBRE LEVEDURAS ISOLADAS DE

RICOTAS
Fdtima Aparecida Carnicel’
Jacqueline Tanury Macruz Peresi!
Ulisses Foggetti’
Tania Maria Vinturim Gongalves?
Fernando Leite Hoffmann’
RESUMO

Combase na legislagdo em vigor, os conservantes alimenticios podem ser definidos como “substancias
que impedem ou retardam a alterag@o dos alimentos prevocada por microrganismos ou enzimas”. Das diferentes
propriedades de um produto alimenticio, o pH € possivelmente a que mais influencia no aumento da agio
antimicrobiana do conservante. O uso do 4cido sérbico (INS - 200) € bastante divulgado podendo ser utilizado
puro ou ainda como sais de s6dio (INS - 201), de cédlcio (INS - 203) ou de potissio (INS - 202). Os sorbatos
sao eficazes principalmente contra bolores e leveduras, embora ajam também sobre uma ampla diversidade de
bactérias, podendo inibir a germinacdo de esporos, o crescimento e a divisdo de células vegetativas. Seu
emprego mundial € bastante amplo, devido ao fato de ele nao interferir no sabore ser fisiologicamente in6cuo.
A suaprincipal desvantagem € o custo relativamente maior que o dos benzoatos e propionatos. Entretanto, em
produtos de maior pH, eles sao geralmente usados em quantidades menores que os outros dois conservadores
de modo a obter o efeito desejado. De acordo com os aspectos citados anteriormente, este trabalho objetivou
determinar a atividade antimicrobiana in vitro de sorbato de potissio sobre leveduras isoladas de ricotas.
Foram empregadas, para tanto, placas de Petri contendo 4gar sabouraud dextrose com pH ajustado para 5,1
acrescido das seguintes concentragdes do conservante (0 = controle; 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4%), em que foram
inoculadas em triplicata, pela técnica de plaqueamento em réplica, culturas previamente desenvolvidas em
caldo sabouraud dextrose com pH = 5,1. Depois de 21 dias de incubag@o a 25°C, verificou-se que 9,09; 18,18;
36,36 € 45,45% das leveduras testadas foram sensiveis ao sorbato de potéssio (INS - 202), respectivamente nas

concentragdes de 0,05; 0,1; 0,2 e 0,4%.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, sorbato de potdssio, leveduras, ricotas.

1. INTRODUGCAO

As substdncias quimicas com propriedades
antimicrobianas adicionadas aos alimentos,
processados ou ndo, sio denominadas conser-
vantes. A sua fungido no alimento € inibir o cres-
cimento e/ou desenvolvimento de micror-
ganismos, aumentando a vida iitil e garantindo o

- consumo com seguranga (ARAUIJO, 1988;

BRASIL; 1965).

A adi¢io de conservantes ou conservadores
aos alimentos, em concentragdes aceitdveis,
promove a inibi¢do de microrganismos, até que

__estes ‘sejam eliminados por volatilizagio,

metabolismo, degradagdo ou por meio de
interacdes quimicas com outros componentes do

préprio alimento (ARAUJO, 1988).

Diferentes tipos de conservadores sdao
empregados, dependendo do tipo de alimento,
método de processamento, armazenamento e do
tipo de microrganismo envolvido (ANTUNES &

- CANHOS, 1986).

O controle do crescimento e/ou desen-
volvimento de microrganismos em alimentos por
meio do uso de conservantes estd relacionado com
o pH do meio. A forma ni3o dissociada da molécula
€ que confere a caracteristica antimicrobiana dos
conservadores. Os valores de pka da maioria dos
conservantes encontram-se na faixa de pH entre
3,0 e 5,0; portanto, a concentragdo da forma nao
dissociada aumenta com a elevagdo da acidez do
alimento, garantindo uma maior eficiéncia no
controle de microrganismos (ANTUNES &
CANHOS, 1986).

Alunos do Curso de P6s - Graduagdo em Engenharia e Ciéncia de Alimentos ( Mestrado ) - Departamento de
Engenharia e Tecnologia de Alimentos - UNESP - Rua: Crist6vdo Colombo, n°. 2265 - Jd. Nazareth - 15054-000
- Sao José do Rio Preto - SP,

Auxiliar académica do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos - UNESP - Sdo José do Rio Preto - SP,
Professor Doutor do Departamento de Engenharia e Tecnologia de Alimentos - UNESP - Sdo José do Rio Preto - SP.
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A nio dissociagcdio das moléculas dos
conservadores facilita a penetragdo destas pela
membrana celular dos microrganismos, sobre os
quais ocorrerd a a¢do inibidora, alterando a
permeabilidade da membrana celular, a atividade

" de enzimas intracelulares e o mecanismo genético
(ARAUJO, 1988).
Com base na legislagdo em vigor, os
~#» conservantes alimenticios podem ser definidos
como “substidncias que impedem ou retardam a
alteracdo dos alimentos provocada por micror-
ganismos ou enzimas” (BRASIL, 1988).

Das diferentes propriedades de um produto
alimenticio, o pH € possivelmente a que mais
influencia no aumento da a¢do antimicrobiana do
conservante.

O dcido sérbico foi isolado pela primeira
vez em 1859 pelo quimico alemido A. W. Von
Hofmann, a partir do fruto de Sorbus aucuparia
L. (SOFOS & BUSTA, 1993). Entretanto, foi apenas
por volta de 1939 que sua ag¢do antimicrobiana foi
descoberta por E. Muller, na Alemanha e por C.
M. Gooding, nos Estados Unidos.

Dentre os conservadores, o dcido sérbico € o
inico 4cido orgédnico insaturado produzido
sinteticamente e permitido como conservador em
alimentos. Em face de sua caracteristica neutra no
sabor, € recomenddvel para uso também em sucos e
bebidas. E eficiente no controle de bolores e
leveduras e pouco eficiente no controle de bactérias.
O 4cido sérbico € ligeiramente solivel em dgua e o
seu sal de potdssio € bastante solivel. O pH 6timo
de atuacdo estende-se até pH = 6,0 (ARAIjJO, 1988).

O 4cido sérbico tem pKa 4,8 e apresenta
maior atividade em pH superior a 6,5. Em pH
entre 4,0 e 6,0, o dcido sérbico e seus sais sdo
mais eficientes que os benzoatos (JAY, 2000).

O uso do dcido sérbico (INS - 200) é
bastante divulgado podendo ser utilizado puro ou
ainda como sais de sédio (INS - 201), de cdlcio
(INS - 203) ou de potdssio (INS - 202).

Os sorbatos s@o eficazes principalmente
contra bolores e leveduras, embora ajam também

sobre uma ampla diversidade de bactérias (JAY,
2000), podendo inibir a germina¢ido de esporos, o
crescimento e a divisao de células vegetativas
(SOFOS et al., 1986).

Seu emprego mundial € bastante amplo,
devido ao fato dele ndo interferir no sabor e ser
fisiologicamente inécuo (LUCK, 1977).

A sua principal desvantagem € o custo relati-
vamente maior que o dos benzoatos e propionatos.

Entretanto, em produtos de maior pH, eles
sdo geralmente usados em quantidades menores
que os outros dois conservadores de modo a obter
o efeito desejado (ROBACH, 1980).

A resisténcia das bactérias licticas aos sorbatos,
especialmente em pH 4,5 ou maior, permite o uso
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desses como agentes fungistiticos em produtos que
sofrem fermentagdo lactica (JAY, 2000).

Segundo LUCK (1977), as faixas de minima
concentragdo para inibi¢gdo variam de 10 a 10000
ppm (bactérias), 25 a 400 ppm (leveduras) e 10 a
1000 ppm (fungos).

Sabe-se que em pH inferior a 4,0 (alimentos
muito dcidos) a microbiota capaz de se desenvolver
é constituida, principalmente por bolores e
leveduras, ao lado de bactérias acéticas e lacticas
(LEITAO et al., 1977).

As leveduras, por sua vez, podem repre-
sentar o principal grupo de microrganismos que
pode ocasionar deteriora¢cdo em alimentos, sendo
que seu crescimento € comumente acompanhado
da formagdo de CO2 e dlcool. Algumas leveduras
também desenvolvem turbidez, floculagio,
pelicula e depésito. Elas podem também degradar
dcidos orgdnicos, promovendo o aumento do pH
e podem formar o acetaldeido, contribuindo
também na fermentagdo do agicar (WALKER,
1977; WALKER & AYRES, 1970).

De acordo com os aspectos citados
anteriormente, este trabalho objetivou determinar
a atividade antimicrobiana in vitro de sorbato de

potdssio sobre leveduras isoladas de ricotas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencdo das leveduras

As leveduras utilizadas neste trabalho foram
isoladas de vinte e seis diferentes amostras de ricotas
obtidas no municipio de Sdo José do Rio Preto - SP.

2.2. Ensaio de resisténcia ao conservante

Para esta prova foi utilizado o dgar
sabouraud dextrose, com pH ajustado para §,1;
em que foi acrescentado o conservante sorbato
de potdssio nas seguintes concentragdes: 0 =
controle; 0,05; 0,1; 0,2 ¢ 0,4%.

O pH do meio foi acertado para 5,1; com
HC10,1 N, uma vez que boa parte das amostras de
ricotas examinadas apresentava pH em torno desse
valor e também porque nesta faixa de pH se obtém
uma melhor atividade antimicrobiana do
conservante empregado. Foram também este-
rilizados separadamente por autoclavagao o meio
bdsico (sem o dgar) e o dgar, enquanto que o
conservante foi esterilizado por filtragio em
membrana “Millipore” (0,45 um).

2.3. Técnica de replica - plate
Na preparagdo do inéculo, foram empre-

gadas culturas over night desenvolvidas em caldo
sabouraud dextrose com pH = 5,1. A partir dai,

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n° 336 a 338, 59 19-24, 2004

Pig. 21

cada inéculo foi transferido, em triplicata,
assepticamente para um sistema replica-plate
(LEDERBERG & LEDERBERG, 1952; SHEREE
LIN, FUNG & COX, 1987), que per'rmte a
inoculagdo de 25 colénias / placa de Petri.

Todas as placas foram incubadas em estufa
2 25°C e as leituras feitas ap6s 7, 14 e 21 dias de
incubagdo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a TABELA 1 pode-se
verificar que, depois do periodo final de incubacdo,
9,09; 18,18; 36,36 e 45,45% das leveduras testadas
foram sensiveis ao sorbato de potdssio (INS -
202), respectivamente, nas concentragdes de
0,05; 0,1; 0,2 ¢ 0,4%.

Nas condi¢des empregadas os resultados de
nosso trabalho diferem dos 100,00% encontrados
por SILVA (2003); que utilizou as mesmas
concentragdes por nés empregadas. MANSOR
(2001), usando as de 0,05; 0,1 e 0,2%, obteve
também 100,00% de inibi¢do, ao passo que
COELHO (2001), utilizando as mesmas con-
centracdbes de MANSOR (2001), obteve,
respectivamente, a inibi¢do de 93,33; 99,58 e
100,00%.

Niao obstante a legislacdo vigente
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DAS INDUSTRIAS
DE ALIMENTACAO - ABIA, 2001) estabelecer a
adicdo desse conservante para queijos em geral no
limite madximo de 0,1%, verificou-se que mesmo
quando empregado a 0,4% ocasionou a inibi¢do de
apenas 45,45% das leveduras isoladas.

Tabela 1. Resisténcia das leveduras isoladas frente ao sorbato de potdssio (continuagdo).
Legenda: ( +) = desenvolvimento ( - ) = inibi¢do

Nimero Controle (0%) 0,05%

0,1% 0,2% 0,4%

01 +
02
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06
07
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‘Continuagio
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Apesar dos resultados encontrados acre-
ditamos que por meio de procedimentos adequados
de limpeza e desinfeccdo os problemas de
deteriora¢ido, que porventura puderem ocorrer,
poderao ser evitados e/ou resolvidos.

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir por meio dos resultados
obtidos, que o sorbato de potdssio, na
concentracao de 0,1%, apresentou reduzida
atividade antimicrobiana sobre as leveduras

isoladas de ricotas.
5. SUMMARY

In vitro anti - microbial activity
determination of potassium sorbate on yeasts
isolated from ricotta

According to the presence legislation, food
preservatives may be defined as “substances that avoid
or retard alterations in foods caused by
microorganisms or enzymes”. Out of the various
properties of a food product, the pH is possibly the
one the stronger influence upon the increase on the
anti-microbial action of the preservative. Sorbic acid
(INS - 200) is widely employed, either as a pure
substance or as sodium (INS - 201), calcium (INS -
203) or potassium (INS - 202) salts. Sorbates are
efficient mainly against moulds and yeasts, even
though they act also upon a wide variety of bacteria,
inhibiting the germination of spores, as well as the
growth and division of vegetative cells. It is employed
worldwise due to the fact that it does not interfere on
flavor and it is physiologically innocuous. Its main
disadvantage is its cost, which is relatively greater
than that of benzoates and propionates. However, in
products with a higher pH, they are generally used in
lower quantities than the other two preservatives in
order to obtain the desired effect. According to the
aspects cited before, the objective of this study was

to determine the in vitro anti - microbial activity of
potassium sorbate on yeasts isolated from ricotta. In
order to achieve this goal, Petri dishes containing
sabouraud dextrose agar have been employed,
adjusting the pH to 5.1 and the following
concentrations of the preservative (0 = control; 0.05;
0.1; 0.2 and 0.4%). The inoculation of cultures
previously developed sabouraud dextrose broth with
pH 5.1 was conducted in triples, according to the
technique of replica plating. After 21 days of
incubation at 25°C it was observed that 9.09; 18.18;
36.36 and 45.45% of the yeasts were sensible to the
potassium sorbate ( INS - 202 ), respectively in the
concentrations of 0.05; 0.1; 0.2 and 0.4%.

Key - words: anti - microbial activity,
potassium sorbate, yeasts, ricotta.
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COMPOSICAO PROTEICA DO LEITE DE VACAS DA RACA
HOLANDESA SUPLEMENTADAS COM METIONINA'!

Milk protein composition of holstein dairy cows supplemented with methionine
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito do fornecimento de 8,4 g/dia de metionina
protegida (MPDR) ou nao protegida da degradagdo ruminal (MNPDR) ou mistura de
metioninas (50%MPDR +50% MNPDR) comparativamente a vacas controle sobre as fracdes
nitrogenadas e protefna do leite no pico, pés-pico e meio da lactagdo. Utilizaram-se oito
vacas da raca Holandesa, divididas em dois grupos de acordo com a produgio de leite ao
parto, sendo o grupo 1 constituido por vacas com produgdo de leite (PL) > 25,0 kg/dia e o
grupo 2, com PL < 25,0 kg/dia, ambos os grupos foram alimentadas com ragdo completa
composta por silagem de milho e concentrado. Os teores e as producdes de proteina do leite
nio foram influenciados pela suplementagdo com metionina durante a lactagdo. Durante o
pico, pés-pico e meio da lactagdo, nao foram observadas diferencgas significativas nos
teores de nitrogénio total, nitrogénio caseico, nitrogénio ndo protéico, nitrogénio do soro
e nitrogénio uréico do leite quando as vacas foram suplementadas com metionina. Porém a
producdo de NV, apenas para vacas do grupo 1, no meio da lactagdo, foi afetada (P<0,05)
pelas fontes de metionina suplementadas, sendo as menores produgdes de NV evidenciadas
para vacas suplementadas com MNPDR. A resposta a suplementa¢do com fontes de metionina

para algumas varidveis protéicas foi afetada pelo nivel de producdo das vacas.
Palavras-chave: caseina, nitrogénio do soro, nitrogénio ndo protéico, nitrogénio

total, nitrogénio uréico

INTRODUCAO

Em ruminantes, as proteinas e os ami-
nodcidos sdo os primeiros nutrientes a sofrer
degradacdo microbiana no rimen. Tal evento
dificulta predizer a quantidade e a qualidade dos
aminodcidos que estardo disponiveis para absorcao
no intestino (KUNG & RODE, 1996). No
entanto, a proteina microbiana e os aminodcidos
dietéticos ndo degradados geralmente sdo insu-
ficientes para suprir os requerimentos de vacas
produzindo elevadas quantidades de leite.

Projeto financiado pela FAPESP
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Pesquisador do CNPq
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Neste aspecto, a suplementagdo com fontes
de aminodcidos sobrepassantes tem sido consi-
derada uma estratégia interessante do ponto de
vista nutricional, visando melhorar o perfil de
aminodcidos essenciais no intestino para absorgao.
Particularmente os aminodcidos, metionina e
lisina, tém sido os mais estudados, visto que as
dietas de vacas leiteiras normalmente sido
compostas por milho e soja, ingredientes de-
ficientes em lisina e metionina, respectivamente.
Para RODRIGUEZ (1996), o aminodcido limitante
a producio de leite estd relacionado ao tipo de

Professora Dra. da Universidade de Franca — SP e-mail: julianasancanari @hotmail.com
Professora Dra. do Departemento de Zootecnia da FCAV-UNESP - e-mail: janembe @fcav.unesp.br
Aluna regular do curso de Pés-Graduagao em Zootecnia na FCAV-UNESP

Administrador de Empresas e Técnico Agropecudria da COPLANA



i

7

Pig. 26 Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n° 336 a 338, 59: 25-39, 2004

‘ingrediente utilizado nas ragdes. Para este autor,
dietas ricas em derivados de soja apresentam

 elevadas deficiéncias de metionina.

Para KUNG & RODE (1996), metionina e
lisina sd@o os dois principais aminodcidos limitantes
para bovinos SCHWAB et al. (1992 a e b)
verificaram que a lisina € o primeiro aminodcido
limitante para a produgido e composi¢do do leite
no inicio da lactagdo, a metionina € o segundo e
ambos sdo co-limitantes.

A proteina do leite tem sido ao longo dos
iltimos anos o nutriente de maior interesse para
muitos pesquisadores, porque os laticinios, visando
a um maior rendimento de derivados licteos, tém
remunerado melhor os produtores de acordo com
a qualidade e ndo mais pela quantidade de leite.
No entanto, a proteina do leite € um nutriente
dificil de ser alterado.

Vacas da raga Holandesa criadas em regides
tropicais apresentam teores de 3% de proteina bruta
no leite. Segundo FONSECA & SANTOS (2000) as
proteinas correspondem a 95% da matéria
nitrogenada do leite, sendo os 5% restantes
compostos ndao nitrogenados (amoénia, uréia,
creatina, dcido urico, vitaminas e aminodcidos
livres). Destas proteinas, 78% sdo caseina e 17%
sdo proteinas do soro (albuminas e globulinas).

Algumas estratégias alimentares tém sido
utilizadas visando a esta alteragio tais como as
dietas com teores elevados de carboidratos
fermentdveis no rimen, forragem de boa
qualidade, dietas com maiores teores de proteina
nio degradivel no rimen, fornecimento de
aminodcidos essenciais: metionina e lisina
(SCHWAB, 1994).

Este estudo teve por objetivo avaliar a
composi¢do protéica do leite de vacas da raga
Holandesa alimentadas com ragido total e
suplementadas com diferentes fontes de metionina
durante o pico, pés-pico e meio da lactagao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda
Bela Vista, localizada no municipio.de Pirang{, no
Estado de Sao Paulo e teve a duragdo de 120 dias
de lactagdo.

Foram utilizadas oito vacas multiparas, de
2% a 4° ordem de lactagdo, da raca Holandesa,
puras de origem, malhadas de preto, com peso
médio de 603 kg e produ¢cao média didria ao parto
> 20 kg/leite/dia em duas ordenhas didrias.

A produgio inicial de leite das vacas apds o
parto foram: 25,0; 25,1; 25,4; 25,1; 20,6; 22,0;
20,0 e 22,0 kg/dia. De acordo com esta produgio,
as vacas foram divididas em dois grupos. O grupo
1 foi constituido por vacas com producdao média
de leite > 25,0 kg/dia e o grupo 2, por vacas com
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producdo média de leite < 25,0 kg/dia, porém com
produgdo de leite superior a 20,0 kg/dia. A
diferenga na data de pari¢ao entre a primeira € a
dltima vaca foi de 13 dias. Apés o parto, as vacas
foram transferidas ao confinamento onde
permaneceram durante todo o experimento.

As fontes de metionina utilizadas foram:
metionina protegida da degradagdo ruminal
(MPDR), produto comercial SMARTAMINE™ M
composto por 70% de metionina e metionina nao
protegida da degradacio ruminal (MNPDR),
fabricados pela Aventis (Animal Nutrition) na Franca.

Segundo as recomendag¢des do NRC (1989),
foi formulada uma rag¢do completa, para
atendimento das exigéncias nutricionais de vacas
de leite em proteina e energia, pesando
aproximadamente 600 kg, com producgido de leite
de 26 kg/vaca/dia, matéria graxa de 3,5 %, cuja
relacdo volumoso : concentrado foi de 46:54 % e
o teor de proteina bruta de 18,1%, na matéria seca.

Na Tabela 1, encontra-se o consumo
estimado de matéria seca e de nutrientes da ragdo.

Como volumoso utilizou-se silagem de
milho confeccionada com milho AG 1051 da
Agroceres. O concentrado foi composto por milho
moido, polpa citrica, farelo de soja, farelo de trigo,
farelo de algodio, mistura vitaminico-mineral e
tamponante.

As vacas foram alimentadas em grupo
porque esta racdo foi formulada para ser fornecida
ao lote de vacas de maior producdao da fazenda e
nao apenas as vacas do experimento. A raciao
completa foi oferecida em trés refeigdes didrias: as
8 h, as 14 h e as 17 h e suplementadas ou ndo com
as diferentes fontes e proporgdes de metionina, de
modo a constituir quatro diferentes tratamentos:

1- Tratamento Controle - auséncia de fontes
de metionina, as vacas receberam 8,4 g/
dia de ragdo concentrada (placebo);

2- Tratamento Metionina Protegida da
Degradagao Ruminal (MPDR) - as vacas
receberam 8,4 g/dia de metionina
protegida da degradagdo ruminal;

3- Tratamento Metionina Nao Protegida
(MNPDR) - as vacas receberam 8,4 g/
dia de metionina niao protegida da
degradagao ruminal (metionina soldvel);
Tratamento Mistura (MPDR + MNPDR)
— as vacas receberam 4,2 g/dia de MPDR
(produto comercial SMARTAMINE ™
M) + 4,2 g/dia de MNPDR (metionina
solivel), respectivamente.

A~
1

As fontes de metionina foram fornecidas
aos animais, individualmente, apds a ordenha da
manha (aproximadamente as 9 horas), diretamente
na boca e separadamehte dos alimentos, certi-
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Tabela 1 — Consumo estimado de matéria seca e de nutrientes dos ingredientes da ragio
Table 1 — Estimated voluntary intake of dry matter and nutrients of the ingredients of the ration

Ingredientes MS PB PDR PNDR FDN FDA NDT MET LIS

Ingredients DM CP DIP uUIp NDF ADF . TND MET LYS
kg/dia kg de PB/dia
kg /day kg of CP/day

" Milho moido
Corn ground

Polpa de Citrica 1,74 0,60 0,40 0,02

Citrus pulp

Farelo de Soja 2,29 1,02 0,66 0,36

Soya bean meal

Farelo de Trigo 3,98 0,68 0,54 0,14

Wheat meal

Farelo de Algodio 2,06 0,82 0,47 0,35

Cotton seed meal
Mistura vit.-min. 0,33 - -
Mixture

Tamponante

Buffer

Silagem de Milho 10,12 0,75 0,52 0,23

Corn silage

Total 21,84 3,97 2,65 1,14

Total

1,14 0,10 0,06 0,04

0,26 0,05 0,95 0,002 0,003
0,40 0,39 0,94 0,006 0,015
0,45 0,25 1,67 0,015 0,064
2,04 0,39 2,47 0,011 0,028

0,61 0,47 1,44 0,013 0,034

5,65 2,62 6,98 0,011 0,019

9,41 4,17 14,46 0,058 0,162

MS matéria seca; PP proteina bruta; FP* proteina degraddvel no rimen; P PR proteina ndo degraddvel no
rimen; FPV fibra em detergente neutro, FP2 fibra em detergente 4cido; NPT nutrientes digestiveis

totais; MET metionina " lisina, " dry matter; °¥ crude protein; P* degradable intake protein; U
undegradable intake protein; ¥°F neutral detergent fiber, *°F acid detergent fiber; ™ total nutrients

digestible; MET methionine " lysine

ficando que cada vaca houvesse ingerido a
quantidade de metionina preestabelecida. As vacas
controle receberam um “placebo”, diretamente na
boca, simulando o mesmo estresse das vacas
suplementadas com fontes de metionina, para evitar
variagoes nos resultados.

Os animais foram ordenhados duas vezes ao
dia as 6 e as 15 horas. Antes de se iniciar cada
ordenha, foi efetuada a limpeza pré ordenha nos
tetos e o teste da caneca de fundo preto. Ao final de
cada ordenha, foi realizada a limpeza pds ordenha.

O experimento iniciou-se no 13°. dia, apds
a iltima vaca parir, e teve duracdo de 120 dias,
sendo dividido em trés periodos da lactagao
denominados: pico, pés-pico e meio da lactagdo.

Cada periodo da lactacdo foi subdividido
em 4 subperiodos de 10 dias, correspondendo a 9
dias de adaptacdo e 1 dia de colheita de dados e
amostragem de leite, de alimento e de sobras.
Terminado cada subperiodo de 10 dias, as vacas
foram adaptadas ao tratamento seguinte e, assim,

_ consecutivamente (SCHWAB et al., 1992 a e b,

SANCANARI et al., 2001).
O primeiro perfodo de adaptacdo iniciou-
se, aproximadamente, aos 25° e 13°. dia de

lactacdo, respectivamente da primeira e da ultima
vaca a parir, pois, nesta fase, as vacas ji haviam
encerrado a fase de colostro e os restos placen-
tarios haviam sido eliminados.

Ao longo do experimento, o periodo de
adaptagdo teve a duragio de 9 dias consecutivos e
foi seguido sempre pelo periodo de colheita
equivalente a 1 dia, de forma consecutiva e
ininterrupta. Entdo, a cada subperiodo experimental
de 10 dias, os primeiros 9 dias foram de adaptacdo
ao tratamento, dentro do esquema experimental.

O planejamento e esquema das etapas
experimentais encontra-se na Tabela 2.

Realizou-se o controle leiteiro individual
para cada vaca, com anotagdo das produgdes de
leite de cada ordenha. A amostragem do leite foi
realizada da seguinte maneira: apds a retirada das
teteiras do teto, as mesmas foram viradas para
cima e o vacuo novamente ligado, para se obter
homogeneizagdo do leite presente no baldo e
evitar variacdo na composi¢do do leite entre o
inicio e o final da ordenha. Em seguida, através
de uma mangueira lateral, o leite foi recolhido em
recipiente de vidro graduado, hermeticamente
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bela 2 — Esquema e planejamento das etapas experimentais
e 2 = Scheme and plannig of the experiments stages

PERIODOS DA LACTACAO
Periods of lactation

Pico
Peak

Pés-Pico
Post-peak

Meio
Middle

INICIO DO EXPERIMENTO
Beginning of the experiment

- Dias apés o parto da primeira vaca
Days after first cow nursing
Diferenga entre partos (dias)
Difference among nursing (days)
TRATAMENTOS (g/dia)
Treatments (days)

Controle (auséncia de fontes de metionina)

Control (absence of metionina sources)
MPDR
RPM

Mistura de metioninas (MPDR + MNPDR)

Mixture of methionines (RPM+RNPM)
MNPDR

RNPM

SUBPERIODOS EXPERIMENTAIS (dias)
Experimental subperiods (days)
Adaptagdo

Adaptation

Colheita

Crop

Total Total

PERIODO EXPERIMENTAL (dias)
Experimental periods (days)

Periodo de lactagio

Period of lactation

25 a 64

65 a 105

106 a 145
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As amostras dos ingredientes da ragdo foram
colhidas em cada subperiodo experimental durante
os dias de colheita, e submetidas a andlises quimico-
bromatoldgicas para determina¢io da MS, PB,
FDN e FDA segundo SILVA (1990). Os consumos
estimados de NDT, PDR, PNDN, MET e LIS
foram obtidos segundo NRC (1989).

As vacas foram distribuidas em quadrados
latinos num ensaio rotativo balanceado 4 x 4,
conforme PATTERSON & LUCAS (1962). Os
dados de cada fase experimental foram submetidos

8,4 8,4 8,4

42+ 42 42+42 42+ 42

8,4 8.4 8,4

120

40 40 40

fechado e amostrado de acordo com a produgiao
(10% da producgio por ordenha).

O leite da ordenha da manha foi armazenado
em geladeira e, posteriormente, misturado ao leite
da ordenha da tarde. A amostra de leite composta
foi encaminhada aos laboratdrios para serem
efetuadas as andlises.

O teor de nitrogénio do leite (N) foi
determinado, segundo AOAC (1990), para posterior
estimativa da proteina bruta (PB), utilizando-se o
fator de 6,38 para conversio. Os teores de
nitrogénio nao protéico (NNP) e nitrogénio nio
caseico (NNC) foram determinados através das
metodologias propostas pela IDF (1964). O teor de
nitrogénio caseico (NC) foi estimado pela diferenca
entre o NT e o NNC e o teor de nitrogénio verdadeiro
(NV) pela diferenca entre o NT e NNP. O teor de
nitrogénio do soro (NS) correspondeu a diferenca
entre o NV e NC (PIEPENBRINK et al., 1996;
PISULEWSKI et al., 1996).

O nitrogénio uréico do leite (NUL) foi
determinado no equipamento CHEMSPEC 150
(BENTLEY INSTRUMENTS).

A)EPAMIG

Os teores de lisina e de metionina na digesta
duodenal como porcentagem dos aminodcidos
essenciais (%AEE) foram calculados segundo
equacdes desenvolvidas por SOCHA & SCHWAB
(1994). As equagdes foram:

Equacido para lisina:

Y = 14,43 - 0,04 X, - 0,29 X, +0,54 X, +C
Onde:

Y = Lisina na digesta duodenal, % AAE

X, = PNDR dietético, % da PB dietética

X, = PB dietética, % da matéria seca

X, = Lisina na PNDR dietética, % do total AAE

do PNDR

C = constante para estdgio da lactacao (-0,13)

Equacgdo para metionina:
Y =536-008X +394X,+C
Onde:
Y = Metionina na digesta duodenal, % AAE
X, = PNDR dietético, % da PB dietética
X, = metionina na PNDR dietética, % PB dietética
C = constante para estdgio da lactagao (-0,15)

a andlise de varidncia pelo teste de F, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteina bruta e relag¢do proteina/gordura
do leite

Os teores e as producdes de proteina bruta
do leite, nas diferentes fases da lactacdo estudadas
para vacas de maior e de menor produgido de leite
encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Teores e produgdes de proteina bruta (PB) e relacdo proteina/gordura (PB/G) no leite, nas
diferentes fases dalactacdo, para vacas de maior produc@o (grupo 1) e de menor produgio de leite (grupo 2).
Table 3 — Countents and production of crude protein (CP) and relationship protein/fat (CP/F) in the
different phases of lactation, for cows with higher (group 1) and of smaller milk production (group 2)

Fases da Lactagido
Phases of lactation

Nutrientes Tratamentos Pico Pés-pico Meio
Nutrients Treatments Peak Post-peak Middle
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1  Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Group 1  Group 2 Group 1 Group 2 Group 1  Group 2
PB MPDR 2,82 aA 2,62 aA 2,75 aA 3,05 aA 3,02aA 2,90 aA
CcP RPM
(%) MNPDR 2,72 aA 2,70 aA 2,65 aA 290aA 2,72aA 2,97 aA
RNPM .
Mistura 2,77 aA 2,70 aA 2,52 aA 2,97 aB 2,77 aA 2,92 aA
Mixture
Controle 2,82 aA 2,75 aA 2,62 aA 3,05 aB 2,75 aA 2,95 aA
Control .
PB MPDR 0,71 aA 0,55 aB 0,60 aB 0,75 aA 0,72 aA 0,67 aA
CcP RPM
(kg/dia) MNPDR 0,69 aA 0,54 aA 0,61 aB 0,78 aA 0,61 aA 0,68 aA
(kg/day) RNPM
Mistura 0,71 aA 0,54 aB 0,52 aB 0,80 aA 0,70 aA 0,71 aA
Mixture
Controle 0,72 aA 0,59 aB 0,61 aB 0,81 aA 0,66 aA 0,64 aA
Control
PB/G MPDR 0,97 aA 0,85 aA 0,82 aA 1,45aA 0,74 aA 1,31 aA
CP/F RPM o
MNPDR 0,80 bA 1,04 aA 0,70 aA 1,38 aA 0,95 aA 1,30 aA
RNPM
Mistura 0,92 abA 0,85 aA 1,06 aA 1,49 aA 0,96 aA 1,06 aA
Mixture
Controle 0,89 abA" 1,45 aA 0,81 aA 1,61 aA 0,90 aA 1,32 aA
Control

*b Médias seguidas de mesma letra mintdscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05). ** Means follovwed by same small letters in the column do not differ to each other for
the Tukey test (P>.05).

A8 Em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre grupos
de vacas pelo teste de Tukey (P>0,05). #8In each treatment, means followed by same letter
capital in the line do not differ among groups of cows for the Tukey test (P>.05).
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Neste estudo, a suplementacdao com 8,4 g/dia
de MPDR, 8,4 g/dia de MNPDR ou mistura de
metioninas nio alteraram (P>0,05) a porcentagem
e a produgdo de proteina do leite, durante as trés
fases da lactagaoestudadas, quer se considere o grupo
de vacas de maior e de menor produgio de leite.

O teor de proteina do leite pode variar
consideravelmente nao apenas no leite de vacas
de racas diferentes, mas também no de vacas de
uma mesma rag¢a, com o tempo de lactagio, com
o niimero de lactagdo e ainda com a alimentag¢do
empregada. Segundo a CCGL (1982), o teor de
proteina do leite varia de 2,9% a 5,0%, com um
valor médio de 3,4%.

Os resultados obtidos neste estudo
encontram-se, em sua maioria, abaixo dos teores
estabelecidos pela CCGL (1982). Segundo
HOLMES & WILSON (1990), a concentragdo de
proteina decresce até seu valor minimo em torno
do pico da lactagdo. A partir dai, os teores de
proteina atingem seu pico mais rapidamente e
caem mais vagarosamente que a producio de leite.
Entretanto para as vacas de maior produg¢io, os
teores de proteina no leite foram baixos em
qualquer fase da lactagdo.

Isto pode estar indicando efeito aleatdrio
da adi¢do de metionina nas ragdes das vacas.
Possivelmente, a metionina ndo esteja se
comportando como um aminodcido limitante a
produgdo de proteina lictea para as vacas do grupo
2. Neste estudo, as vacas do grupo 1, e as do
grupo 2 foram alimentadas com a mesma ragao o
que, provavelmente, refletiu em uma mesma
quantidade de metionina e de lisina dietética para
ambos os grupos.

Os resultados de virias pesquisas sugeriram
que a suplementacdo com metionina sobrepassante
nio foi capaz de aumentar a produgio de leite e
sim aumentar a disponibilidade de nitrogénio para
a absor¢do no intestino delgado, pois o teor de
metionina no plasma obtido por SCHWAB et al.
(1992 a) foi aumentado 5,83 m mol/100 mL,
resultando em aumento no teor de proteina do leite.
Portanto, a suplementagio com aminodcidos
sobrepassantes talvez esteja mais associada a
alteracdes na composi¢do do leite do que ao
aumento na produgdo de leite, por aumentar a
disponibilidade de aminodcidos para absorg¢io e,
consequentemente, aumentar suas concentragoes
de nitrogénio na corrente circulatéria, estando
disponiveis na glindula mamadria para sintese de

- proteina do leite, em particular de. caseina, a

principal fragdo protéica do leite.

Trabalhos conduzidos, no Brasil, por
SANCANARI et al. (2001), utilizando vacas da
raca Holandesa primiparas e multiparas,

-alimentadas com ragdo completa constituida por
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silagem de milho, milho, soja integral tostada,
farelo de soja e farelo de trigo contendo 18,3% de
PB e 71,8% de NDT nao mostraram aumentos
nos teores e nas produgdes de proteina do leite,
respectivamente, quando suplementaram com
metionina protegida (2,85% e 0,77 kg/dia) e nao
protegida da degradagdo ruminal (2,77% e 0,76
kg/dia) comparativamente a vacas controle
(2,83% e 0,79 kg/dia). Os teores de proteina do
leite obtidos por estes autores foram muito
semelhantes aos obtidos, neste estudo, (Tabela 3)
para o grupo de vacas de maior producgio de leite
no pico da lactagdo.

Para o grupo de vacas de menor produgao de
leite (grupo 2), observou-se que, no pico da
lactagdo, os teores mais elevados de proteina bruta
foram obtidos para vacas controle, em seguida por
vacas suplementadas com MNPDR e mistura e os
menores por MPDR. Desde que a adicao de MPDR
ndo foi capaz de melhorar o valor protéico do
leite, outros aspectos, possivelmente nutricionais,
podem estar envolvidos com disponibilidade. de
energia no rimen e no intestino.

GUINARD & RULQUIN (1995) obtiveram
teores de 2,87 e 2,91% e produgdes de 660 g/dia e
707 g/dia de proteina do leite, ao infundirem 8 g/
dia e 16 g/dia de DL metionina, respectivamente,
em vacas da ragca Holandesa alimentadas com 70%
de silagem de milho e 30% concentrado (farelo
de soja, milho, grio de nozes tratado com
formaldeido, trigo, cevada e melago de beterraba)
por um periodo de 12 a 22 semanas apés o parto.
Nio verificaram diferen¢a significativa no teor
nem na produc¢ido de proteina do leite diante da
suplementagdo. Estes resultados sdao muito
semelhantes aos obtidos neste estudo, em que se
obteve teor de proteina do leite de 2,82% e
producio de proteina do leite de 710 g/dia para
vacas de maior producdo (grupo 1) suplementadas
com MPDR e auséncia de significdncia (Tabela 3)
da suplementagio com MPDR.

SCHWAB et al. (1992 a e b) supriram 90%
dos requerimentos protéicos de vacas leiteiras com
produgdo de leite superior a 30 kg/dia. As dietas
continham 16,0; 14,4, 13,9 ¢ 13,5% de PB,
respectivamente, no pico, inicio, meio e final da
lactagdo, e eram compostas por silagem de milho,
silagem de residuos de culturas, farelo de milho,
cevada, farelo de soja e melago de cana e as vacas,
suplementadas com infusdo duodenal de metionina
(12 g/dia), lisina (30 g/dia), metionina mais lisina
e caseina (40 g/dia; tratamento controle).
Verificaram que os menores teores (P<0,05) de
proteina no leite foram obtidos para vacas
suplementadas com metionina, quando compa-
radas a vacas suplementadas com lisina, metionina
mais lisina ou caseina. Os melhores teores de
proteina do leite foram obtidos para as infusdes
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com metionina mais lisina. Em fung¢io da ragio
utilizada, estes autores concluiram que a lisina foi
o primeiro e a metionina o segundo aminoicido
limitante a producdo e a composi¢ido do leite.

Comparativamente ao trabalho desenvol-
vido por SCHWAB et al. (1992 a), a ragao desta
pesquisa apresentou teores de proteina bruta mais
elevados (18% de PB), sendo composta por silagem
de milho, quirela de milho, polpa citrica, farelo de
soja, farelo de trigo e farelo de algodao, alimentos
considerados por SCHWAB (1992 a e b) e
RODRIGUEZ (1996) deficientes em metionina e
lisina. PIEPENBRINK et al. (1996) comentaram
que, aumentando o teor de proteina da dieta de 14
para 18 %, aumentos na produgdo de leite e na
proteina do leite foram observados.

O teor de proteina no leite obtido por
SCHWARB et al. (1992 a) para vacas suplementadas
com infusdo de metionina no pico da lactagao foi
de 2,66% e a producdo de proteina do leite foi de
990 g/dia, ou seja, quando comparados aos
resultados deste estudo, verificou-se que o teor de
proteina do leite obtido por estes autores foi 0,16
unidades percentuais inferior ao das vacas do
grupo 1 e 0,04 superior ao das vacas do grupo 2.

Para SEYMOUR et al. (1990) e RULQUIN
(1987) aumentos na producdo de proteina do leite
variaram de 1 a 15%, diante da suplementagdo
com aminodcidos, para LEHENAFF et al. (1990)
em 4% e para SCHWAB (1996) em 9%.
ARMENTANO et al. (1997) comentaram que,
para cada 1 g de metionina suplementada, a
producdo de proteina do leite pode aumentar em
4 g. Os aumentos sugeridos por estes autores
discordam dos resultados obtidos nesta pesquisa,
os dados mostram que ndo houve diferenca
significativa para produgdo de proteina do leite
quando se compararam tratamentos.

Para ARMENTANO et al. (1993) 100% da
metionina que chega ao intestino delgado na
forma protegida sdao absorvidos pela corrente
circulatéria, mas apenas 15% sdo convertidos em
proteina do leite, sendo o restante utilizado para
producdo-de leite. Isto enfatiza um maior impacto
do catabolismo pés absortivo pelo figado e para o
suprimento de metionina em tecidos da glindula
mamdria. Esta baixa conversdo pés-absortiva de
metionina em proteina do leite também foi
encontrada por SOCHA et al. (1994 a e b),
concordando com os resultados obtidos nesta
pesquisa, pois nao foram observados aumentos
significativos nos teores de proteina do leite.

Embora nao se tenha observado diferenca
significativa no teor de proteina do leite,
considera-se importante salientar que, do ponto
de vista econdmico, pequenos aumentos na
proteina do leite devem ser considerados. Vacas de
maior producdo suplementadas com MPDR, no

pico da lactacdo, produziram 4 e 2% mais leite do
que as vacas suplementadas com MNPDR e mistura.

. No pés-pico da lactagdo a superioridade de vacas

suplementadas com MPDR foi de 4, 9 e 5% e, no
meio da lactagdo foi, de 11; 9 e 10%, respec-
tivamente, em relagdo as vacas suplementadas com
MNPDR, mistura de metioninas e controle.
Evidenciou-se, portanto, influéncia mais consis-
tente da MPDR quando a produgdo de leite das
vacas foi superior a 25 kg/dia.

Esta superioridade no teor de proteina do
leite para vacas suplementadas com MPDR nas
trés fases da lactacdo, provavelmente, ocorreu
devido a uma maior disponibilidade plasmdtica de
metionina no intestino delgado para posterior
absorg¢do, evitando que esta fonte de metionina
fosse direcionada para a sintese de glicose e
posteriormente, utilizada como fonte de energia
pelo animal (CHURCH, 1993) ou na gliconeogé-
nese para producdo de dcidos graxos e,
consequentemente, de gordura no leite.

Os resultados também demonstraram que a
suplementagcdo com MNPDR foi a pior fonte de
metionina utilizada, sugerindo que o ambiente
ruminal pode nido necessitar de maiores
quantidades de metionina do que aquelas fornecidas
pelos alimentos, porém o metabolismo da vaca
pode requerer quantidades de metionina superiores
as supridas pela metionina sobrepassante dietética.

SANCANARI et al. (2001) verificaram que
vacas suplementadas com metionina protegida da
degradac@o ruminal, embora nao tenham produzido
mais proteina no leite (P>0,05), apresentaram
3% e 1% superiores, quando comparadas as vacas
suplementadas com metionina nao protegida e
controle, respectivamente. Este aspecto foi
bioldgica e economicamente interessante.

Isto leva a inferir que mais estudos sdo
necessdrios, principalmente utilizando-se o
método dose resposta (SCHWAB, 1996), para se
determinar a extensdao da limita¢do da metionina
sobre a composi¢do protéica do leite.

ARMENTANO et al. (1997) obtiveram
teores de 2,95 e 2,99% de proteina do leite para
vacas suplementadas com 5,25 g/dia e 10,5 g/dia de
metionina, respectivamente. Foi verificado aumento
linear no teor de proteina do leite diante da
suplementagdo com metionina. Comparativamente
a este estudo, verificou-se que a dosagem de 10,5 g/
dia utilizada por ARMENTANO et al. (1997) foi
superior a utilizada nesta pesquisa (8,4 g/dia) em 2,1
g/dia de MPDR.

SCHINGOETHE (1996) desenvolveu
estudos in vitro para avaliar o crescimento celular
das células secretoras de leite e verificaram que a
sintese de proteina pelas células mamdrias
cresceram de 20 a 460% na presenca de
aminodcidos essenciais. Desta forma, concluiram
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que o teor e a producdo de proteina no leite estdo
diretamente associados aos teores de aminodcidos
“’que chegam no intestino para absorgao.
Contrariamente aos resultados obtidos
neste estudo, CASPER et al. (1987); ROGERS et

~ al. (1989); ARMENTANO et al. (1993);

RULQUIN & DELABY (1994), PIEPENBRINK
et al. (1996); PISULEWSKI et al. (1996),
BREMMER et al. (1997), RIOS et al.(1999) e
ROBINSON et al. (1999) encontraram aumentos
no teor e/ou na producgdo de proteina do leite
quando suplementaram com metionina e/ou lisina,
e sugeriram que os aumentos na sintese de proteina
do leite estio associados a aumentos nas
concentragdes plasméticas de metionina, pos-
sibilitando acréscimos na concentragdo de
nitrogénio no plasma, aumentando a disponi-
bilidade na glindula mamadria.

Com o avancar da lactagdo a tendéncia €
aumentar o teor de proteina do leite e diminuir a
producdo de leite (BEHMER, 1987). Durante o
pos-pico da lactacdo, observou-se que vacas de
maior produgdo de leite apresentaram diminuigao
no teor de proteina quando comparadas ao pico
da lactagdo, e que as vacas suplementadas com
mistura de aminodcidos apresentaram redugio
mais elevada, cerca de 10%, no teor de proteina
do leite. Vacas de menor produgao de leite (grupo
2) apresentaram teores de proteina crescentes,
mas acompanhados de aumentos na produgdo de
leite do pico para o pds-pico (SANCANARI et al.
2001) No entanto, um aspecto interessante foi
que, no meio da lactagdo as vacas deste estudo
apresentaram produc¢do de leite e teores de
proteina no leite ascendentes, exceto para vacas
suplementadas com MNPDR.

Segundo SCHWAB (1996), o nivel de
metionina na digesta duodenal varia de 2,6 a 6,5%
do total de aminoacidos essenciais (% AAE) e o
de lisina de 9,6 a 16% AAE. Esta variacdo ocorre
em funcdo dos ingredientes utilizados e da
quantidade de ingredientes ingeridos na dieta.
SOCHA & SCHWAB (1994) desenvolveram
equagdes de regressdo para estimar o teor de
metionina e de lisina na digesta duodenal.

Através destas equagdes de regressao,
estimaram-se os niveis de metionina e de lisina da
digesta duodenal. Os niveis obtidos foram: 3,88% de
metionina na digesta duodenal como %AAE e
12,43% de lisina na digesta duodenal como % dos
AAE, portanto, dentro dos niveis recomendados por
SCHWAB (1996). No entanto, este autor comentou
que para ocorrem aumentos nos teores de proteina
do leite, os niveis de metionina e de lisina devem
estar entre 4,2 a 4,60 AAE e 12 a 13,9% AAE,
respectivamente. Assim, observou-se que os niveis
de metionina na dieta foram insuficientes para
suportar aumentos na proteina do leite.

Candido Tostes

Segundo FONSECA & SANTOS (2000), a
proteina do leite € o nutriente mais dificil de ser
alterado, porém, nutricionalmente, alguns aspectos
podem ser manipulados, entre eles, quantidades e
propor¢des de aminodcidos essenciais (princi-
palmente metionina e lisina), dietas com altos teores
de carboidratos fermentdveis no rimen, proteina
nao degraddvel no rimen (desde que contenham um
bom perfil de aminoicidos essenciais) fornecimento
de forragem de boa qualidade. Para SCHINGOETHE
(1996), fatores como raga, ambiente, saiide, fase da
lactagdo e dieta podem interferir no nivel de
proteina do leite, sendo que alguns deles podem ser
manipulados, principalmente a dieta. Atualmente,
muitos experimentos tém sido conduzidos na
tentativa de alterar a composi¢do da proteina do
leite pela dieta.

Neste estudo, a racdo foi formulada para
atender os requerimentos das vacas em proteina
(degraddvel e niao degraddvel no rimen)
acompanhada de suplementagdo com fontes de
metionina. Esperava-se observar efeitos sobre a
proteina do leite, o que nio ocorreu, sugerindo
queexiste a necessidade de se reverem as exigéncias
nutricionais, particularmente em metionina e
lisina, de vacas leiteiras com elevada produgdo de
leite, em condig¢des brasileiras. Em outros estudos
conduzidos por SANCANARI et al. (2000) e
SANCANARI et al. (2001), no Brasil, com vacas
de elevada produgdo de leite, alimentadas com
racdo completa, porém formulada com outros
ingredientes, e suplementadas com MPDR e
MNPDR, nio foram evidenciados aumentos nos
teores de proteina do leite. Estes resultados tém
discordado dos ocorridos em outros paises.

Ao se comparar o efeito do nivel de
producido (grupo 1 vs. grupo 2) em cada tratamento,
observou-se que, apenas no pds-pico da lactagdo,
vacas de menor produgdo (grupo 2) suplementadas
com mistura de metioninas e controle, respec-
tivamente, apresentaram superioridade de 18 e 16%
nos teores de proteina no leite (P<0,05) quando
comparadas as vacas de maior produgio (grupo 1).
Este efeito nio foi evidenciado nas demais fases da
lactacdo. Isto sugeriu que, no pico € no meio da
lactagdo, o nivel de producdo das vacas ndo
interferiu na resposta a suplementagdo com fontes
de metionina.

Os dados de produgdo didria de proteina
pelo leite encontram-se na Tabela 3 e evidenciaram
influéncia (P<0,05) do nivel de produgdo de leite
das vacas no pico e pés-pico da lactagdo, todavia
sem efeito da suplementagdo com metionina.

Os resultados mostraram que as producdes
médias de proteina para vacas do grupo 1 e grupo
2 foram, respectivamente, de 710 e 550 g/dia
para vacas suplementadas com MPDR, de 690 e
540 g/dia para vacas suplementadas com MNPDR,

e i S i

i g

|
|

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n° 336 a 338, 59: 25-39, 2004

Pig. 33

de 710 e 540 g/dia para vacas suplementadas com
mistura e de 720 e 590 g/dia para vacas controle.

No pico, vacas de maior produgdo suple-
mentadas com MPDR, mistura e controle
apresentaram melhores produgdes de proteina no
leite (P<0,05) quando comparadas com as vacas
de menor produgio de leite. No pés-pico,
observou-se que esta situagido se inverteu, sendo
as melhores produg¢des em cada tratamento,
observadas para o grupo 2.

A relagdo proteina/gordura tem sido muito
utilizada recentemente pelos laticinios de alguns
paises, entre eles, a Argentina, como pardmetro
de remuneracdo do leite, visto que os laticinios
tém buscado leite com maiores teores de proteina
e menores teores de gordura.

A relacao PB/G encontra-se na Tabela 3.
Verificou-se que a relagdo PB/G foi afetada pela
suplementagao com fontes de metionina no pico
da lactagdo. As vacas do grupo 1, suplementadas
com MNPDR, apresentaram relagio PB/G
inferior (P<0,05) em 21, 15 ¢ 11% quando
comparadas as suplementadas com MPDR, mistura
e controle, respectivamente. Um aspecto
interessante foi que, para essas vacas do grupo 1,
a relagdo proteina/gordura foi ascendente quando
se forneceram 0, 4,2 e 8,4 g/dia de MPDR.

Vacas do grupo 1 apresentaram relagdes
préximas as preconizadas por FONSECA &
SANTOS (2000) de 0,85 a 0,90 durante o pico da
lactacao. Com exce¢do do tratamento mistura de
aminoécidos, a relagio PB/G foi decrescente no
pés-pico em relagdo ao pico.

Para vacas do grupo 2, o tratamento mistura
que, no pico da lactagio, esteve préximo ao
recomendado, quase dobrou o valor da relagao PB/
G na fase seguinte da lactagio.

Fracées nitrogenadas do leite

A proteina do leite foi dividida nas
diferentes fragdes nitrogenadas que a compdem,
com o intuito de se observar o efeito da
suplementagdo com fontes de metionina sobre
cada fragio.

Os teores e as produgdes de nitrogénio total
(NT), nitrogénio verdadeiro (NV) e nitrogénio nio
protéico (NNP), nas diferentes fases da lactagao,
para vacas de maior produgio de leite (grupo 1) e
de menor produgdo de leite (grupo 2) encontram-
se na Tabela 4. Neste estudo, ndo foram observadas
alteragoes nos teores de proteina do leite, nem as
fracdes protéicas do leite.

Os valores de NT durante as trés fases da
lactagdo, para ambos os grupos de vacas, foram
muito préximos, demonstrando auséncia de efeito
das fontes de metionina sobre esta varidvel.

OVERTON et al. (1996) encontraram teores e
produgdes de NT de 0,47 % e 0,17 kg/dia e 0,47
% e 0,18 kg/dia, respectivamente, quando
suplementaram com 0.e 20 g/dia de metionina
protegida, concordando com os resultados obtidos
nesta pesquisa.

Contrariamente, mais tarde, BREMMER et
al. (1997) verificaram efeito (P<0,02) no teor de
NT ao suplementarem com aminodcidos
protegidos (0,60%) comparativamente a controle
(0,59%), observando ainda que, quando as vacas
receberam bST, os teores de NT foram maiores
(0,61%).

PIEPENBRINK et al. (1996) verificaram
que vacas alimentadas com 18% de proteina na
racdo tenderam a aumentar o N total, o N
verdadeiro no leite e, consequentemente, o teor
de proteina no leite em relagdo as vacas
alimentadas com 14% de proteina.

Nio foram observados efeitos (P>0,05)
sobre os teores e as produgdes de NV do leite
diante da suplementagdo com fontes de metionina
nas fases da lactacdo estudadas.

Semelhantemente a este estudo, OVERTON
et al. (1996) obtiveram teores e produgdes de NV
de 0,43 % e 0,16 kg/dia quando suplementaram as
vacas com 0 e 20 g/dia de MPDR e auséncia de
efeitos significativos foi observada. BREMMER
et al. (1997) obtiveram teores de NV de 0,57 %
quando suplementaram as vacas com aminodcidos
protegidos.

Contrariamente aos resultados obtidos
neste estudo, PISULEWSKI et al. (1996)
suplementaram vacas leiteiras com niveis
crescentes (de 0 a 24 g/dia) de MPDR e
observaram que houve efeito linear (P<0,05) sobre
o contetido de NV do leite.

Nido foram observados efeitos (P>0,05)
sobre os teores e as produgdes de NNP diante da
suplementagdo com fontes de metionina nas fases
da lactacdo estudadas (Tabela 5).

Comparando entre os niveis de produgdo
das vacas, observou-se que os teores € as produgoes
de NNP do leite nao foram influenciados pelas
fontes de metionina suplementadas (P>0,05).

Semelhantemente a este estudo, OVERTON
et al. (1996) obtiveram teores e producdes de
NNP de 0,03 % e 0,01 kg/dia e teores e producdes
de NV de 0,43 % e 0,16 kg/dia quando
suplementaram as vacas com 0 e 20 g/dia de
MPDR. Auséncia de efeitos significativos foi
observada. BREMMER et al. (1997) obtiveram
teores de NNP de 0,03% quando suplementaram
as vacas com aminodcidos protegidos.

Resultados semelhantes foram obtidos por
RIOS et al. (1999) quando suplementaram as vacas
com 15 g/dia de MPDR e de metionina
intravenosa, comparativamente a vacas controle.
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. Tabelad-  Teorese produgdes de nitrogénio total (NT), nitrogénio verdadeiro (NV) e nitrogénio néo protéico (NNP) do leite, Tabela 5 - Teores e producdes de uintrogénio caseico (N.C); nitrogfuio do soro (NS), e nitrogénio uréico_(NUL).uo leite, nas
nas diferentes fases da lactagdo, para vacas de maior produgao (grupo 1) e de menor produgao de leite (grupo 2). . diferentes fases da lactégao, para vecas'de maior produgao d(.e leite (grupo 1) e de menor produg@o de leite .(gru[.)o 2).

Table 4 - Countents and productions of total nitrogen (TN), true nitrogen (TN) and non protein nitrogen (NPN) of milk, in the Table 5 - C“’“"”"” and pr nducnor.u of casein nitr ogen (CN), whey ’_""' ogen (WN) and uera nitr ogen (MUN) "f milk, in the

) different phases of lactation, for cows with higher production (group 1) and of smaller milk production (group 2). different thfSGS of lactation, for cows with higher production (group 1) and of smaller milk production (group 2).

Fases da Lactagao Fases da Lactagao

Phases of lactation ' Phases of lactation
Nutrientes  Tratamentos Pico Pés-pico Meio > Nutrientes  Tratamentos Pico Pés-pico Meio
Nutrients  Treatments Peak Post-peak Middle Nutrients __ Treatments Peak Post-peak Middle
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 [ Grupo 1 Gfupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2
NT MPDR 0,44 aA 0,41 aA 0,33 aA 0,48 aA 0,47 aA 0,45 aA NC MPD 0,33 aA 0,31 aA 0,31 aB 0,37 aA 0,37 aA 0,34 aA
N RPM | CN RPM
(%) MNPDR 0,43 aA 0,40 aA 0,41 aA 0,45 aA 0,42 aA 0,46 aA ) (%) MNPDR 0,30 aA 0,31 aA 0,30 aA 0,36 aA 0,32 aA 0,35 aA
RNPM RNPM
Mistura 0,44 aA 0,42 aA 0,40 aA 0,46 aA 0,43 aA 0,46 aA Mistura 0,33 aA 0,31 aA 0.29 aA 0,35 aA 0,33 aA 0,35 aA
Mixture Mixture
Controle 0,46 aA 0,43 aA 0,41 aA 0,47 aA 0,43 aA 0,46 aA | Controle 0,34 aA 0,34 aA 0,29 aB 0,36 aA 0,33 aA 0,34 aA
Control Control
NT MPDR 0,11 aA 0,09 aA 0,07 aB 0,13 aA 0,11 aA 0,11 aA : ' NC MPDR 0,08 aA 0,06 aA 0,06 aB 0,10 aA 0,09 aA 0,08 aA
N RPM CN RPM
(kg/dia) MNPDR 0,11 aA 0,08 aA 0,09 aA 0,13 aA 0,10 aA 0,11 aA (kg/dia) MNPDR 0,08 aA 0,06 aA 0,07 aB 0,10 aA 0,07 aA 0,08 aA
(kg/day) RNPM ; (kg/day) RNPM :
Mistura 0,11 aA 0,08 aA . 0,08 aB 0,12 aA 0,11 aA 0,11 aA Mistura " 0,09 aA 0,06 aB 0,06 aB 0,09 aA 0,08 aA 0,08 aA
Mixture . Mixture
Controle 0,11 aA 0,09 aA 0,10 aA 0,13 aA 0,10 aA 0,10 aA : Controle 0,09 aA 0,07 aA 0,07 aB 0,09 aA 0,08 aA 0,08 aA
Control . Control
NV MPDR 0,40 aA 0,36 aA 0,41 aA 0,44 aA 0,43 aA 0,39 aA ‘ NS MPDR 0,07 aA 0,04 aA 0,22 aA 0,06 aA 0,06 aA 0,05 aA
N RPM WN . RPM :
(%) MNPDR 0,40 aA 0,36 aA 0,37 aA 0,41 aA 0,37 aA 0,42 aA : (%) MNPDR 0,29 aA 0,05 aA 0,26 aA 0,05 aA 0,04 aA 0,07 aA
RNPM RNPM
Mistura 0,40 aA 0,37 aA 0,37 aA 0,41 aA 0,40 aA 0,40 aA . Mistura 0,07 aA 0,05 aA 0,08 aA 0,07 aA 0,06 aA 0,05 aA
Mixture Mixture V
Controle 0,41 aA 0,37 aA 0,37 aA 0,43 aA 0,39 aA 0,41 aA Controle 0,07 aA 0,06 aA 0,18 aA 0,08 aA 0,06 aA 0,09 aA
Control Control
NV MPDR 0,10 aA 0,07 aB 0,09 aB 0,12 aA 0,10 aA 0,09 aA NS MPDR 0,02 aA 0,01 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,01:aA 0,01 aA
N RPM WN RPM
(kg/dia) MNPDR 0,10 aA 0,07 aB 0,08 aB 0,11 aA 0,08 bA 0,10 aA (kg/dia) MNPDR 0,02 aA 0,01 aA 0,02 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,02 aA
(kg/day) RNPM (kg/day) RNPM
Mistura 0,10 aA 0,07 aB 0,08 aB 0,11 aA 0,09 abA 0,10 aA Mistura 0,02 aA 0,01 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,01 aA
Mixture Mixture
Controle 0,10 aA 0,08 aB 0,09 aB 0,11 aA 0,10 aA 0,09 aA Controle 0,02 aA 0,01 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA
Control ’ Control
NNP MPDR 0,04 aA 0,06 aA 0,03 aA 0,04 aA 0,04 aA 0,07 aA NUL MPDR 11,6 aA 15,5 aA 14,8 aA 14,1 aA 15,3 aA 16,8 aA
NPN RPM MUN RPM
(%) . MNPDR 0,03 aA 0,06 aA 0,05aA 0,04 aA 0,06 aA 0,05 aA (mg/dL) MNPDR 13,7 aA 13,8 aA 14,1 aA 15,0 aA 15,2 aA 17,0 aA
RNPM (mg/dL) RNPM
Mistura 0,04 aA 0,05 aA 0,03 aA 0,04 aA 0,04 aA 0,05 aA Mistura 12,3 aA 16,3 aA 14,0 aA 13,5 aA 16,7 aA 17,3 aA
Mixture Mixture
Controle 0,03 aA 0,05 aA 0,04 aA 0,05 aA 0,04 aA 0,06 aA Controle 13,5 aA 16,1 aA 14,4 aA 17,0 aA 16,0 aA 20,1 aB
Control Control
NNP MPDR 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,02 aA
NPN RPM »b Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey
(kg/dia) MNPDR 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA (P>0,05). ** Means followed by same small letters in the column do not differ to each other for
(kg/day) RNPM ‘ the Tukey test (P>.05).
Al\:li““ra 0,01 aA 0,01 aA 0.01aA  0,01aA 0,01 aA 0,01 aA AB Em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maiiscula na linha ndo diferem entre grupos
ixture AB
Controle 0,01 2A 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0.01 aA 0,01 aA de vacas pelo lfaste de Tukeiy (P>0,05). A5 In each treatment, means followed by same letter
Control capital in the line do not differ among groups of cows for the Tukey test (P>.05).

**Médias seguidas de mesmaletra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).2* Means
followed by same small letters in the column do not differ to each other for the Tukey test (P>.05).

AB Em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maiiiscula na linha ndo diferem entre grupos de vacas pelo teste de
Tukey (P>0,05). #® In each treatment, means followed by same letter capital in the line do not differ among groups
of cows for the Tukey test (P>.05). )
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PISULEWSKI et al. (1996) ndo observaram efeito
#50,05) sobre o teor de NNP do leite quando
uplementaram com MPDR.

: A caseina é a principal fragdo protéica do
leite. Aumentos nos teores de proteina do leite
4 normalmente estio associados a aumentos na
casefna, isto porque a caseina corresponde a 78%
da fragdo protéica do leite (FONSECA &
SANTOS, 2000). Neste estudo, o NC do leite nao
foi influenciado pelas fontes de metioninas
suplementadas nas diferentes fases da lactagdo,
quer se considerem vacas de maior ou de menor
producido de leite.

Os teores e as produgdes de nitrogénio
caseico (NC), nitrogénio do soro (NS) e nitrogénio
uréico do leite (NUL), nas diferentes fases da
lactagdo, para os diferentes grupos de vacas,
encontram-se na Tabela 5.

Quando se€ avalia composi¢do da matéria
protéica do leite, é importante salientar que,
muitas vezes, o teor e producdo de proteina do
leite ndo sdo alterados pela suplementagio com
fontes de metionina, mas a qualidade de seus
componentes pode ser modificada.

PISULEWSKI et al. (1996) verificaram
efeitos significativos sobre a caseina do leite
quando infundiram diferentes niveis de metionina
(0 a 20 g/dia) em vacas leiteiras; verificaram
também que estes efeitos lineares foram crescentes
(P<0,001). Estes autores determinaram, ainda,
as fracées (0, PB, Y € k) que compdem a caseina e
observaram que o efeito da suplementacdo com
diferentes niveis de metionina ocorre sobre a
fragdo a (P<0,05), e que os maiores valores foram
obtidos para a infusdo de 12 g/dia de metionina.
Contrariamente, RIOS et al. (1999) ndo obser-
varam efeitos sobre as fragdes o, P, Y e k caseina
quando suplementaram com 15 g/dia de MPDR ou
infundida no abomaso, mas observaram que houve
uma maior producio de B caseina (P<0,05) para
vacas controle quando comparadas as vacas
suplementadas com MPDR .

Ao se comparar o nivel de produgdo das
vacas, observou-se que a produgdo de NV foi
influenciada (P<0,05) no pico e no pds-pico da
lactagdo, sem, entretanto, observar efeito da
suplementagdo com as metioninas.

No pico da lactagao, observou-se que vacas
do grupo 1 suplementadas com mistura de
metioninas produziram 50 % mais caseina no leite
que vacas do grupo 2 (P<0,05%). No entanto, no
pos-pico da lactagdo, para todos os tratamentos
foram evidenciados efeitos (P<0,05) quando se
comparou o nivel de produgdo das vacas, obtendo-
se os menores valores de NC para as vacas do
grupo 1. Os teores de soro no leite ndo diferiram
entre tratamentos, em ambos os grupos de vacas,

nas diferentes fases da lactacdo, concordando com
PISULEWSKI et al. (1996) e com OVERTON et
al. (1996).

Para cada tratamento, individualmente, nos
dois grupos de vacas, observou-se que para algumas
varidveis estudadas a suplementagdo com as
diferentes fontes de metionina apresentaram
diferenca significativa entre o grupo 1 e o grupo
2 durante o pico e pds-pico da lactagdo. A resposta
a suplementagdo com fontes de metionina para
algumas varidveis pode depender do nivel de
producgdo das vacas.

O nitrogénio uréico do leite (NUL) néo foi
influenciado pelas fontes de metionina
suplementadas nas diferentes fases da lactagao,
quer se considerem vacas de maior ou de menor
producgio de leite.

O NUL atualmente tem sido utilizado como
um indicativo da eficiéncia de utilizagido da
proteina da ragdo pelas vacas. Isto porque elevados
teores de NUL no leite podem ser um indicio de
que Oos microrganismos presentes no rimen nao
estdo utilizando todo o NH, para sintese de
proteina microbiana, sendo, assim, que elevadas
quantidades de uréia sao encontradas no sangue e,
consequentemente, no leite.

Neste estudo, as vacas foram alimentadas
com ra¢cdo completa, de modo que os reque-
rimentos protéicos e energéticos foram atendidos,
observando-se, assim, que no pico da lactagdo,
tanto para vacas do grupo 1 quanto para as do
grupo 2, os valores de NUL encontraram-se dentro
dos recomendados por PEREZ (2001) de 0,85 a
0,90 mg/dL.

No pés-pico, embora nao se tenham obtido
diferencas significativas nos teores de NUL para
ambos os grupos de vacas, as vacas controle do
grupo 2 apresentaram quantidades de NUL 21, 13
e 26% superiores as vacas suplementadas com
MPDR, MNPD e mistura de metioninas. Isto pode
estar indicando que, quando as vacas foram
suplementadas com 8,4 g/dia de MNPDR, menores
quantidades de NUL foram observadas no leite,
possibilitando inferir que, possivelmente, a
metionina presente no rimen foi utilizada na
sintese de proteina microbiana.

Durante o meio da lactagdo, elevadas
quantidades de NUL no leite foram observadas
em todos os tratamentos, no entanto nao foram
observadas diferencas significativas entre eles.
Quando se comparou o nivel de produgio das
vacas, verificou-se que as vacas controle do grupo
2 apresentaram quantidades de NUL 26 %
superiores as vacas do grupo 1. Este efeito jd havia
sido evidenciado na fase anterior com superiori-
dade de 24 % para as vacas do grupo 2 em relag¢do
as do grupo 1. Isto levou a suspeitar, portanto
que as vacas do grupo 2, por serem menos
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exigentes e apresentarem producgdes de leite
inferiores (SANCANARI et al. 2001) que as do
grupo 1, ndo utilizaram a proteina da dieta para a
sintese de proteina microbiana, promovendo
elevados teores de NUL no leite.

Segundo RIOS et al. (1999), a suplementagio
com metionina pode melhorar a eficiéncia de
utilizagio ruminal do nitrogénio dietético em vacas
alimentadas com dietas contendo baixos niveis de
proteina, melhorando, assim, o suprimento de
aminodcidos para o intestino delgado e, conse-
quentemente, para a glandula mamadria.

Aumentos nos teores de gordura do leite
normalmente estdo associados a diminui¢des nos
teores de proteina do leite. Neste estudo, foram
observados aumentos nos teores de gordura do
leite (SANCANARI et al. 2001) diante da
suplementagdo com fontes de metionina. Isto
evidenciou que a suplementagdo com fontes de
metionina possa estar mais associada a outros
caminhos metabdlicos na glindula mamadria ou,
considerando-se os ingredientes dietéticos, niao
tenha havido limitagdao em metionina.

Contrariamente ao que se esperava nesta
pesquisa, a matéria protéica do leite nao foi
influenciada diante da suplementagdo com fontes
de metionina, quer se considere o nivel de
produgdo das vacas, ou a fase da lactagio avaliada.

CONCLUSOES

O teor de proteina do leite e as fragdes
nitrogenadas que o compdem ndao foram
influenciados pela suplementacio com fontes de
metionina, quer se considere o nivel de produgao
das vacas, ou a fase da lactacao avaliada.

O nivel de producdo das vacas influenciou
na resposta a suplementagio com fontes de
metionina sobre as produgdes de proteina, de
nitrogénio verdadeiro e de nitrogénio caseico no
leite no pico e pds-pico da lactagao.

Embora a racdo deste experimento atendes-
se aos requerimentos dos animais em proteina e
energia, os ingredientes utilizados na composig¢ao
da dieta ndo permitiram a obtencdo de teores
estimados de metionina e de.lisina na digesta duodenal
capazes de suportar aumentos na proteina do leite.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate
the effect of supplementation with 8.4 g/day of
rumen protected methionine (RPM) or non
protected methionine (RNPM) or methionine
mixture (S0%RPM + 50% RNPM), comparatively
to control cows, about the nitrogen fractions and
milk protein composition during the peak, post-
peak, and middle of the lactation. Eight Holstein

dairy cows were divided in two groupé according to
milk production (MP), group-1 was formed by cows
with MP> 25.0 kg/day and group-2 by cows with
MP < 25.0 kg/day, both groups fed with complete
ration containing corn silage and concentrate. The
content and production of milk protein were not
influenced by the methionine supplementation
throughout the lactation. During the peak, post
peak, and middle of the lactation no significant
difference was observed in the content of total
nitrogen, casein nitrogen, non protein nitrogen,
whey nitrogen, and urea nitrogen of milk when, the
cows were supplemented with methionine. However,
the production of true nitrogen (TN) just for cows
of the group 1, in the middle of the lactation, was
affected (P<0.05) by the sources of methionine,
being the smallest productions of TN evidenced by
cows suplemented with RNPM. The effect of
supplementation with methionine sources was
affected by the level of milk production of the cows.

Key-words: casein, milk urea nitrogen,
non protein nitrogen, total nitrogen, whey
nitrogen
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RESUMO

Dentre as diversas etapas da fabricagdo de queijos, a salga destaca-se por sua grande
importincia, uma vez que desempenha vdrias fungdes, seja no préprio sabor do queijo como
na sua maturacdo. Embora ela seja necessdria para conferir ao produto caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais desejdveis, vdrios defeitos podem surgir ou ser decorrentes dessa
etapa. Este artigo visa relatar o fendmeno de salga de queijos em salmouras, bem como os
fatores que a influenciam e as possiveis contaminag¢des microbiolégicas ocorridas nesta

etapa de fabricagio.

1 INTRODUCAO

A adigdo de sal em queijos objetiva melhorar
o sabor, a textura e auxiliar na fixacao da cor do
queijo, inibir o crescimento de microrganismos
contaminantes que podem provocar sérios
defeitos no queijo, promover a sinérese da massa
e contribuir para o ajuste do teor de umidade final
(Payne & Morison, 1999; Morris et al., 1985).

O teor de sal no queijo € considerado um
dos mais importantes fatores que influenciam na
qualidade do produto (Morris et al., 1985). Na
indistria queijeira, a salga € indispensdvel na
fabricagao dos produtos destinados ao processo
de maturagdo. Esta € constituida por um conjunto
complexo de mecanismos biolégicos, enzimaticos
¢ fisico-quimicos, cujos fatores limitantes sdo a
temperatura, o pH, o potencial de oxirredugdo e
a atividade de dgua (Luquet, 1993). Os fendmenos
da protedlise (degradagdo protéica) e lipdlise
(hidrélise da gordura), que ocorrem durante a
maturagdo, sio regulados por enzimas ativadas
quando o teor de sal estd normal (0,5 a 2,5% (m/
m), em geral) e inibidos em teores excessivamente
elevados (Furtado, 1991).

Segundo Guinee & Fox (1987), existem trés
principais métodos de salga em queijos:

¢ adicdo direta de sal na massa do queijo,

como nos queijos cheddar e cottage;
« distribui¢cdo do sal na superficie, como
no queijo azul; e

¢ imersao de blocos de massa de queijo em
uma solucdo de sal (salmoura) com
cerca de 20% NaCl (m/v), como nos
queijos edam, gouda, saint paulin, prato
e provolone.

Algumas vezes, a combinagido de dois
métodos € utilizada, como, por exemplo, na
fabricacio de queijo emmental, parmesdo e
romano (Guinee & Fox, 1987).

De acordo com Pavia et al. (2000), um
novo método de salga, baseado na impregnacdo
de salmoura a viacuo, vem sendo usado em produtos
porosos. O processo consiste na imersao do queijo
na salmoura e aplicagdo de vdcuo no sistema.
Como conseqiiéncia da diferenca de pressdo, o
gds ocluso nos poros do queijo expande-se e sai do
produto. Quando o sistema retorna a pressdo
atmosférica, a salmoura flui facilmente, atingindo
rapidamente o centro do queijo. Gonzdles-
Martinez et al. (2002), trabalhando com o queijo
tipo manchego, de origem espanhola, concluiram
que quanto maior a porosidade da massa do queijo
e a sua umidade, mais rdpido € o processo de salga
a vdcuo do mesmo.

2 A SALMOURA
A salmoura consiste numa solucdo de

cloreto de s6dio a 20% (m/v), na maioria dos
casos, exceto para alguns tipos de queijos ou

® tecnologias. Ela ndo deve apresentar teor menor
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. quie 16%-17% (m/v) e nem superior a 20% (m/v),
“uma vez que o excesso de sal comprometerd a
qualidade do queijo (Furtado, 1991).

Além da corregdo periddica do teor de
cloreto de sédio, € imprescindivel fazer correcdes
de pH e manter a qualidade microbiolégica da
salmoura (Guinee & Fox, 1987).

Tradicionalmente, a salmoura encontra-se
em grandes tanques azulejados ou em tanques de
fibra de vidro, situados no interior de cimaras
frigorificas nos estabelecimentos industriais com
a finalidade de manter a temperatura correta da
mesma (Garcia et al., 2000b).

A salmoura pode ser utilizada por um longo
periodo, desde que regularmente seja submetida a
corregdo do seu teor de sal e tratada para
manutencdo da sua qualidade microbiolégica. O
volume de salmoura necessdrio deve levar em
conta a rela¢cdo massa de queijo/volume de salmoura
e o tipo de queijo a ser salgado. A prética indica
que, para cada quilo de queijo a ser submetido ao
processo de salga, sdo necessdrios trés litros de
salmoura, no minimo. Em geral, a salmoura €é
mantida com 19 graus Baumé (19°Bé) ou 20% de
sal (m/v). Para queijos duros, recomenda-se
inicialmente uma salmoura a 17%-18% (m/v) de
sal e posteriormente a 25% (m/v) (Furtado, 1991).

I Ciélculo do volume de salmoura e de sal |

u

L Dissolu¢do do sal na dgua |
U

L Pasteuriza¢do (90°C/30min.) |
)

Besfriamento (24 horas/temperatura ambicnte)|
U

| Retirada da espuma superficial da salmoura |
u

[ Bombeamento para o tanque |
U

| Reajuste do teor de NaCl |
U

LAdig?ao,do cloreto de cdlcio (0,6-0,8% (m/v)) |
U

L Ajuste do pH |

FIGURA 1 Fluxograma de preparagiao de
salmoura para salga de queijos.
Fonseca (1986)

O sal utilizado na salmoura deve ser
considerado sob os pontos de vista quimico e
microbiolégico. No sal marinho encontram-se
alguns microrganismos como Micrococcus e
Clostridium (butyricum e sporogenes) que podem
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ser danosos ao queijo. Quando o sal € refinado, o
indice de contaminac¢do reduz drasticamente e,
durante a preparagdo da salmoura, o tratamento
térmico (pasteurizagdo) elimina eventuais
contaminagdes (Fonseca, 1986).

Em relagido a qualidade quimica, o sal deve
conter um baixo teor de sulfatos (menor que
0,02% (m/m)), de ferro (menor que 0,001% (m/
m)) e de metais pesados, como chumbo, cobre e
arsénico (menor que 0,0005% (m/m)). Além disso,
a presenca de nitratos e magnésio pode formar
manchas no queijo (Furtado, 1991).

As operagdes de preparo da salmoura
podem ser divididas em diversas fases, conforme
Figura 1.

2.1 Manutenciao da salmoura

O uso da salmoura implica no seu
enriquecimento progressivo em diversas
substdncias provenientes do queijo, tais como
fragmentos de caseina, proteinas soliveis, lactose,
dcido litico e sais minerais. A salmoura tende a
modificar, tanto quimica quanto microbiologi-
camente. A contagem de bolores e leveduras
halofilicas aumenta, enquanto o teor de sal
diminui (Scott, 1991). O pH da salmoura aumenta
rapidamente nos primeiros dias de uso de uma
nova solucdo e depois estabiliza a um valor
préximo ao pH dos queijos. Devido ao poder
tamponante da salmoura, o pH ndo varia muito,
mas a acidez tituldvel tende a subir e deve ser
periodicamente corrigida para valores que ndo
alterem drasticamente o pH (Fonseca, 1986).

Do ponto de vista microbiolégico, sempre
que a contagem global da salmoura exceder a
100.000 UFC/mL, € necessdria a sua corre¢dao. A
manutengdo da salmoura divide-se em dois
processos bdsicos:

 correc¢do: ajuste do teor de sal, acidez
tituldvel e da carga microbiana.
Geralmente € conduzida a cada sete ou
dez dias, quando a salmoura nio estd
sendo utilizada; e
recuperagio: tratamento térmico
rigoroso da salmoura, seguido por
resfriamento, decantagdo, filtracdo e
eventual reajuste do teor de sal, cdlcio e
pH. Sua realizacdo depende da
intensidade do uso da salmoura.
Geralmente ¢ feito apds 4 a 6 meses de
uso corrente (Furtado, 1991).

2.1.1 Correcio

Para a corre¢do da salmoura, o teor de sal
deverd ser reajustado sempre para o teor
estabelecido originalmente. Quanto a corregcdo da
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acidez tituldvel, torna-se dificil estabelecer um
limite, pois ndao apresenta correlagdo com o pH,
uma vez que o mesmo € afetado pelo tipo de 4dcido
formado na salmoura (poder de dissocia¢io) e pela
presenca de tamponantes (lactatos, fosfatos,
proteinas, entre outros). Na prdtica, € comum
adotar 0,2% (m/v) de 4cido ldtico como padrido e
a neutralizagdo € feita com hidréxido de sédio
(Fonseca, 1986).

A correc¢ao da carga microbiolégica pode
ser feita por tratamento térmico ou por meio de
produtos quimicos, sendo o mais usado o peréxido
de hidrogénio 30% (130 volumes) que ndo
contenha metais pesados, a base de 200-300 mL
por 1.000 litros de salmoura. Outro produto a ser
utilizado € o hipoclorito de sédio (10 a 15% (m/
v) de cloro ativo), adicionado a base de 500 mL
por 1.000 litros de salmoura, sendo sua eficiéncia
menor que a do peréxido. Os produtos devem ser
adicionados em salmouras que ndo contenham
queijos e estas s6 devem ser usadas 12 horas apés
o tratamento (Furtado, 1991; Fonseca, 1986).

2.1.2 Recuperagao

Para a recuperag¢do, a salmoura deve ser
colocada em um depdésito apropriado e fervida
(por injecdo direta de vapor) por, no minimo,
uma hora. Posteriormente, resfriada e decantada
a temperatura ambiente. A salmoura, entdo, €
bombeada, passando por um filtro, de volta ao
seu depdsito original. Devido a precipitacao de
lactatos de sédio e cdlcio, cloreto de cilcio,
sulfatos, carbonatos e floculagdao de proteinas
soliveis, pode-se esperar um ligeiro abaixamento
do pH. Esse deve ser imediatamente ajustado,
juntamente com o teor de cdlcio (Furtado, 1991;
Fonseca, 1986).

3 0 MECANISMO DE ABSORCAO DE SAL

A absorgdo de sal do queijo durante o
processo de salga é simultdnea a saida de dgua da
massa, resultando em uma redu¢do do volume do
queijo (Luna & Chavez, 1992), ocorrendo um
movimento de moléculas de cloreto de sédio da
salmoura para o queijo como conseqiiéncia da
diferenca de pressdo osmética entre a solucio
aquosa do interior do queijo e a salmoura (Guinee
& Fox, 1987). A estrutura externa do queijo
forma uma estrutura diferenciada que € a casca,
que representa uma membrana semipermedvel que
permite a migragio do sal para o interior do queijo
por meio do fendmeno de difusio, ao mesmo
tempo que permite a saida de parte da fase aquosa
do queijo com seus elementos solidveis, princi-
palmente dcido ldtico, lactose e nitrogénio solivel
(Figura 2) (Furtado, 1991).

O processo de salga do queijo em salmoura
envolve a transferéncia de calor e de massa e ambos
os processos influenciam na qualidade final do
produto. Geurts et al. (1974) concluiram que o
processo de penetragao do sal no queijo € a saida
concomitante em sentido oposto da dgua podem
ser descritos como um processo de difusdo
impedido, isto é, as moléculas de NaCl e de dgua
movem-se em resposta a seus respectivos gradientes
de concentragio e essa movimentagdo € dificultada
pela tortuosidade e fricgdo causados pelos glébulos
de gordura e micelas de caseina e também pela
viscosidade da fase aquosa. Por este motivo, a taxa
de difusao do NaCl no interior do queijo € menor
do que em uma solugdo pura, sendo entdo
denominada coeficiente de pseudo difusdo. O
coeficiente de pseudo difusdo varia de 0,05 a 0,20
cm?/dia, dependendo da composi¢do do queijo e das
condi¢des de salga, enquanto que o coeficiente de
difusdo do NaCl em dgua pura a 12,5°C € de 1,0
cm?/dia. Maiores coeficientes de pseudo difusdo sdo
encontrados em queijos com baixo teor de gordura
e alto teor de umidade (Geurts et al., 1974). Para o
queijo camembert o valor do coeficiente de pseudo
difusdo é de 0,20cm?/dia e para o gouda ou prato,
por extensdo, é de 0,18 a 0,25cm?/dia (Luquet,
1993; Furtado, 1991). Este coeficiente nio é
afetado pelo pH do queijo e pela concentragdo da
salmoura (Geurts et al., 1974).

\_» CASCA DO QUELIO

* efeito tampido

FIGURA 2 Trocas ocorridas no queijo e na
salmoura durante a salga do queijo.
Adaptado de Fonseca (1986)

O coeficiente de pseudo difusio permite
calcular a concentragdo de sal em qualquer ponto
do queijo em qualquer tempo de salga, desde que a
concentragao da salmoura seja conhecida. No
entanto, o modelo proposto por Geurts et al.
(1974) considera a difusdo em apenas uma dire¢do
e, em um queijo comercial, no qual a difusdo do
sal ocorre em todas as dire¢bes, esse modelo
matemdtico nao pode ser aplicado (Guinee & Fox,
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1983). O Método de Elementos Finitos (MEF),
“em modelo tridimensional, é empregado, com o
auxilio de software, para estudos de transferéncia
de massa e calor, e tem como base a lei de Difusao
de Fick. De acordo com Silva et al. (1998), a
aplicagdo do método numérico (MEF), na
simulac¢do da difusdo do cloreto de sédio na salga
de queijos, mostrou boa aproximagdo quando os
resultados foram comparados com os valores
experimentais encontrados por Guinne & Fox
(1983) para o queijo tipo romano.

De acordo com Luquet (1993), paralela-
mente a absor¢do de sal, registra-se uma perda de
dgua constatada por uma lenta dilui¢io da
salmoura, seu enriquecimento em compostos
soliiveis provenientes do queijo (lactose, minerais,
nitrogénio solivel) e também na diminuicdo da
massa dos queijos depois de salgados (2% a 4% da
massa inicial). Furtado (1991) relata que, além
disso, ocorrem na salmoura: diminui¢do da
densidade, estabiliza¢io da salmoura numa faixa
de pH (efeito tamponante) e também o aumento
da acidez tituldvel e da carga microbiana.

Tem-se demonstrado que existe uma relagao
relativamente constante de duas vezes e meia, entre
a perda de 4dgua e a absorg¢ao de sal, que depende do
pH do queijo, da duragio do processo de salga e da
concentracdo da salmoura (Luquet, 1993).

A agdo do sal na salmoura inicia o processo
de formagdo da casca no queijo, devido a maior
desidratagio da periferia. Mesmo apés a retirada do
queijo da salmoura, o sal continua migrando dentro
da massa do queijo para o centro € o gradiente de
umidade diminuindo em dire¢do oposta ao sal.
Durante o processo de maturacdo, os gradientes de
sal e umidade desaparecem vagarosamente € o
equilibrio de sal/umidade no queijo € praticamente
alcangado, dependendo do tamanho do mesmo e das
condigoes de cura (Luquet, 1993; Guinee & Fox,
1987). Segundo Lee et al. (1980), em média, 10
dias sdo necessdrios para a distribuicao uniforme de
sal no queijo limburger, 8 a 10 semanas para o gouda
e o brick e 10 meses para o parmesao.

4 FATORES QUE INFLUENCIAM NA
ABSORCAO DE SAL NO QUEIJO

Diversos fatores influenciam na absorgio
de sal no queijo, tais como: concentragio de NaCl,
teor de cdlcio, temperatura e pH da salmoura;
tempo de salga; tamanho, pH, teor de umidade e
de gordura do queijo (Furtado, 1991 e Guinee &
Fox, 1987).

4.1 Concentracio da salmoura

Um aumento na concentragdo de salmoura
resulta em um aumento na taxa de absor¢io de sal
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e nos niveis de sal na umidade do queijo.
Entretanto, esta relacdo ndo € linear: se a
concentra¢ao da salmoura for duplicada, isto nao
significa que a absor¢ao de sal serd duas vezes
mais rdpida (Guinee & Fox, 1987). Quando a
concentracdo da salmoura é muito alta, o queijo
perde mais dgua e forma uma casca muito dura e
sem flexibilidade. Se a concentragdo é muito
baixa, as proteinas da casca peptizam-se e se
dissolvem, formando uma casca amolecida e
gelatinosa (Furtado, 1991).

4.2 Teor de céilcio na salmoura

Quando o queijo € imerso em salmoura
ocorre o fendmeno de difusdo do sal no queijo,
com intercimbio entre o cloreto de sédio da
solugdo com o cilcio do queijo (coloidal). O queijo
enriquece-se em sédio (paracaseinato de cdlcio e
s6dio) e a salmoura em cdlcio, sob a forma de
cloreto de cdlcio. A perda de sal leva a diminuigao
da densidade da salmoura, embora esta relagiao
ndo seja linear, pois o ganho de cdlcio a compensa
ligeiramente. A salmoura enriquece-se com cdlcio
até um certo limite com o decorrer do tempo.
Experimentos tém demonstrado que, apds
prolongado uso, salmouras de queijos semi-cozidos
apresentaram um teor médio de 0,2% de cilcio. A
medida que se aumenta o teor de cdlcio da
salmoura, o queijo tende a salgar-se mais lenta-
mente e a perder, em termos relativos, mais massa
(Furtado, 1991).

4.3 Tempo de salga

Segundo Furtado (1991) e Guinee & Fox
(1987), a quantidade de sal absorvida ¢€
proporcional ao tempo de salga, mas a taxa de
absorcdo de sal diminui com o tempo devido a
diminui¢do do diferencial da concentracio de
cloreto de sédio no queijo e na salmoura. A maior
parte do sal € absorvida nas primeiras horas na
salmoura e a difusdo do sal cessa quando este
atingir seu ponto de satura¢ao na dgua do queijo
(33% de sal na umidade). Furtado & Souza (1981)
estudaram a evolugdo da salga em salmoura do
queijo prato de 2,0 kg, observando que 58% do
sal foram adquiridos nas primeiras doze horas de
imersao.

4.4 Temperatura da salmoura

A temperatura da salmoura deve estar
entre 10°C a 12°C. A medida que a temperatura
da salmoura € aumentada, a absor¢do de sal torna-
se mais rdpida, mas a perda relativa de dgua €
maior (Breene et al., 1965). O aumento da
temperatura da salmoura modifica o tamanho
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dos poros da matriz protéica do queijo,
facilitando a absorgdo de sal. No entanto, o queijo
tende a encolher mais, perdendo maior
quantidade de dgua, principalmente em sua
periferia. Além da manutengdo da temperatura
(10°C a 12°C) permitir a difusdo lenta do sal,
controla também as fermentagbes no queijo.
Nesta temperatura, a fermentagdo por
coliformes (contaminacdo) diminui, mas permite
a fermentagio pelas bactérias laticas. Salmouras
mantidas a altas temperaturas (20°C, por
exemplo) tendem a alterar-se rapidamente,
provocando a exsudacdo da gordura do queijo
para a periferia, formando uma camada viscosa
e visualmente desagraddvel. Temperaturas
inferiores a 7°C promovem uma salga muito lenta
(Furtado, 1991; Guinee & Fox, 1987).

4.5 pH da salmoura

O pH da salmoura deve ser ajustado em
torno do pH do queijo a ser salgado. Para a maioria
dos queijos, o pH da salmoura deve estar entre 5,0
e 5,4, para o queijo prato, o pH deve situar-se
entre 5,1-5,3 (Furtado, 1991). Quando o pH da
salmoura é muito baixo, ele pode aproximar-se
do ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6), levando
a uma precipitacio de proteinas da casca.
Conseqgiientemente, ocorre um aumento da perda
de dgua pelo queijo e uma diminui¢@o da velocidade
de absor¢do de sal (Guinee & Fox, 1987).

4.6 Tamanho do queijo

A taxa de absor¢do de sal é diretamente
proporcional a razdo drea/volume do queijo. O
formato também influencia na absorcido de sal,
sendo mais intensa quanto maior for a drea
superficial do queijo. Assim, queijos com as
mesmas caracteristicas, mas com formatos
diferentes, absorvem sal em velocidades diferentes.
Queijos de mesmo formato, mas de tamanhos
diferentes, apresentam velocidades de absorcao
também diferentes. Esta é maior naqueles queijos
menores (Furtado, 1991; Guinee & Fox, 1987;
Fonseca, 1986).

4.7 pH do queijo

O abaixamento do pH devido ao aumento
do teor de 4cido ldtico do queijo tende a solubilizar
o cdlcio presente, alterando a sua estrutura.
Acredita-se que queijos mais dcidos salgam mais
rdpido. No entanto, por apresentarem cOrpo
menos maledvel do que queijos de pH mais alto,
resistem a alteragdo de volume e perdem menos
dgua no processo de salga (Furtado, 1991; Guinee
& Fox, 1987).

4.8 Teor de umidade da massa do queijo

A quantidade de absor¢do do sal no queijo
aumenta com o maior teor de umidade na massa.
O efeito ndo se deve somente a umidade, mas
também 2 influéncia desta na estrutura do queijo.
Por exemplo, queijos de corpo duro e textura
compacta salgam mais lentamente (Furtado, 1991;
Guinee & Fox, 1987).

4.9 Teor de gordura do queijo

Queijos com maior teor de gordura no
extrato seco absorvem sal mais devagar. Isto se
deve a modificacdes estruturais provocadas pela
gordura, como resisténcia a altera¢do no volume
do queijo, diminuig¢do da capacidade de difusdo do
sal e interferéncia na porosidade do queijo (Guinee
& Fox, 1987).

5 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS
RELACIONADOS COM A SALMOURA

Vdrios fatores afetam o desenvolvimento
microbiano, dentre eles pode-se citar a atividade
de dgua, sendo essa a principal caracteristica que
faz da salmoura um ambiente desfavordvel ao
desenvolvimento microbiano. Entretanto os
microrganismos possuem diferentes habilidades
em resistir e até mesmo desenvolver em
ambientes haléfilos.

5.1 Atividade de agua

A atividade de dgua pode ser definida como a
razdo entre a pressao de dgua do alimento € a pressao
de vapor de dgua pura a uma determinada
temperatura (Silva Jr., 1991). Em uma solugdo de
cloreto de sédio, os valores da atividade de dgua

- (Aw) mantida a 25°C sdo apresentados na Tabela 1.

A Aw tem uma forte influéncia sobre os
microrganismos, que necessitam de 4gua para sua
sobrevivéncia. As bactérias sio mais sensiveis a
diminui¢cao da atividade de dgua, seguida pelas
leveduras e finalmente os fungos (Luquet, 1993).
De maneira geral, a inibi¢do para o crescimento
se dd nas seguintes faixas de Aw:

° bactérias: 0,85 (exceto halofilicas);

* leveduras: 0,80 (exceto certas espécies

de Saccharomyces); e

* mofos: 0,70.

A Tabela 2 apresenta a Aw limite para o
crescimento de alguns microrganismos importantes
em laticinios. Todos estes microrganismos
influenciam na maturagio de varios tipos de queijos,
sendo, portanto, imprescindivel o controle
adequado de sal no queijo (Luquet, 1993).
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: rI"abela 1  Valores da atividade de dgua (Aw) em

solucdes de cloreto de sédio (% m/
m) mantidas a 25°C

Aw NaCl (% m/m) - 25°C
0,992 0
0,975 5
0,947 10
0,916 15
0,880 20

Fonte: Silva Jr. (2001)

Tabela 2 Aw limite para o crescimento de
alguns microrganismos importantes
em laticinios

Microrganismo Aw minimo
Lactococcus lactis subsp. lactis 0,965
Streptococcus salivarius

subsp. thermophilus 0,984
Lactobacillus helveticus 0,962
Propionibacterium shermanii 0,950
Micrococcus lactis 0,947-0,975
Penicillium camemberti 0,860
Mucor sp. 0,920

Fonte: Luquet (1993)

A Aw do queijo € influenciada basicamente
por trés elementos: o teor de umidade, que a
influencia proporcionalmente; o teor de sal no
queijo, que influencia inversamente € a
profundidade da protedlise, expressa pela relacio
percentual nitrogénio solivel em dcido
tricloroacético a 12% (m/v)/ nitrogénio total
(NS;ca1a/NT). A fragio NS_, . € definida como
os peptideos de média e baixa massa molecular,
soliveis em 4cido tricloroacético a 12% (m/v)
proveniente de extratos aquosos dos queijos
(Silva, 1995). Essa fragdo € constituida em grande
parte por aminoiacidos com grupos polares e
ionizdveis que interagem com a 4gua, abaixando a
Aw (Furtado, 1991).

5.2 Contaminacdo do queijo causada
pela salmoura

O queijo pode ser contaminado em vdrias
etapas da fabricagdo, dentre elas, na salga em
salmoura, que € um ponto critico importante. A
concentragdo normal de NaCl da salmoura nio
reduz a atividade de 4gua para valores que inibem
completamente o desenvolvimento microbiano.
Além disso, seu enriquecimento com vdrios
elementos como, dcido ldtico, nitrogénio e sais
minerais, provenientes do NaCl, da dgua e do
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préprio queijo, proporciona condigdes favordveis
a sobrevivéncia e multiplicagcao de diversos tipos
de microrganismos deteriorantes e de patégenos
(Casalis et al., 1969, La Crampe et al. 1971).

Com relacdo a qualidade das salmouras
utilizadas na indistria de alimentos, o artigo 783
do RIISPOA determina a “proibi¢do do uso de
salmouras turvas, sujas, alcalinas, com cheiro
amoniacal, fermentadas ou inadequadas por
qualquer outra razdo” (Brasil, 1997a). No entanto,
ndo hd mengdo de padrées microbiolégicos que
poderiam ser tolerados.

Os microrganismos aerébios meséfilos sdo, em
sua maioria, patogénicos. O elevado nimero dessas
bactérias nos alimentos indica a existéncia de
bactérias patogénicas no meio (Carvalho, 1999). Na
contagem deste grupo incluem os microrganismos,
que crescem em aerobiose e em temperaturas de
incubagio entre 15°C e 40°C, a uma temperatura média
de 35°C (Silva Jr,, 2001). Por meio da enumeragdo
dos microrganismos mesofilos aerébios pode-se
determinar a qualidade bacteriol6gica do alimento
examinado, funcionando com um indicador da
qualidade do mesmo (Carvalho, 1999).

Cantoni et al. (1967), estudando a flora
microbiana de salmouras, verificaram contagens
de bactérias aerébias meséfilas ou facultativas de
10"UFC/mL, ocorrendo aumento gradativo destes
microrganismos durante a utilizagdo da salmoura
na salga de queijos. Este crescimento também foi
constatado por Mansour & Alais (1973), que
observaram uma elevagio de 10° para 107 UFC/
mL no nimero de microrganismos aerébios
mesé6filos. Garcia et al. (2000a) encontraram
valores de aerébios meséfilos de 10® a 10* UFC/
mL em salmouras para queijo prato com
aproximadamente um ano de uso.

A contagem total de microrganismos aerébios
psicrotréficos também pode ser utilizada como
subsidio para definicdo da qualidade microbiolégica
de alimentos (Reinbold, 1983). Isto se fundamenta
no fato de que um grande nimero de espécies destes
microrganismos pode estar envolvido com a
ocorréncia de toxinfec¢des alimentares humanas ou
com a deterioragdo e perda da qualidade sensorial
dos alimentos (Santos et al., 1999). Eles sido
definidos como aqueles capazes de crescer a
temperatura de refrigeragdo, independentemente de
sua temperatura 6tima de crescimento (Banwart,
1989). Assumpgiao (2001) verificou contagem
média de microrganismos psicrotréficos de 1,3 X
10° UFC/mL em salmouras de queijo prato.

Os bolores e leveduras causam deterioracao
em alimentos, levando a perda da qualidade do
mesmo. Além disso, os bolores produzem
micotoxinas que sdao prejudiciais a saide humana
(Banwart, 1989). Podem se desenvolver em
alimentos com alto teor de NaCl com atividade
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de dgua de até 0,60 (Silva Jr., 2001). Cantoni et
al. (1967) verificaram contagens de bolores e
leveduras de 10* UFC/mL em salmouras,
ocorrendo aumento gradativo desses micror-
ganismos durante a utilizacio da mesma na salga
de queijos. Garcia et al. (2000a) encontraram
variacdo de 1,0 a 7,7 X 10 UFC/mL em salmouras
de queijo prato com um ano de uso.

O Staphylococcus aureus e o coagulase
positiva tém sido utilizados como microrganismos
indicadores de possivel risco a saiide devido a
producdo de enterotoxina estafilocécica pelo
dltimo (Carvalho, 1999). O S. aureus apresenta-
se em forma de cocos gram-positivos. Sdo catalase
positivos e anaérobios facultativos. A faixa de
temperatura para crescimento varia de 7°C a 48°C,
sendo 37°C a temperatura 6tima e, para a produgao
de toxina, varia de 10°C a 48°C, sendo 40°C a
45°C a faixa 6tima (ICMSF, 1998). Segundo
Parfentjef & Catelli (1964), o S. aureus possui a
capacidade de sobreviver em concentracées de 15%
a 20% (m/v) de NaCl e também pode produzir
enterotoxina em meios com elevado teor de NaCl,
entre 19% e 22% (m/v). No entanto, Garcia et al.
(2000a) n3o verificaram a presenga de S. aureus
coagulase positiva em salmouras de queijo prato.

6 DEFEITOS EM QUEILJOS
RELACIONADOS COM A SALGA

Segundo Furtado (1991), muitos sdo os
defeitos em queijos relacionados com a salga em
salmoura. Dentre eles, citam-se:

* as salmouras mantidas a altas tempera-

turas (20°C, por exemplo) tendem a
alterar-se rapidamente e provocam a
exsudagdo de gordura do queijo para a
periferia, formando uma camada viscosa
e de aspecto desagraddvel;

nas salmouras com baixa concentragdo de
sal, as proteinas da casca sdo hidrolisadas
a peptideos e se dissolvem, formando uma
casca amolecida e gelatinosa;

nas salmouras com concentragdo muito
alta de sal, o queijo perde mais 4gua e forma
uma casca muito dura e sem flexibilidade;

queijos salgados em salmoura nova
apresentam amolecimento ou a formagio
de uma ligeira camada escorregadia e
pegajosa na casca do queijo, sendo uma
das causas o baixo teor de cdlcio;

- salmouras contaminadas com bactérias
corineformes e de pH ligeiramente alto, cuja
fermentagdo ldtica do queijo foi insuficiente

ou interrompida pelo abaixamento brusco
da temperatura apresentam queijos com
casca escorregadia e pegajosa;

o sal, com presenc¢a de nitratos e mag-
nésio, utilizado em salmoura, provoca
manchas na casca do queijo;

nas salmouras com acidez tituldvel alta, os
queijos apresentam maior acidez superficial
apés a salga, o que facilita o crescimento
de fungos durante a maturagdo;

salmouras muito dcidas facilitam o cres-
cimento de leveduras, que contaminam a
casca do queijo. Pode ocorrer a formagao
de gis, quando os queijos sio embalados
em pldstico impermedvel (fermentagdo da
lactose residual na casca), além da forma-
¢ao de acetato de etila (odor de frutas);

°em queijos de massa cozida ocorre a
formagio de uma borda branca na casca do
queijo, que se torna seca e fridvel. O defeito
estd relacionado com a fermentagdo
insuficiente durante a elaboracdo e € acen-
tuado por fatores que levam a uma
desidratacdo excessiva da casca do queijo,
como concentragdo de sal excessiva na
salmoura, queijos com teor de umidade
excessivamente baixo e temperatura de
salga muito alta (acima de 14°C);

a concentracdo de sal no queijo influencia
na atividade do coalho durante a maturagao,
sendo que em queijos com baixa
concentragdo de sal, a atividade do coalho
é estimulada, provocando gosto amargo;

o aumento de compostos nitrogenados na
salmoura causa uma rdpida elevagdo da
populagdo microbiana, com conseqiiéncias
indesejdveis para a adequada manuteng¢do
da salmoura. Ocorre o crescimento de
fungos (Aspergillus, Mucor, Penicillium),
leveduras (Saccharomyces e Torula) e
bactérias (coliformes, Micrococcus). Al-
guns queijos podem ser contaminados por
fungos (Penicillium, Mucor, Aspergillus,
Cladosporium, Monillia, Geotrichum) que
causam uma série de problemas: protedlise
da casca em queijos semiduros, apare-
cimentos de manchas de cores variadas,
modificagdo do sabor na regido periférica
e rejeicao do consumidor;

bactérias do grupo micrococcus (Micrococcus
caseolyticus, Micrococcus freudenreichii e
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Micrococcus conglomeratus) encontradas
em salmouras sdo halofilicas e de alto poder
proteolitico, causando gosto amargo em
queijos; e

a bactéria Brevibacterium linens ¢é
constantemente encontrada em sal-
moura, é aerébia, halofilica e com alto
poder proteolitico. Este microrganismo
é encontrado em camembert maturado
ou na casca do queijo gruyere. Neste
confere uma coloragdo rosada a casca e
ocasiona sabor acentuado nas regides
periféricas, tornando-as melosas, devido
a sua acdo caseolitica.

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSUMPCAO, E.G. Identificacio dos pontos
de contaminacio microbiolégica ao longo do
processamento de queijo Prato: estudo de
caso. 2001. 77 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias dos Alimentos)-Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

BANWART, G.J. Basic food microbiology. 2.ed.
New York: Avi, 1989. 773p.

BRASIL. Ministério da Agricultura. Divisao de
Inspecao de produtos de Origem Animal. Decreto
n. 30.691 de 29 de margo de 1952, alterado pelo
Decreto n. 1255 de 25 de junho de 1962, Brasilia,
166p. Regulamento de inspec¢dao industrial e
sanitdria de produtos de origem animal. Didrio
Oficial [da] Repiiblica Federativa do Brasil,
Brasilia, 1997a.

BREENE,W.N.; OLSON, N.F.; PRICE, W.V. Salt
absorption by cheddar cheese curd. Journal of
Dairy Science, Champaign, v. 48, n. 5, p. 621-
624, May 1965.

CANTONI, C. etal. Ricerche sulla microbiologie
e la comosizione chimica delle salamoie di coppe.
Arch. Vet. Ital, v. 18, n. 1-2, p. 61-78, jan./
feb. 1967.

CARVALHO, E. P. Microbiologia de alimentos.
Lavras: UFLA/FAEPE, 1999. 76p. (Curso de
Especializagao P6s-Graduagio “Lato Sensu” Ensino
a Distancia: Processamento e Controle de Qualidade
em Carne, Leite, Ovos e Pescado).

CASALIS, J.; LUQUET, F. M.; ROSSIER, F. Sur le
trataiment des saumures de fromagerie par les
rayons ultaviolets. Le lait, Paris, n. 483-484, p.
134-145, mars/avrill, 1969.

FONSECA, C.F. Processos de salga e sua
interacdo nos queijos. Juiz de Fora: EPAMIG/
ILCT, 1986. 23p. Apostila.

FURTADO, M.M. Defeitos relativos do processo
de salga. In: . A arte e a ciéncia do queijo.

Sao Paulo: Globo, 1991. Cap. 6, p. 149-191.

FURTADO, M.M.; SOUZA, H.M. de. Estudo rapido

-sobre a evolugdao da salga do queijo prato em

salmoura. Revista do ILCT, Juiz de Fora, v. 36,
n. 213, p. 5-10, jan./fev 1981.

GARCIA, C.A. et al. Influéncia da ozonizagdo
sobre as bactérias mesdéfilas, bolores e leveduras e
Staphylococcus coagulase positivo de salmouras
para queijos. Revista do ILCT, Juiz de Fora, v.
54, n. 317, p. 17-24, nov./dez. 2000a.

GARCIA, C. A. et al. Indices de acidez, cloro
residual total e cloreto de s6dio em salmouras
utilizadas em laticinios. Revista do ILCT, Juiz
de Fora, v. 54, n. 317, p. 10-12, nov./dez. 2000b.

GEURTS, T.J.; WALSTRA, P.; MULDER, H.
Transport of salt and water during salting of cheese.
1. Analysis of the processes involved.
Netherlands Milk Dairy Journal, n. 28, p. 102-
129, 1974.

GONZALEZ-MARTINEZ, C. et al. Development
of salt profiles on Manchego type cheese during
brining. Influence of vacuum pressure. Journal
of Food Engineering, London, v. 53, n. 1, p.
67-73, June 2002

GUINEE, TP.; FOX, P.F. Salt in cheese: physical,
chemical and biological aspects. In: FOX, P.F.
Cheese: chemistry, physics and microbiology.
London: Elsevier, 1987. v. 1, p. 251-297.

GUINEE, T.P.; FOX, P.F. Sodium chloride and
moisture changes in romano-type cheese during
salting. Journal of Dairy Research, Cambridge,
v. 50, n. 4, p. 511-518, Nov. 1983.

INTERNATIONAL COMISSION ON
MICROBIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOODS. Microrganismos de los alimentos:
caracteristicas de los patégenos microbianos.
Tradugcdo: Manuel Ramis Vergés. Zaragoza:
Acribia, 1998. 606p.

LA CRAMPE, J.L. et al. Contribution a 1I’étude
de I'evolution chimique et du traitement des

saumures de fromagerie. Le lait, Paris, n. 503-
504, p. 158-175, mars/avrill 1971

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n°® 336 a 338, 59: 41-49, 2004

Pig. 47

de dgua de até 0,60 (Silva Jr., 2001). Cantoni et
al. (1967) verificaram contagens-de bolores e
leveduras de 10* UFC/mL em salmouras,
ocorrendo aumento gradativo desses micror-
ganismos durante a utilizacio da mesma na salga
de queijos. Garcia et al. (2000a) encontraram
varia¢do de 1,0 a 7,7 X 10 UFC/mL em salmouras
de queijo prato com um ano de uso.

O Staphylococcus aureus e o coagulase
positiva t€m sido utilizados como microrganismos
indicadores de possivel risco a saiide devido a
producdo de enterotoxina estafilocécica pelo
iltimo (Carvalho, 1999). O S. aureus apresenta-
se em forma de cocos gram-positivos. Sao catalase
positivos e anaérobios facultativos. A faixa de
temperatura para crescimento varia de 7°C a 48°C,
sendo 37°C a temperatura 6tima e, para a producio
de toxina, varia de 10°C a 48°C, sendo 40°C a
45°C a faixa 6tima (ICMSF, 1998). Segundo
Parfentjef & Catelli (1964), o S. aureus possui a
capacidade de sobreviver em concentragoes de 15%
a 20% (m/v) de NaCl e também pode produzir
enterotoxina em meios com elevado teor de NaCl,
entre 19% e 22% (m/v). No entanto, Garcia et al.
(2000a) nao verificaram a presenga de S. aureus
coagulase positiva em salmouras de queijo prato.

6 DEFEITOS EM QUEILJOS
RELACIONADOS COM A SALGA

Segundo Furtado (1991), muitos sdo os

defeitos em queijos relacionados com a salga em

salmoura. Dentre eles, citam-se:

¢ as salmouras mantidas a altas tempera-
turas (20°C, por exemplo) tendem a
alterar-se rapidamente e provocam a
exsudacdo de gordura do queijo para a
periferia, formando uma camada viscosa
e de aspecto desagradavel;

* nas salmouras com baixa concentragao de
sal, as proteinas da casca sdo hidrolisadas
a peptideos e se dissolvem, formando uma
casca amolecida e gelatinosa;

* nas salmouras com concentragdo muito
alta de sal, o queijo perde mais dgua e forma
uma casca muito dura e sem flexibilidade;

queijos salgados em salmoura nova
apresentam amolecimento ou a formagao
de uma ligeira camada escorregadia e
pegajosa na casca do queijo, sendo uma
das causas o baixo teor de cdlcio;

- salmouras contaminadas com bactérias
corineformes e de pH ligeiramente alto, cuja
fermentacdo litica do queijo foi insuficiente

ou interrompida pelo abaixamento brusco
da temperatura apresentam queijos com
casca escorregadia e pegajosa;

o sal, com presenca de nitratos e mag-
nésio, utilizado em salmoura, provoca
manchas na casca do queijo;

nas salmouras com acidez tituldvel alta, os
queijos apresentam maior acidez superficial
ap6s a salga, o que facilita o crescimento
de fungos durante a maturagao;

salmouras muito 4cidas facilitam o cres-
cimento de leveduras, que contaminam a
casca do queijo. Pode ocorrer a formagdo
de gds, quando os queijos sdo embalados
em pldstico impermedvel (fermentagio da
lactose residual na casca), além da forma-
¢do de acetato de etila (odor de frutas);

em queijos de massa cozida ocorre a
formagdo de uma borda branca na casca do
queijo, que se torna seca e fridvel. O defeito
estd relacionado com a fermentagio
insuficiente durante a elaboracdo e € acen-
tuado por fatores que levam a uma
desidratagdo excessiva da casca do queijo,
como concentragdo de sal excessiva na
salmoura, queijos com teor de umidade
excessivamente baixo e temperatura de
salga muito alta (acima de 14°C);

a concentragao de sal no queijo influencia
na atividade do coalho durante a maturagao,
sendo que em queijos com baixa
concentracdo de sal, a atividade do coalho
¢é estimulada, provocando gosto amargo;

o aumento de compostos nitrogenados na
salmoura causa uma rédpida elevaciao da
populacao microbiana, com conseqiiéncias
indesejdveis para a adequada manuteng¢do
da salmoura. Ocorre o crescimento de
fungos (Aspergillus, Mucor, Penicillium),
leveduras (Saccharomyces e Torula) e
bactérias (coliformes, Micrococcus). Al-
guns queijos podem ser contaminados por
fungos (Penicillium, Mucor, Aspergillus,
Cladosporium, Monillia, Geotrichum) que
causam uma série de problemas: protedlise
da casca em queijos semiduros, apare-
cimentos de manchas de cores variadas,
modificagdo do sabor na regido periférica
e rejeicdo do consumidor;

bactérias do grupo micrococcus (Micrococcus
caseolyticus, Micrococcus freudenreichii e
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Micrococcus conglomeratus) encontradas
em salmouras sio halofilicas e de alto poder
proteolitico, causando gosto amargo em
queijos; e

a bactéria Brevibacterium linens €
constantemente encontrada em sal-
moura, € aerdbia, halofilica e com alto
poder proteolitico. Este microrganismo
é encontrado em camembert maturado
ou na casca do queijo gruyere. Neste
confere uma colora¢ao rosada a casca e
ocasiona sabor acentuado nas regides
periféricas, tornando-as melosas, devido
a sua agdo caseolitica.
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RESUMO

Bactérias psicrotréficas comprometem a qualidade e o rendimento do leite na fabricacao de queijos,
principalmente quando em ndimeros iguais ou maiores que 10° UFC/mL"'. Foram analisados os efeitos do
borbulhamento do gis ozdnio por 5, 10 e 15 minutos, correspondendo a 1,19x103g, 2,39x103g e 3,58x10%g
de ozdnio, respectivamente, na redu¢@o de Pseudomonas fluorescens inoculada em leite bovino cru (10°- 10°
UFC/mL"'). Apés os tratamentos as amostras foram mantidas sob refrigeragdo por 48 e 72 horas e realizadas
andlises microbiol6gicas. Também foramrealizados testes de pH, acidez Dornic e alizarol no leite antes e apés
a ozonizagdo. Foramrealizadas 8 repeti¢des, totalizando 56 parcelas. Os resultados obtidos demonstraram que
nao houve alteragdes significativas (p>0,05) nos valores do pH, acidez Dornic e alizarol apds a ozonizag¢do por
5, 10 e 15 minutos. Foi verificada redugdo nao significativa (p>0,05) nos nimero de Pseudomonas fluoresecens
nas amostras ozonizadas, quando comparado ao grupo controle. A contagem média do grupo controle foi de
4,5x10® UFC/mL"' e nas refrigeradas por 48 horas, 1,6x10* UFC/mL", 8,5x10” UFC/mL" e 4,6x10” UFC/mL"
para as amostras ozonizadas por 5, 10 e 15 minutos, respectivamente. Apés refrigeragdo por 72 horas, as
contagens foram 2,0x10® UFC/mL", 3,5x10*UFC/mL"e 1,3x10UFC/mL", para as amostras ozonizadas por 5,
10 e 15 minutos. Virios fatores podem ter contribuido para aredugao nao significativa da bactéria inoculada,
dentre eles, o meio rico em matéria organica, a resisténcia a agentes antimicrobianos do género Pseudomonas

e a quantidade de ozdnio aplicada.

Palavras-chave: Pseudomonas fluorescens, leite cru, ozdnio.

1. INTRODUCAO

A partir do ano de 2002 todo o leite
recebido pelas inddstrias de laticinios na regido
sudeste deve ser granelizado. Esta € a primeira
medida de uma série de a¢des empreendidas pelo
Ministério da Agricultura visando melhorar a
qualidade microbiolégica do leite e, conse-
quentemente, resguardar a satide do consumidor e a
competitividade do leite e seus derivados no
mercado internacional (DIAS, 2001).

O resfriamento do leite imediatamente apds
a ordenha € o fator individual mais importante na
manutengcdo da qualidade microbiolégica do leite.
Apesar do resfriamento imediato do leite e sua
manutenc¢io em baixa temperatura refletir num
menor nimero total de bactérias, hd nessa condigao,
uma selecdo na microbiota predominante, que
passa a ser de espécies psicrotréficas. No leite, o
género Pseudomonas representa até 50% de todos
os psicrotréficos isolados (CHAMPAGNE et al,

1994), e possui grande importincia pois essa espécie
apresenta resisténcia a antibidticos e desinfetantes
devido as caracteristicas de sua membrana celular
(TORTORA, 2002).

O leite recém-ordenhado possui uma
contagem inicial de psicrotréficos insignificante,
de no méaximo 10% da carga total (FARBAIN e
LAW, 1986), que aumenta de acordo com as
condi¢des de higiene, armazenamento e trans-
porte (MOURA et al., 1999). Os problemas que
as enzimas psicrotréficas causam ao leite
dependem de sua concentragdo e, portanto, do
nimero inicial e multiplicagdo das bactérias
presentes. Segundo CHAMPAGNE et al. (1994) a
espécie Pseudomonas fluorescens é a que ocorre
com maior freqii€ncia e abundincia no leite e,
quando seu nimero ultrapassa 10UFC/mL"!,
nimero facilmente alcangcado quando as condigdes
de produgdo do leite sdo inadequadas, causam
grandes prejuizos econémicos e na qualidade do
leite e derivados.

1 ! Prof. Dr. Faculdade de Medicina Veterindria ~ Universidade Federal de Uberlandia

2 Meédica Veterindria
3 Bi6logas

&L EPAMIG

Empresa de Pesquisa Agropecuério de Minos Geraia

Secrefaria de Estado de Agricultura, Pecudria o Abastecimento

de Laticinios Candido Tostes

' Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n°® 336 a 338, 59: 50-54, 2004

Pig. 51

As psicrotréficas sdao eliminadas durante o
processo de pasteurizagdo, porém, produzem
enzimas extracelulares termorresistentes. As
enzimas produzidas sio lipases, que atuam sobre a
gordura causando uma lipdlise excessiva e
descontrolada e proteases, que hidrolisam as
proteinas e podem alterar o sabor e o rendimento
industrial do leite (CELESTINO et al., 1996).
Entre os problemas tecnolégicos resultantes do
alto nimero de bactérias psicrotréficas e suas
enzimas em leite e derivados destacam-se a
diminui¢do do rendimento (STOFER et al., 1983;
MOURA et al., 1999), sabor amargo em queijos,
rancificagio (FURTADO, 1991) e geleificacao de
leite longa vida (FARBAIN e LAW, 1986).

Para eliminagao das bactérias psicrotréficas
e de suas enzimas tem sido recomendado como
procedimento ideal uma termalizagdo do leite nas
indistrias, antes de haver o processamento do
leite (HICKS et al., 1977; ANDERSON et al.,
1979; GRIFFTHS, 1981). Porém, esse tratamento
térmico € oneroso e dificulta o fluxograma de
fabricacao normal nos laticinios, sendo ge-
ralmente, nao utilizado.

Atualmente o ozénio tem sido utilizado
com sucesso na reducdo da microbiota do leite,
dgua e equipamentos. GARCIA et al. (1999)
avaliaram a influéncia do oz6nio sobre a
microbiota do leite bovino in natura e verificaram
que o ozdnio apresentou agdo bactericida, sem
alteragao do pH do leite. O mesmo autor testou a
eficiéncia do oz6nio na redugdo de bactérias
meso6filas em efluentes de matadouros -
frigorificos e obteve uma redugdo significativa do
nimero de bactérias (GARCIA et al., 2001). A
utilizagdo do ozdnio € barata e nao deixa residuos,
pois o tnico subproduto da reacido oxidativa € o
oxigé€nio puro, que possui vida iitil relativamente
curta (20 minutos) prevenindo qualquer excesso
de concentragio.

Considerando os problemas tecnolégicos que
a multiplicacdo de bactérias psicrotréficas
presentes no leite resfriado acarretam para a
indidstria laticinista e a importdncia de seu
controle, esse trabalho possui como objetivo
avaliar a ozonizagdo como tratamento para
reduzir o nimero de Pseudomonas fluorescens
artificialmente inoculada em leite estocado sob
refrigeragdo por 48 e 72 horas.

2. MATERIAL E METODOS

O leite utilizado no experimento foi obtido
de vacas leiteiras sauddveis da Fazenda
Experimental do Gléria da Universidade Federal
de Uberldandia, coletado através de ordenha
manual. No momento da coleta, os tetos foram
limpos, por meio de lavagem manual seguida de

secagem com papel toalha descartdvel e lavagem
da mio do ordenhador. Apés serem desprezados
os primeiros jatos, o leite foi coletado em frasco
estéril e imediatamente transportado ao
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada,
em caixa isotérmica contendo gelo.

No laboratério, 800mL do leite recém
ordenhado e resfriado a 10°C foi artificialmente
contaminado com 10°UFC/mL™ a 10®UFC/mL"!
de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525. Apés
homogeneizacdo, a amostra foi subdivida em
frascos estéreis de 200 mL, que foram submetidos
a 6 tratamentos e grupo controle, como descrito
a seguir:

1. ozonizagdo, através de borbulhamento
direto do gds, por 5 minutos, refri-
geracdo a 5°C por 48 horas;

2. ozonizagdo, através de borbulhamento
direto do gds, por 5 minutos, refri-
geracdo a 5°C por 72 horas;

3. ozonizagdo, através de borbulhamento
direto do gds, por 10 minutos; refri-
geracdo a 5°C por 48 horas;

4. ozonizagio, através de borbulhamento
direto do gds, por 10 minutos; refri-
geracdo a 5°C por 72 horas;

5. ozomizagdo, através de borbulhamento
direto do gds, por 15 minutos, refri-
geracdo a 5°C por 48 horas;

6. ozonizagdo, através de borbulhamento
direto do gds, por 15 minutos, refri-
geragdo a 5°C por 72 horas;

7. grupo controle, imediatamente anali-
sado apés inoculagao.

Para padronizar o inéculo em 10°UFC/mL"
a 108UFC/mL" de Pseudomas fluorescens no leite,
foi utilizada uma equagdo de regressao obtida da
relagdo entre o log da contagem de bactérias em
UFC/ mL" e a leitura da densidade 6ptica em
espectrofotémetro a 620 nanémetros (DO ,, ),
conforme metodologia proposta por GOBETTI,
ROSSI (1992). Desta forma, Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525 foi inoculada (1% v/v)
em 100 mL de caldo infusdo de cérebro e coragao
(BHI) e incubada a 30°C. Em intervalos de tempo,
foram retiradas assepticamente, aliquotas do caldo
incubado, onde foram realizadas a contagem em
placas, utilizando o meio Plate Count Agar (PCA)
e semeadura em superficie (MOURA et al., 1999).
Em paralelo fez-se a leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro. O log das contagens de UFC

. em cada intervalo de tempo e as leituras da

densidade 6ptica foram utilizados para calcular com
auxilio do programa MicroCal ORIGEM 3.0, a
equacdo e o grifico de regressao.

Nas amostras, antes e apds a ozonizagio,
foram realizadas andlises de estabilidade ao alizarol
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72°GL, acidez Dornic e pH (BRASIL, 1981). A
contagem de P. fluorescens foi realizada em todas
as amostras controle e apds tratamentos.

A contagem de P. fluorescens foi realizada
em dgar padrdo para contagem (PCA), utilizando
a técnica de semeadura em superficie e as placas
incubadas a 30°C por 48 horas. Apds contagem,
os resultados foram multiplicados pela reciproca
da dilui¢do utilizada e expressos como UFC/mL
de P. fluorescens.

Para os tratamentos das amostras foi
utilizado um ozonizador do tipo Corona, acoplado
a um cilindro de oxigénio comprimido. A velocidade
de fluxo da mistura oz6nio/oxigénio foi de 1L/
minuto. Para a determinagdo da quantidade de
ozdnio aplicado em cada amostra foram adotados
os dados experimentais obtidos na calibragio do
ozonizador do tipo Corona, realizada pelo
Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia. Utilizando a relacao de massa de
ozdnio produzida em fungido do tempo de borbulho
do gds estabeleceu-se uma equagio de trabalho: m
(O,) / gramas = 3,98 x 10 ¢ .t ey, DESLA
forma, foi determinado que a quantidade de oz6nio
borbulhada na amostra nos diferentes tempos de
ozonizagdo de 5, 10 e 15 minutos foi de 1,19 x 10
-3g; 2,39 x 10 “3g e 3,58 x 10 —3g, respectivamente.

O delineamento utilizado foi o de blocos
casualizados (DBC). Foram realizadas 8 repeti¢des
totalizando 64 parcelas. Apds tabulacdo dos
resultados, foi realizada uma andlise de variidncia
e para comparar- diferengas entre os tratamentos
utilizados e o grupo controle foi utilizado o teste
F de Sneedcor (SAMPAIO, 1998).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas andlises fisico-
quimicas ndo indicaram altera¢des estatisticas
significativas (p>0,05) entre os valores deter-
minados nas amostras antes e apds inoculagdo e
ozonizag¢do. As amostras apresentaram resultados
médios de acidez Dornic e pH de 18°D e 6,33,
respectivamente, antes dos tratamentos e de
18,1°D e 6,75, apés a ozonizagdo. A prova de
alizarol, usada para testar a estabilidade do leite,
apresentou reagdo normal em todas as amostras
analisadas. Tais resultados sdo compativeis aos
determinados por GARCIA et al (1999b), que
também verificaram que apds ozonizagdo de 49
amostras de leite bovino in natura por 5 e 10
minutos, os valores do pH e acidez ndo foram
alterados significativamente.

As contagens de Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525 apés os diferentes tratamentos nao
demonstraram redugdo estatistica significativa
(p>0,05) quando comparadas ao grupo controle
(Tabela 1).

Os resultados obtidos sio divergentes dos
determinados por GARCIA et al. (1999a), que
analisando 49 amostras de leite bovino in natura,
verificaram uma redugéo significativa no nimero
de bactérias mesdfilas presentes (p<0,05). Contudo,
o trabalho desses autores avaliou o efeito do gis
ozdnio sobre a microbiota natural do leite, e nao
uma espécie especifica. Provavelmente, as
particularidades da espécie inoculada (Pseudomonas
fluorescens), como a resisténcia a agentes desin-

Tabela 1. Contagens de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 (UFC/mL) artificialmente inoculadas
em leite bovino, antes e apds borbulhamento do gds oz6nio por 5, 10 e 15 minutos e

mantidas a 5°C por 48 e 72 horas.

Refrigeracao (horas)

48 horas 72 horas
Amostra Controle! Ozonizacio (minutos) Ozonizacio (minutos)
5 % 10 ** 15 *** 5 10 15
1 1,0x107 1,9x107 7,8x10¢ 1,6x107 2,1x107 2,0x10° 1,0x10¢
2 7,7x10°¢ 3,5x107 2,1x107 7,3x10¢8 2,3x107 3,3x107 1,6x10°¢
3 4,1x10¢ - 3,9x108 5,7x108 5,6x10° 8,7x10° 2,0x10¢
4 5,0x107 6,1x10° 4,0x10% 1,0x10°¢ 7,0x108 3,2x10¢ 9,7x10°
5 8,3x107 1,2x10%  4,2x10°¢ 6,0x10° - - -
6 2,1x107 3,8x108 1,8x107 1,3x10¢ 9,3x10¢ 6,2x107 1,9x10¢
7 8,7x107 2,8x107 4,5x10¢ - 7,8x107. - 7,6x107
8 1,0x108 1,6x10¢ - 2,0x10° 1,5x108 1,1x108 9,0x10¢
Médias? 4,5x10°% 1,2x108 8,5x107 4,6x107 2,0x108 3,5x108 1,3x108

!amostra inoculada com 10 a 10°UFC/mL" Pseudomonas fluorescens e imediatamente analisada.

2 (p>0,05)

* 1,19x103g de ozdmnio; * * 2,39x103g de ozdnio; *** 3,58x103g de ozdnio.
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fetantes (TORTORA, 2002) pode ter influenciado

na menor eficiéncia da a¢do bactericida do oz6nio-

observada neste trabalho.

O oz6nio possui acdo imediata e rapi-
damente € dissolvido em oxigé€nio (20 minutos) o
que determina baixo poder residual (GARCIA et
al., 1999d), além de possuir maior eficicia em
meio com pouca matéria organica (CLARK;
TAKACS, 1980). De acordo com os resultados
obtidos por GARCIA et al. (2000), a redugdo de
mesofilas, fungos, leveduras e Staphylococcus
coagulase positiva em salmouras para queijo apés
ozoniza¢ao por 15 minutos ndo atingiu valores
significativos (p>0,05), o que concorda com os
valores apresentados no trabalho desenvolvido.

Deste modo, dentre os fatores que podem
ter sido responsdveis pela redu¢do ndo significativa
do ozoénio sobre o nimero de UFC/mL"! das

~Pseudomas fluorescens inoculadas, destacam-se

principalmente o veiculo utilizado (leite), rico em
matéria orginica que interfere na reagdo do agente
(CLARK; TAKACS, 1980), a quantidade de ozdnio
borbulhada nas amostras e as propriedades da
bactéria estudada. A Pseudomonas fluorescens é
aerdbia estrita e sintetiza enzimas como a supe-
réxido dismutase e catalase que convertem e
neutralizam o oxigénio téxico, que provavelmente
confere resisténcia a agdo do ozdnio, além de
possuir caracteristicas na sua membrana celular que
determina resisténcia a agentes desinfetantes e
capacita o crescimento em quantidades minimas
de carbono disponivel (TORTORA, 2002).

4. CONCLUSOES

- ndo houve alteragdo significativa nos
resultados das provas de acidez (Dornic),
pH e alizarol realizadas no leite antes e
apds ozomnizag¢io por 5, 10 e 15 minutos
(p>0,05);

- apds a ozonizagdo por 5, 10 e 15 minutos
e armazenamento a 5°C por 48 e 72
horas, houve diminui¢cdo nas contagens
médias de Pseudomonas fluorescens
ATCC 13525 inoculadas no leite, porém
a redugdo nao foi significativa (p>0,05).
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COMPOSICAO PROTEICA DO LEITE DE VACAS DA RACA
HOLANDESA ALIMENTADAS COM RACAO DEFICIENTE EM
PROTEINA E SUPLEMENTADAS COM METIONINA

Milk protein composition of holstein dairy cows fed with deficient ration in protein and
supplemented with methionine
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Jane Maria Bertocco Ezequiel®
Expedita Maria de Oliveira Pereira’
Luciola de Sa*
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RESUMO

Oito vacas da raca Holandesa foram utilizadas para verificar o efeito da suplementagdo
com 8,4 g/dia de metionina protegida da degradac¢do ruminal (MPDR) ou ndo protegida da
degradacdo ruminal (MNPDR) ou mistura de metioninas (50%MPDR + 50% MNPDR)
comparativamente a vacas controle sobre as fracdes nitrogenadas e proteina do leite durante

" 0 pico, pés pico e meio da lactagdo. As vacas encontravam-se em fase inicial de lactagio e
foram divididas em dois grupos, de acordo com a produg¢do de leite ao parto (PL). O. grupo 1
foi constituido por vacas com PL > 25,0 kg/dia e o grupo 2, por-vacas com PL < 25,0 kg/dia,
ambos os grupos foram alimentados por ragdo composta por silagem de milho e concentrado
e formulada para propercionar deficiéncia de 23% de proteina nao degradavel no rdmen
(PNDR) e 13,4% de proteina bruta na matéria seca. A suplementacio com fontes de metionina
nio afetou a proteina do leite, o nitrogénio total, nitrogénio verdadeiro, nitrogénio caseico,
nitrogénio nao protéico, nitrogénio do soro e o nitrogénio uréico do leite durante o pico, pds-
pico e meio da lactagdo. O nivel de produgdo das vacas também ndo foi influenciado pela
suplementacdo com fontes de metionina Hd necessidade de se reverem as exigéncias protéicas
de vacas leiteiras com elevada produgdo de leite em condic¢Ges tropicais.

Palavras-chave: caseina, nitrogénio nao protéico, nitrogénio total, nitrogénio do soro

INTRODUCAO

Vacas leiteiras sao exigentes em proteina; no
entanto, no Brasil, poucos experimentos tém sido
realizados a fim de se determinarem as exigéncias
de vacas em lactagdo, utilizando-se, na maioria das
vezes, dados de tabelas americanas, que levam a
obtencdo de exigéncias sub ou superestimadas,
comprometendo o processo de produgio.

O conceito de que a vaca leiteira com elevada
producdo de leite deva receber quantidades
balanceadas de proteina degraddvel (PDR) e ndo

degraddvel no rimen (PNDR), € utilizado para a
formulagdo de suas dietas, visto que o NRC (1989)
e NRC (2001) permitem estimar os requerimentos
em proteina degraddvel no rimen (PDR) e
proteina nido degraddvel no rimen (PNDR) para
vacas leiteiras.

O farelo de soja € um alimento con-
vencional muito utilizado na formulacéo de racées
para vacas leiteiras (SANTOS et al., 1998) e, do
ponto de vista nutricional, apresenta algumas
implicagbes, como por exemplo, aumento de 15%
no fluxo de nitrogénio microbiano para o intestino
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quando comparado a ingredientes com elevados
niveis de PNDR e elevada degradabilidade ruminal,
o que resulta em baixas quantidades de PNDR.
Além disso, o farelo de soja é considerado um
alimento pobre em metionina, apresentando
apenas 1,45 % de metionina na proteina bruta
(NRC, 2001).

SCHINGOETHE (1996); CLARK et al.
(1992) e SCHWAB (1994) verificaram que dietas
compostas por ingredientes com elevados teores
de PNDR no rimen diminuiram a sintese de
proteina microbiana. Mais tarde, KUNG e RODE
(1996) comentaram que, aumentando a quantidade
de PNDR no rimen, ndo ocorreu melhora na
qualidade dos aminodcidos que chegam ao in-
testino para absorg¢do, provavelmente porque
ocorreu diminui¢do na fermentabilidade da dieta;
causando, portanto, diminui¢do na produgdo de
proteina microbiana. Assim, acreditou-se que o
ideal seria suplementar com fontes de aminoacidos
sobrepassantes ao rimen, independente da dieta
que o animal iria receber.

Segundo SANTOS et al. (1998), a formacao
de proteina microbiana é de suma importincia
para vacas em lactagdo, porém o fornecimento
de PNDR, que permite aumento na disponibilidade
de aminodcidos no intestino para a absorc¢io,
também deve ser relevado.

Para SCHWAB et al. (1992 a e b), as
principais fontes de aminodcidos para absor¢ao
sdo: proteina microbiana (geralmente € a
responsdvel pelo fornecimento da maior parte
dos aminodcidos) e PNDR. Considerando que o
perfil de aminodcidos essenciais da proteina
microbiana é semelhante ao do leite e ao dos
tecidos, este autores comentaram que a variagdo
que ocorre no perfil de aminodcidos para
absor¢do € fungdo da PNDR e a suplementacido
com aminodcidos protegidos da degradacio
ruminal serve como um recurso positivo para
aumentar os niveis de aminodcidos no intestino
para absor¢ao.

O objetivo deste estudo foi verificar o efeito
da suplementagdo com metionina protegida e nao
protegida da degrada¢do ruminal sobre a com-

___posi¢do protéica do leite de vacas da raga

Holandesa, alimentadas com deficiéncia de proteina
nio degraddvel no rimen durante o pico, pés-pico
e meio da lactagio.

"MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de
Bovinocultura Leiteira da FCAV - UNESP;
Campus de Jaboticabal, e teve a duragdo de 120

_dias de lactagio.

Foram utilizadas oito vacas multiparas da

kraga Holandesa, de 2 a 5°. ordem de lactagdo,

puras por cruza de origem desconhecida, malhadas
de preto e malhadas de vermelho, com peso vivo
médio de 613 kg no inicio do experimento.

A produgdo inicial de leite das vacas apés o

parto foram: 26,4; 27,0; 26,9; 25,1; 22,6; 18,5; 22,0
e 22,6 kg/dia. De acordo com esta produgao, as vacas
foram divididas em dois grupos. O grupo 1 foi
constituido por vacas de maior produgdo, cuja
producgdo média de leite foi > 25,0 kg/dia e o grupo 2,
por vacas de menor produ¢do, com producdo média
de leite < 25,0 kg/dia. A diferenga na data de pari¢do
entre a primeira e a (dltima vaca foi de 23 dias.

Apés o parto, as vacas foram transferidas

ao confinamento, onde receberam a alimenta¢ao
durante todo o periodo experimental. As fontes
de metionina utilizadas foram: metionina
protegida da degradac¢do ruminal (MPDR),
produto comercial SMARTAMINE™ M composto
por 70% de metionina e metionina ndo protegida
da degradag¢do ruminal (MNPDR), fabricados
pela Aventis (Animal Nutrition) na Franga.

Segundo as recomendagées do NRC (1989),

foi formulada uma ragdo experimental, cujo
objetivo foi proporcionar deficiéncia de 23% de
proteina nao degraddvel no rimen (PNDR) para
vacas pesando aproximadamente 600 kg, com
producio de leite de 26 kg/vaca/dia, e matéria
graxa de 3,5 %. A relagdo volumoso:concentrado
da ragdo foi de 54:46% e o teor de proteina bruta
na ragdo foi de 13,4% na matéria seca.

O volumoso utilizado na racdo foi silagem

de milho, produzida com milho AGN 3012. O
concentrado foi formulado utilizando-se quirela de
milho, soja integral tostada e moida, farelo de soja,
farelo de trigo, mistura vitaminico-mineral e
tamponante. Na Tabela 1, encontra-se o consumo
estimado de matéria seca e de nutrientes da ragio.

As vacas foram alimentadas em trés

refeicdes didrias: as 8 h, as 14 he as 17 he
suplementadas ou ndo com as diferentes fontes e
proporg¢des de metionina, de modo a constituir
quatro diferentes tratamentos:

1- Tratamento Controle - auséncia de fontes
de metionina, as vacas receberam 8,4 g/
dia de rac¢do concentrada (placebo);

2- Tratamento Metionina Protegida da
Degradagao Ruminal (MPDR) - as vacas
receberam 8,4 g/dia de metionina
protegida da degradac¢do ruminal;

3- Tratamento Metionina Nio Protegida
(MNPDR) - as vacas receberam 8,4 g/
dia de metionina ndo protegida da
degradagdo ruminal (metionina solivel);

4- Tratamento Mistura (MPDR + MNPDR)
— as vacas receberam 6,0 g/dia de MPDR
(produto comercial SMARTAMINE ™
M) + 4,2 g/dia de MNPDR (metionina
solivel), respectivamente.
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Tabela 1 — Consumo estimado de matéria seca e de nutrientes dos ingredientes da ragao.
Table 1 — Estimated voluntary intake of dry matter and nutrients of the ingredients of the ration.

Ingredientes MS PB PDR PNDR FDN FDA NDT MET LIS

Ingredients DM CP DIP Uip NDF ADF TND MET LYS
kg/dia kg de PB/dia
kg /day kg of CP/day

Quirela de milho 4,78 0,45 0,27 0,18 1,36 0,16 4,02 0,002 0,003

Corn ground )

Soja Int. Tostada 1,45 0,56 0,38 0,17 0,69 0,29 1,22 0,009 0,038

Toast soya bean

Farelo de Soja 0,97 0,47 0,30 0,16 0,19 0,13 0,70 0,015 0,064

Soya bean meal

Farelo de Trigo 2,05 0,38 0,31 0,08 0,84 0,22 1,27 0,011 0,028

Wheat meal

Mistura vit.-min 0,33 - - - - - - - -

Mixture

Tamponante 0,11 - - - - - - - -

Buffer

Silagem de Milho 11,57 1,00 0,69 0,31 6,46 3,00 7,98 0,011 0,019

Corn silage

Total 2 21,252,85 1,95 0,90 9,54 3,80 15,19 0,048 0,152

Total

MS matéria seca; '8 proteina bruta; PPR proteina degraddvel no rimen; "PR proteina n3o degraddvel no
riimen; PN fibra em detergente neutro, FPA fibra em detergente dcido; NPT nutrientes digestiveis
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Tabela 2 — Esquema e planejamento das etapas experimentais.
Table 2 — Scheme and plannig of the experiments stages.

PERIODOS DA LACTACAO PICO
Periods of lactation Peak

INICIO DO EXPERIMENTO
Beginning of the experiment

MEIO
Middle

POS-PICO
Post-peak

Dias apés o parto da primeira vaca
Days after first cow nursing
DIFERENCA ENTRE PARTOS (dias)
Difference among nursing (days) 23

TRATAMENTOS (g/dia)
Treatments (days)

26 a 65 66 a 105 106 a 145

Controle (auséncia de fontes de metionina) -
Control (absence of metionina sources)

MPDR
RPM 8,4 8,4 8,4

Mistura de Metioninas (MPDR + MNPDR)
Mixture of methionines (RPM+RNPM)
MNPDR

RNPM 3,4 8,4 8,4

SUBPERIODOS EXPERIMENTAIS (dias)
Experimental subperiods (days)

42+42 42 +42 42 442

totais; MET metionina ' lisina

DM dry matter; °° crude protein; P'* degradable intake protein; UF undegradable intake protein; NPF
neutral detergent fiber, PF acid detergent fiber; ™P total nutrients digestible; MET methionine

lysine

As fontes de metionina foram fornecidas
aos animais, individualmente, apés a ordenha da
manha (aproximadamente as 9 horas), diretamente
na boca e separadamente dos alimentos,
certificando que cada vaca houvesse ingerido a
quantidade de metionina preestabelecida. As vacas
controle receberam um “placebo”, diretamente na
boca, simulando o mesmo estresse das vacas
suplementadas com fontes de metionina, para evitar
variagées nos resultados. Os animais foram
ordenhados duas vezes ao dia as 6 e as 14 horas e a
producao de leite registrada. Antes de se iniciar
cada ordenha, era efetuada a limpeza pré ordenha
nos tetos e o teste da caneca de fundo preto. Ao
final de cada ordenha, era realizada a limpeza pés
ordenha. O esquema e o planejamento das etapas
experimentais encontram-se na Tabela 2.

O experimento iniciou-se no 26°. dia, apds

a primeira vaca parir, pois, devido a antecipagdo

" de 13 dias em uma pari¢do e teve duragdo de 120
dias, dividido em trés periodos da lactagio de 40
dias de duragdo denominados: pico, pés-pico e
meio da lactagdo. Cada periodo da lactagdo foi
subdividido em 4 subperiodos de 10 dias,

correspondendo a 9 dias de adaptagdo e 1 dia de
colheita de dados e amostragem de leite, de
alimento e de sobras. Terminado cada subperiodo
de 10 dias, as vacas foram adaptadas ao tratamento
seguinte, e assim, consecutivamente, (Schwab et
al., 1992 a e b, Sancanari et al., 2001).

Para o grupo de menor produgdo (grupo 2),
os dados referentes a fase meio da lactagdo foram
desprezados, por terem sido considerados
influenciados pelos resultados de dois animais que
apresentaram problemas no casco devido ao
excesso de. umidade e o prolongado periodo de
permanéncia no confinamento.

O primeiro periodo de adaptagdo iniciou-se,
aproximadamente, aos 26°. e 13°. dia de lactacio,
respectivamente da primeira e da iltima vaca a
parir, pois, nesta fase, as vacas ja haviam encerrado
a fase de colostro e os restos placentdrios haviam
sido eliminados.

Durante todo o experimento realizou-se o

controle leiteiro individual didrio para cada vaca,
com anotagdo das producdes de leite de cada
ordenha. A amostragem do leite foi realizada da
seguinte maneira: apés a retirada das teteiras do

teto, as mesmas foram viradas para cima e o vicu

Adaptacio

Adaptation

Colheita

Crop

PERIODO EXPERIMENTAL (dias)
Experimental periods (days)

Total

Total

Periodo de lactacido
Period of lactation

120
10 10 10

40 40 40#

k'Somente para as vacas do grupo 1. *Only for the group 1 of cows.

‘nova.mente ligado, o que provocou homo-
eneizagéo do leite presente no balio e evitou
variacao na composi¢ao do leite amostrado. Em

_seguida, através de uma mangueira lateral no balo,

; eite foi recolhido em recipiente de vidro
raduado, hermeticamente fechado e amostrado
acordo. com a produgio (10% da produgido por
lenha). O leite da ordenha da manhi foi
nazenado em geladeira e, posteriormente,
turado ao leite da ordenha da tarde. A amostra
osta de leite foi encaminhada aos laboratdrios
serem efetuadas as andlises.

) teor: de nitrogénio do leite (N) foi
¢rminado, segundo AOAC (1990), para
Tlor estimativa da proteina bruta (PB),
ando-se o fator de 6,38 para conversio. Os
s de nitrogénio nio protéico (NNP) e

nitrogénio nio caseico (NNC) foram determinados
através das metodologias propostas pela IDF
(1964). O teor de nitrogénio caseico (NC) foi
estimado pela diferenca entre o NT e o NNC e o
teor de nitrogénio verdadeiro (NV) pela diferenca
entre o NT e NNP. O teor de nitrogénio do soro
(NS) correspondeu a diferenga entre 0 NV e NC
(PIEPENBRINK et al., 1996; PISULEWSKI et
al., 1996).

O nitrogénio uréico do leite (NUL) foi
determinado no equipamento CHEMSPEC 150

(BENTLEY INSTRUMENTS).

Os teores de lisina e de metionina na digesta
duodenal como porcentagem dos aminodcidos
essenciais (%AEE) foram calculados segundo
equacdes desenvolvidas por SOCHA & SCHWAB
(1994). As equagdes foram:
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Equagdo para lisina:

Y =14,43-0,04X, -029X,+0,54 X, +C

Onde:

Y = Lisina na digesta duodenal, % AAE

X, = PNDR dietético, % da PB dietética

X,=PB dietética, % da matéria seca

X, = Lisina na PNDR dietética, % do total
AAE do PNDR

C = constante para estigio da lactagdao (-0,13)

Equacido para metionina:

Y =536-0,08X, +394X,+C

Onde:

Y = Metionina na digesta duodenal, % AAE

X, = PNDR dietético, % da PB dietética

X, = metionina na PNDR dietética, % PB
dietética

C = constante para estdgio da lactagdo (-0,15)

As amostras dos ingredientes da ragdo foram
colhidas em cada subperiodo experimental durante
os dias de colheita, e submetidas a andlises quimico-
bromatolégicas para determina¢io da MS, PB,
FDN e FDA segundo SILVA (1990). Os consumos
estimados de NDT, PDR, PNDN, MET e LIS
foram obtidos segundo NRC (1989).

As vacas foram distribuidas em quadrados
latinos num ensaio rotativo balanceado 4 x 4,
conforme PATTERSON & LUCAS (1962). Os
dados de cada fase experimental foram submetidos
a andlise de varidncia pelo teste de F, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Proteina bruta e ralacdo proteina/gordura
do leite

Os teores e as produgbes de proteina bruta
do leite no pico, pés-pico e meio da lactagdao para
os diferentes grupos de vacas (grupo 1 e grupo 2)
encontram-se na Tabela 3.

Verificou-se que os teores de proteina bruta
do leite nao foram influenciados (P>0,05) pelas
fontes de metionina suplementadas nas diferentes
fases da lactacdo, quer se considere o grupo de vacas
de maior o produgdo (grupo 1) ou o de menor
produgdo de leite (grupo 2), quando as vacas foram
alimentadas com deficiéncia protéica na racio.

A ragdo foi formulada segundo as
recomendag¢des do NRC (1989), e atendeu 91%
dos requerimentos em proteina bruta, 100% em
PDR e 77% em PNDR, proporcionando, portanto
uma deficiéncia de 23% de PNDR e utilizando-se
fontes protéicas de elevada degradagdo ruminal.

SCHWAB et al. (1992 a e b) utilizaram
dietas que continham 16,0; 14,4; 13,9 ¢ 13,5%
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de proteina bruta, respectivamente, no pico,
inicio, meio e final da lactagdo, de modo a suprir
90 % dos requerimentos protéicos de vacas
leiteiras e suplementaram com infusio abomasal
de metionina, lisina, metionina mais lisina e
caseina (controle). Verificaram que os menores
teores (P < 0,05) de proteina no leite foram
obtidos para vacas suplementadas com metionina,
quando comparadas a vacas suplementadas com
lisina, metionina mais lisina ou caseina. Os
melhores teores de proteina do leite foram obtidos
para as infusées com metionina mais lisina.

Vacas controle de maior produgio de leite,
no pico da lactagdao, apresentaram teores de
proteina no leite 3; 5 e 5% superiores quando
comparadas as vacas suplementadas com MPDR,
MNPDR e mistura, respectivamente, concordando
com os resultados obtidos por SCHWAB et al.
(1992 a e b).

Segundo HOLMES & WILSON (1990), a
deficiéncia de nutrientes na dieta e/ou restricao
no consumo, em particular de proteina e de
energia, podem causar uma diminui¢io na
produgdo de leite e no teor de proteina do leite
devido a utilizagdo dos aminoacidos para produgdo
de glicose.

Esperava-se, nesta pesquisa, que ocorressem
diminui¢Ges nos teores e nas produgdes de proteina
do leite em virtude da deficiéncia protéica da ragao
e, com a suplementagdo com fontes de metionina
os teores e as produgdes de proteina no leite
seriam melhorados. E interessante observar que
os resultados mostraram que a deficiéncia protéica
da ragdo nio diminuiu a protefna do leite e que a
suplementagdo com metionina também ndo a
melhorou. Isto gerou a hipétese de que a elevada
degradabilidade ruminal dos ingredientes utilizados
na ragio tenha proporcionado um alto fl.uxo de
proteina microbiana para o intestino, suprindo as
deficiéncias protéicas da ragdo. Além disso, a ra¢ao
foi fornecida trés vezes ao dia e o consumo
considerado 2 vontade, portanto nio havia
restrigdo alimentar.

Rulquin (1992), citado por SCHWAB
(1996), comentou que a produgdo de proteina do
leite pode melhorar com a suplementa¢do com
MPDR, quando os niveis de metionina e de lisina
na PNDR sdo baixos. Neste estudo, utilizaram-se
elevadas quantidades de soja, farelo de sojfi e de
milho para proporcionar deficiéncia em metionina,

no entanto a suplementagio com fontes de
metionina ndo foi capaz de suportar aumentos na

proteina bruta do leite. Para SCHWAB (1996), -

metionina e lisina sdio aminodcidos limitantes
quando produtos de milho sdo utilizados em dietas
de vacas leiteiras e para RODRIGUEZ et al. (1996),
a deficiéncia em metionina esteve associada a dietas
compostas por soja.
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de leite (grupo 2).

Tabela 3 — Teores e produgdes de proteina bruta (PB) e relagio proteina/gordura (PB/G) no leite, nas
diferentes fases da lactagdo, para vacas de maior produgio (grupo 1) e de menor produgio

Table 3 — Countents and productions of crude protein (CP) and relationship protein/fat (CP/F) in the
different phases of lactation, for cows with higher ( group 1) and of smaller milk production
(group 2).
Fases da Lactacgio
Phases of lactation
Nutrientes Tratamentos Pico Pés-pico Meio
Nutrients Treatments Peak Post-peak Middle
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1  Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2
PB MPDR 3,02 aA 3,00 aA 3,40 aA 3,17 aA 3,02 a -
cP RPM
(%) MNPDR 3,12 aA 3,25 aA 3,47 aA 3,17 aA 2,95 a -
RNPM
Mistura 3,12 aA 3,05 aA 3,17 aA 3,15 aA 3,15 a -
Mixture
Controle 3,27 aA 3,07 aA 3,45 aA 3,12 aA 2,97 a -
Control
PB MPDR 0,82 aA 0,70 aA 0,86 aA 0,75 aA 0,75 a -
CcP RPM
(kg/dia) MNPDR 0,87 aA 0,72 aA 0,82 aA 0,72 aA 0,72 a -
(kg/day) RNPM
Mistura 0,88 aA 0,54 aB 0,76 aA 0,75 aA 0,75 a -
Mixture
Controle 0,83 aA 0,69 aB 0,78 aA 0,73 aA 0,73 a -
Control
PB/G MPDR 0,90 aA 0,77 aA 1,09 aA 0,87 aA 0,76 a -
CP/F RPM :
MNPDR 1,16 aA 1,35 aA 1,14 aA 0,91 aA 0,94 a -
RNPM
Mistura 0,95 aA 0,95 aA 1,10 aA 0,81 aA 1,08 a -
Mixture
Controle 0,94 aA 1,05 aA 0,83 aA 0,99 aA 0,83 a -
Control

the Tukey test (P>.05).

= GUILLAUME et al. (1991) nio ve-
rificaram efeitos sobre a matéria protéica do leite
quando suplementaram vacas com metionina e
 lisina alimentadas com soja crua ou extrusada,
porém verificaram que o fluxo intestinal de
aminodcidos foi maior quando a soja foi extrusada
al1320ul149 °C.

Em  estudos conduzidos no Brasil,
SANCANARI et al. (2001a) alimentaram vacas
leiteiras. com ragio completa, composta por
silagem de milho, milho grio moido, farelo de

#* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P>0,05). ** Means followed by same small letters in the column do not differ to each other for

4% Em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maiiiscula na linha ndo diferem entre grupos
de vacas pelo teste de Tukey (P>0,05). B In each treatment, means followed by same letter
capital in the line do not differ among groups of cows for the Tukey test (P>.05).

soja, soja integral tostada e farelo de trigo e
suplementaram com metionina protegida (8,4 g/
dia) e ndo protegida (8,4 g/dia) de degradacdo
ruminal por 90 dias da lactagdo. Niao foram
observados efeitos sobre os teores e produgdo da

_ proteina do leite, no entanto aumentos nos teores

de gordura foram observados.

ROGERS et al. (1989) e CANALE et al.
(1990) comentaram que aumentos nos teores de
proteina do leite sio obtidos quando as vacas sdo
alimentadas com farelo de soja e suplementadas
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com aminodcidos protegidos da degradagio
ruminal; para DOLKIN et al. (1989); ROGERS et
al. (1989); POLAN et al. (1991); ARMENTANO
et al. (1993) sdo verificados quando aminodcidos
protegidos da degradagdo ruminal sdo adicionados
contendo glutenose, sugerindo que estes aumentos
estdo relacionados aos elevados teores de lisina
contidos na glutenose.

A maioria das fontes protéicas € exten-
sivamente degradadas pelas bactérias do rimen
(GUILLAUME et al., 1991) e, normalmente, a
sintese de proteina microbiana pode suprir de 60
a 80 % dos requerimentos para produgido de leite.
No entanto, vacas com alta producao de leite
precisam ingerir grandes quantidades de proteina
que passem no reticulo rimen sem degradar.
Propositadamente, neste estudo, forneceram-se
ingredientes de alta degradabilidade ruminal a fim
de proporcionarem deficiéncia em PNDR, no
entanto, a produgdo de proteina no leite ndo foi
afetada (P>0,05).

ARMENTANO et al. (1993) comentaram
que a suplementagdo protéica de vacas leiteiras
tem sido composta por farelo de soja e farelo de
gliten de milho, porque estas dietas sdo
formuladas para conterem quantidades balanceadas
de PDR e PNDR. Devido ao fato de as fontes
protéicas apresentarem teores varidveis de
metionina e de lisina, tem se utilizado a estratégia
de combinar diferentes fontes protéicas, visando
a uma diminuigdo na deficiéncia destes
aminodcidos e, muitas vezes, ainda é necessirio
suplementar com fontes de metionina e de lisina
que sobrepassem o rimen, aumentando seus niveis
intestinais para absorgdo.

Diante desta deficiéncia em PNDR,
esperava-se que a producdo e a qualidade da
proteina do leite destas vacas fossem deprimidas
e que, ao suplementar as vacas com fontes de
metionina, ocorressem melhoras nestes aspectos.
SANCANARI et al. (2001c¢), trabalharam com
estes mesmo grupos de vacas e nestas mesmas
condi¢des alimentares e verificaram que ndo
houve efeito da suplementagdo com diferentes
fontes de metionina sobre as produgdes médias
didrias de leite ou sobre os teores de proteina bruta
do leite durante as trés fases da lactacdo estudadas
e nos dois grupos de vacas utilizados (Tabela 3).
Isto evidenciou que a deficiéncia proporcionada
de 23% de PNDR na ragiao nao afetou a produgiao
e a qualidade de proteina do leite, levando a inferir
que existe a necessidade de se reverem os
requerimentos protéicos de vacas leiteiras para as
condigdes brasileiras.

Outra hipétese levantada foi que as vacas
possam ter utilizado fontes de metionina
suplementadas para produc¢do de outros nutrientes,
como por exemplo, da glicose posteriormente

&L EPAMIG
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utilizada para a producao de gordura do leite
(SANCANARI et al. 2001 a e c).

SOCHA et al. (1994 a e b) observaram baixa
conversdo pés absortiva de metionina em proteina
do leite, concordando com os resultados obtidos
nesta pesquisa, pois nao foram observados aumentos
significativos nos teores de proteina do leite.

Com este objetivo, SANTOS et al. (1998)
publicaram uma revisdo de 12 anos de literatura
abordando os efeitos da PNDR sobre a performance
de vacas leiteiras, e verificaram que dietas com
elevados teores de PNDR no rimen diminuiram a
sintese de proteina microbiana em 76% dos
trabalhos e que a PDR nao foi suficiente para
atender as exigéncias dos microrganismos ruminais.

E importante ressaltar que as vacas de maior
produgdo de leite (grupo 1) eram mais exigentes
em nutrientes, principalmente em proteina (NRC
1989 e 2001), que as vacas do grupo 2, em especial
no pico da lactagdo, quando ocorrem diminui¢oes
na ingestdao de alimento e grandes mobilizagdes
de gordura corporal.

Embora nio se tenha avaliado, neste estudo,
o efeito da suplementagdo sobre a ingestao de
matéria seca, RIOS et al. (1999) observaram que
a suplementagdo com metionina ndo interferiu
na ingestao de matéria seca da ragao.

Os teores de proteina do leite, no pico da
lactacdo, obtidos para vacas de maior produgio de
leite para o tratamento controle foram 8, 5 € 5%
superiores aos tratamentos MPDR, MNPDR e
mistura, respectivamente. Entretanto, vacas de
menor produgio de leite (grupo 2) suplementadas
com MNPDR apresentaram teores de proteina mais
elevados em 8, 7 € 6% em relagio as suplementadas
com MPDR, mistura e controle. Isto porque,
provavelmente, eram menos exigentes em proteina
que as vacas do grupo 1 e a suplementagdo com
MNPDR proporcionou a formagio de uma proteina
microbiana de excelente qualidade capaz de suprir a
deficiéncia protéica da ragdo e, ao mesmo tempo
disponibilizar, aminodcidos para absorcao.

Para vacas de maior e de menor produgido
de leite, do pico para o pds-pico da lactagdo, foram
observados aumentos no teores de proteina do
leite. Em vacas de maior produgdo os aumentos
foram de 13, 11, 2 e 6 %, respectivamente, para
vacas suplementadas com MPDR, MNPDR,
mistura de metioninas e controle. Para vacas de
menor produgdo de leite os aumentos foram de 6
e 3%, respectivamente, para vacas suplementadas
com MPDR e mistura de metioninas. Isto sugeriu
que o considerdvel aumento ocorrido para a
proteina do leite das vacas do grupo 1 possa ser
ou decorréncia de outros fatores que nio a adi¢ao
de metionina (desde que no tratamento mistura
nao se manteve o acréscimo) ou um indicativo de
que existe uma participacdo da metionina em
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melhorar a produgio de leite e o seu teor de
proteina no pés-pico da lactagdo, conforme ji
observado em trabalho conduzido no Brasil por
SANCANARI et al. (2001c).

GUINARD & RULQUIN (1995) obtiveram
teores de 2,77 2,87; 2,91 e 2,88%; e produgdes de
674; 660; 707 e 689 g/dia de proteina do leite, ao
infundirem 0, 8, 16 e 32 g/dia de DL metionina,
respectivamente, em vacas da ragca Holandesa por
um periodo de 12 a 22 semanas ap6s o parto. Além
disso, ndo verificaram diferenca significativa no
teor nem na producdo de proteina do leite diante
da suplementacdo. Os teores de proteina obtidos
por estes autores foram inferiores aos obtidos neste
estudo, no pds-pico e meio da lactagdo, para vacas
de maior produgio de leite (grupo 1), suplementadas

com MPDR e auséncia de significdncia.

PISULEWSKI et al. (1996) avaliaram a
extensdo da limitagdo de metionina sobre a
produgido e composi¢ao do leite da quarta a sexta
semana da lactagdo. Utilizaram o método dose
resposta, suplementaram com 0, 6, 12, 18 e 24 g/
dia de metionina por infusdo abomasal e
verificaram que a proteina do leite foi influenciada
linearmente (P<0,001) pela suplementa¢do com
metionina. Os teores de proteina do leite obtidos
foram 2,27; 2,31; 2,38; 2,49; 2,52 %,
respectivamente, para as doses suplementadas.

Paralelamente a esta pesquisa, o periodo de
comparacdo refere-se ao pico da lactagdo das vacas,
quando se utilizou-se a suplementagdo com 0
(controle), 4,2 (mistura) e 8,4 g/dia de MPDR,
observando-se que tanto para as vacas do grupo 1
quanto para as do grupo 2 ndo houve aumento na
proteina do leite a0 aumentar o nivel de metionina
suplementada. Observou-se porém, observou-se que
as vacas deste estudo, suplementadas 0, 4,2 e 8,4 g/
dia de MPDR, apresentaram superioridade no teor
de proteina sendo em média 40, 34 e 26% quando
comparadas as vacas do experimentos de
PISULEWSKI et al. (1996) que suplementaram as
vacas com 0, 6, 12 g/dia de metionina por infusdo
abomasal. A auséncia de resultados significativos
pode estar associada ao nivel de proteina da dieta,
pois nesta pesquisa as vacas receberam dietas
limitantes em proteina e PISULEWSKI et al.
(1996) formularam dietas que atendiam os
requerimentos de proteina das vacas.

Para SEYMOUR et al. (1990) e RULQUIN
et al. (1993), a suplementagdo com aminodcidos
protegidos permitem aumentos na produgio de
proteina do leite que variam de 1 a 15%; para
LEHENAFF et al. (1990) em 4% e para SCHWAB
(1996) em 9%. ARMENTANO et al. (1997)
comentaram que, para cada 1 g de metionina
suplementada, a produgdo de proteina do leite
pode aumentar em 4 g Os aumentos sugeridos
por estes autores discordam dos resultados obtidos

nesta pesquisa, cujos dados mostram que nio
houve diferenga significativa para produgdo de
proteina do leite quando se comparou tratamentos.
Contrariamente, CASPER et al. (1987);
ROGERS et al. (1989); ARMENTANO et al.
(1993); RULQUIN & DELABY (1994),
PIEPENBRINK et al. (1996); BREMMER et al.
(1997), RIOS et al.(1999) e ROBINSON et al.
(1999) obtiveram aumentos no teor e/ou produgdo
de proteina do leite quando suplementaram as vacas
com metionina protegida da degrada¢ao ruminal
ou infundida no abomaso sugerindo que os aumentos
na sintese de proteina do leite estdo associados a
aumentos nas concentracdes plasmaiticas de
metionina que possibilitam acréscimos na
concentragao de nitrogénio no plasma, aumentando
a disponibilidade na glindula mamadria.
Surpreendentemente, do pds-pico para o meio
(Tabela 3) da lactagdo, vacas do grupo 1, suple-
mentadas com MPDR, MNPDR e controle,
apresentaram teores decrescentes em 13, 18 e 16 %
de proteina bruta no leite, diferenciando da curva
normal de proteina do leite que € crescente durante
esta fase (BEHMER, 1987). Vacas do grupo 1,
suplementadas com mistura de metioninas, manti-
veram os teores de proteina do leite semelhantes nas
trés fases da lactagdo. Podem, portanto, terem
disponibilizado melhor a quantidade de metionina
suplementada, ou seja, tiveram os requerimentos
ruminais atendidos, através da sintese de proteina
microbiana no rimen pela suplementag¢io com 4,2 g/
dia de MNPDR e os requerimentos metabdlicos
atendidos pela suplementagio com 4,2 g/dia de
MPDR. Isto evidenciou que tanto o microrganismo
ruminal quanto a vaca precisam de fontes de
metionina. SANCANARI et al. (2001c) analisou a
curva de lactagdo para este tratamento e observou-se
que a produgdo de leite decresceu do pico para o pés-
pico, comportando-se de forma normal porém do
pds-pico para o meio, a produgio de leite destas vacas
aumentou, quando deveria diminuir. Interes-
santemente, o teor de proteina se manteve constante
diante dessas variagbes na produgdo de leite.
SCHWAB (1993) comentou que uma
otimizagdo no balango intestinal de aminodcidos é
muito importante para vacas leiteiras, principalmente
para as concentragdes de proteina no leite. Foram
estimados, segundo SCHWAB (1996), teores de 13
% de lisina e 4% de metionina como porcentagem
dos aminodcidos essenciais (% AAE) na digesta
duodenal das vacas. Estes teores foram muito
préximos aos preconizados por SCHWAB (1996),
de 15 % de lisina e 5 % de metionina como % AAE

" na digesta duodenal capazes de permitir aumentos na

proteina do leite. No entanto, aumentos nos teores
de proteina do leite ndo foram observados.

As inconsistentes respostas na producio
diante da suplementagdo com aminodcidos podem
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ser atribuidas ao fato de que aminodcidos essenciais
sio geralmente co-limitantes (MERCHEN &
TITGEMEYER, 1992), e que alguns aminoécidos,
como a metionina, tem papéis metabdlicos como
precursores na sintese de gordura do leite (isto &,
como doadores de radicais metil para as reagées
de transmetilagdo na biossintese de lipideos e
transporte de lipideos na corrente sangiiinea).

A relagao proteina/gordura (PB/G) nas
diferentes fases da lactagdo encontram-se na Tabela
3. Ndo foram verificadas diferengas (P>0,05) na
relagio PB/G quando se compararam as diferentes
fontes de metioninas suplementadas. Entretanto,
devem-se ressaltar alguns dados obtidos.

Vacas de maior produgdo suplementadas com
MNPDR apresentaram superioridade na relagdo
PB/G de 29, 22 e 23 % quando comparadas as vacas
suplementadas com MPDR, mistura e controle.

Para vacas de menor produgio, apenas para
o tratamento MPDR, a relagcio PB/G foi baixa
(0,77). Isto provavelmente ocorreu devido ao
elevado teor de gordura obtido por estas vacas
(4,3%) e a relagao obtida esteve muito préxima a
recomendada por FONSECA & SANTOS (2000)
de 0,85 a 0,90. As vacas suplementadas com
MNPDR apresentaram elevada relagdo PB/G (1,35)
devido aos baixos teores de gordura obtidos (2,6%).

No péds-pico da lactagdo, todos os
tratamentos envolvendo adi¢gdo de metionina
(grupo 1) apresentaram valores acima de 0,90
para essa varidvel, o que ndo ocorreu no controle.

SANCANARI et al. (2001c) em estudo com
estas mesmas vacas € tratamentos observaram no
meio da lactagdo diferenca significativa sobre o
teor de gordura do leite quando as vacas do grupo 1
foram suplementadas com MPDR, o que,
provavelmente, resultou em baixas relacées PB/G.

Fracgdes nitrogenadas do leite

Com o intuito de se observar o efeito da
suplementacdo com fontes de metionina na
qualidade da proteina do leite, identificaram-se,
na matéria protéica do leite, as diferentes fracdes
nitrogenadas que a compdem.

Os teores e produgdes de nitrogénio total (NT),
nitrogénio verdadeiro (NV) e nitrogénio ndo protéico
(NNP) do leite, nas diferentes fases da lactagio, para
vacas de maior produgio de leite (grupo 1) e de menor
produgio de leite (grupo 2) encontram-se na Tabela
4. Nio se observou efeito (P>0,05) da suplementagdo
com metionina ou do nivel de produgio das vacas em
qualquer destas varidveis.

Os resultados obtidos por OVERTON et al.
(1996) foram muito préximos aos obtidos nesta
pesquisa. Encontraram teores e produgdes de NT
de 0,47% e 0,17 kg/dia e 0,47% e 0,18 kg/dia,
respectivamente, quando suplementaram com 0

e 20 g/dia de metionina protegida. Contrariamente,
mais tarde, BREMMER et al. (1997) verificaram
efeito (P<0,02) no teor de NT quando suplemen-
taram com aminodcidos protegidos (0,60%)
comparativamente a controle (0,59%), obser-
vando ainda que, quando as vacas receberam bST,
os teores de NT foram maiores (0,61%).

PIEPENBRINK et al. (1996) verificaram
que vacas alimentadas com 18% de proteina na
dieta tenderam aumentar o N total, N verdadeiro
no leite, e consequentemente, o teor de proteina
no leite. A produgdo de leite foi 27,3 kg/dia.

Quando se comparou o nivel de produgédo
das vacas, observou-se que a produgido de NV foi
influenciada pelo tratamento mistura (P<0,05)
no pico da lactagdo. Vacas de maior produgio de
leite apresentaram superioridade de 63% no NV
do leite quando comparadas as vacas de menor
producao de leite.

OVERTON et al. (1996) encontraram
concentragao de NV no leite de 0,43% e produgdo
de 0,16 kg/dia, compardveis aos deste estudo, além
de nao observarem, igualmente, efeito da MPDR.
Respostas também nao foram evidenciadas por
GUILLAUME et al. (1991) quando suplementaram
com aminodcidos protegidos. Entretanto,
BREMMER et al. (1997) obtiveram valor médio de
NV no leite mais elevado (0,57%), sendo este
influenciado (P<0,03) pela suplementagdo com
aminodcidos protegidos da degradagio ruminal.
PISULEWSKI et al. (1996) observaram que houve
efeito linear ascendente sobre o contetido de NV do
leite, quando suplementaram as vacas com niveis
crescentes (o a 24 g/dia) de MPDR. Resultados
semelhantes ji haviam sido obtidos por SOCHA et
al. (1994 a e b) quando suplementaram com MPDR.

Nio foram observados efeitos (P>0,05)
sobre os teores e as produgdes de NNP diante da
suplementacdo com fontes de metionina, nas fases
da lactagdo estudadas, quer se considerem vacas
do grupo 1 ou do grupo 2.

A concentrag¢do e a produgdo de NNP licteo
nido tém demonstrado efeito da suplementagio
com aminodcidos protegidos (SOCHA et al., 1994
a e b; OVERTON et al., 1996; PISULEWSKI et
al., 1996; BREMMER et al., 1997 e RIOS et al,
1999) cujos valores foram 0,03 % e 0,01 kg/dia,
respectivamente, nos teores e produgdes de NNP,
iguais aos obtidos neste estudo. Resultados
semelhantes também foram observados por
SANCANARI et al. (2001b) quando alimentaram
as vacas com ra¢ao completa e suplementaram com
MPDR, MNPDR ou mistura de metioninas. Assim,
consolidou-se a idéia de que a suplementagdo com
MPDR ndo tem efeito sobre o NNP do leite.

Os teores e as produgdes de caseina (NC),
nitrogénio no soro (NS) e nitrogénio uréico
(NUL) do leite encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 4 - Teores e producdes de nitrogénio total (NT), nitrogénio verdadeiro (NV) e nitrogénio nao protéico do leite, nas
diferentes fases da lactagdo, para vacas de maior produgao de leite (grupo 1) e de menor produg@o de leite (grupo 2).
Table 4 - Countentsand productions o f total nitrogen (TN), true nitrogen (TN) and non protein nitrogen (NPN) of
milk, in the different phases of lactation, for cows with higher production (group 1) and of smaller milk
production (group 2)
Fases da Lactagédo
Phases of lactation
Nutrientes Tratamentos ) Pico Pés-pico Meio
Nutrients Treatments Peak Post-peak Middle
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2
NT MPDR 0,47 aA 0,47 aA 0,53 aA 0,50 aA 0,48 a -
N RPM
(%) MNPDR 0,49 aA 0,51 aA 0,52 aA 0,50 aA 0,46 a -
RNPM
Mistura 0,49 aA 0,48 aA 0,49 aA 0,49 aA 0,50a -
Mixture
Controle 0,51 aA 0,48 aA 0,54 aA 0,51 aA 0,45a -
Control
NT MPDR 0,13 aA 0,11 aA 0,14 aA 0,12 aA 0,12a -
N RPM
(kg/dia) MNPDR 0,14 aA 0,11 aA 0,13 aA 0,13 aA 0,13a -
(kg/day) RNPM
Mistura 0,14 aA 0,08 aB 0,12 aA 0,12 aA 0,13a -
Mixture
Controle 0,13 aA 0,11 aA 0,12 aA 0,12 aA 0,12a -
Control '
NV MPDR 0,44 aA 0,40 aA 0,50 aA 0,45 aA 0,44a -
TN RPM
(%) MNPDR 0,46 aA 0,48 aA 0,50 aA 0,47 aA 0,43 a -
RNPM
Mistura 0,46 aA 0,45 aA 0,46 aA 0,45 aA 0,46a -
Mixture
Controle 0,48 aA 0,43 aA 0,51 aA 0,46 aA 0,43 a -
Control -
NV MPDR 0,12 aA 0,09 aA 0,13 aA 0,11 aA 0,11a -
N RPM
(kg/dia) MNPDR 0,13 aA 0,11 aA 0,12 aA 0,11 aA 0,12a -
(kg/day) RNPM .
Mistura 0,13 aA 0,08 aB 0,11 aA 0,11 aA 0,12a -
Mixture
Controle 0,12 aA 0,10 aA 0,12 aA 0,11 aA 0,11a -
Control '
NNP MPDR 0,03 aA 0,07 aA 0,03 aA 0,03 aA 0,04 a -
NPN RPM
(%) MNPDR 0,03 aA 0,03 aA 0,03 aA 0,03 aA 0,04a -
RNPM
Mistura 0,03 aA 0,03 aA 0,04 aA 0,03 aA 0,06 a -
Mixture
Controle 0,03 aA 0,05 aA 0,03 aA 0,04 aA 0,04 a -
Control
NNP MPDR 0,01 aA 0,02 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 a -
NPN RPM
(kg/dia) MNPDR 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 a -
(kg/day) RNPM
Mistura 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 a -
Mixture
Controle 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 aA 0,01 a -
Control . ’

* Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna no diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). ¢ Means
Sfollowed by same small letters in the column do not differ to each other for the Tukey test (P>.05).
A2 Em cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maitiscula na linha no diferem entre grupos de vacas pelo teste de

Tukey (P>0,05). A8 In each treatment, means followed by same letter capital in the line do not differ among groups

of cows for the Tukey test (P>.05).
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» Tabela 5 - Teores e producgdes de nitrogénio caseico (NC), nitrogénio do soro (NS) e nitrogénio uréico (NUL)do
leite, nas diferentes fases da lactacdo, para vacas de maior produgao de leite (grupo 1) e de menor
producao de leite (grupo 2).
Table 5 - Countentsand productions of casein nitrogen (CN), whey nitrogen (WN) and uera nitrogen (MUN) of
milk, in the different phases of lactation, for cows with higher production (group 1) and of smaller
milk production (group 2)
. Fases daLactagdo
E Phases of lactation
Nutrientes Tratamentos Pico Pés-pico Meio
Nutrients Treatments Peak Post-peak Middle
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
Group 1 Group 2 Group 1 Group 2 Group 1 Group 2
NC MPDR 0,35 aA 0,36 aA 0,42 aA 0,34 aA 0,37 a -
CN RPM
(%) MNPDR 0,37 aA 0,41 aA 0,42 aA 0,34 aA 0,35 a -
RNPM
Mistura 0,37 aA 0,37 aA 0,38 aA 0,35 aA 0,38 a -
Mixture
Controle 0,37 aA 0,37 aA 0,38 aA 0,35 aA 0,38 a -
Control
NC MPDR 0,09 aA 0,08 aA 0,11 aA 0,08 aA 0,10 a -
CN RPM
(kg/dia) MNPDR 0,10 aA 0,09 aA 0,10 aA 0,08 aA 0,10 a -
(kg/day) ‘RNPM
Mistura 0,10 aA 0,06 aA 0,09 aA 0,08 aA 0,10 a -
Mixture
Controle 0,10 aA 0,08 aA 0,10 aA 0,09 aA 0,10 a -
Control
NS MPDR 0,09 aA 0,04 aA 0,08 aA 0,09 aA 0,07 a -
WN RPM
(%) MNPDR 0,09 aA 0,07 aA 0,07 aA 0,22 aA 0,23 a -
RNPM
Mistura 0,09 aA 0,08 aA 0,07 aA 0,20 aA 0,23 a -
Mixture
Controle 0,09 aA 0,08 aA 0,07 aA 0,20 aA 0,07 a -
Control
NS MPDR 0,02 aA 0,01 aA 0,02-aA 0,02 aA 0,02 a -
WN RPM
(kg/dia) MNPDR 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 a -
(kg/day) RNPM
Mistura 0,02 aA 0,01 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 a -
Mixture
Controle 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 aA 0,02 a -
Control
NUL MPDR 9,5 aA 9,5 aA 11,1 aA 9,2 aA 10,3 a -
MUN RPM
(mg/dL) MNPDR 8,5 aA 8,5 aA 11,5 aA 9,9 aA 9,1a -
(mg/dL) RNPM
Mistura
Mixture 8,4 aA 11,9 aA 11,3 aA 10,9 aA 98 a -
Controle
Control 8,3 aA 10,3 aA 9,4 aA 10,3 aA 10,0 a -

*b Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). ab
Means followed by same small letters in the column do not differ to each other for the Tukey test (P>.05).
ABEm cada tratamento, médias seguidas de mesma letra maidscula na linha nfo diferem entre grupos de vacas pelo
teste de Tukey (P>0,05). ABlIn each treatment, means followed by same letter capital in the line do not differ

among groups of cows for the Tukey test (P>.05).
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Nizo foram observadas diferengas signifi-
cativas diante da suplementagdo com fontes de
metionina nas diferentes fases da lactagdo, quer se
considere o grupo de vacas de maior produgdo de
leite ou o de menor produgio de leite, nas diferentes
fases da lactagdo, quando foram alimentadas com
racdo deficiente em proteina. O valor médio de NV
no leite no pico foi de 0,37%, no pés-pico de 0,38%
e no meio da lactagio de 0,37%.

ALDRICH et al. (1993) reportaram efeitos
na caseina do leite quando infundiram metionina e
lisina no duodeno. Alguns anos depois,
PISULEWSKI et al. (1996) observaram aumentos
na proteina do leite acompanhados de pequenos
aumentos na caseina. Ao suplementarem com 0,
12 e 24 g/dia de metionina foram obtidos 0,36;
0,37 € 0,39% de caseina no leite, respectivamente,
sendo superiores em 3 e 5%, respectivamente, para
suplementagio com 12 e 24 g/dia em relagdo ao
tratamento controle. Nesta pesquisa, nio foram
observados aumentos (P>0,05) nos teores de
caseina do leite, concordando com os resultados
obtidos por GUILLAUME et al. (1991) e
GUINARD & RULQUIN (1995). DOLKIN et al.
(1989) haviam encontrado diminui¢Ges na kapa
casefna diante da suplementagio com aminodcidos.

Os teores e as produgdes de soro no leite
nao diferiram entre tratamentos, em ambos os
grupos de vacas, nas diferentes fases da lactagio
(Tabela 5).

O NNP do leite corresponde 2 menor fragao
protéica da matéria protéica do leite (5%), sendo
que alteragdes, nesta fragdo, sio muito dificeis de
ocoArr.erem. O NNP do leite é composto por
amonia, uréia, creatinina, 4cido trico, vitaminas,
aminas, amidas, amino4cidos livres, portanto o
NUL faz parte desta fragdo protéica do leite.
Atualmente, o NUL serve com um indicativo da
eficiéncia de utilizagdo da proteina da ragdo pelas
vacas conforme PEREZ (2001), no entanto, ainda
$30 poucos os trabalhos e este artificio tem sido
utilizado principalmente no Brasil. Este autor
ainfia comentou que seria interessante que o NUL
estivesse entre 10 a 16 mg/dL.

As vacas deste estudo foram alimentadas
com deficiéncia em PNDR na rac¢do, sendo
supridos 91 % dos requerimentos em proteina
bruta. O NUL nio foi influenciado pela
suplementacio com metionina nas diferentes fases
da lactagdo, quer se considerem vacas de maior ou
de menor produgio de leite (Tabela 5).
Concordando com os resultados obtidos nesta
pesquisa, SOCHA et al. (1994 a e b) nio
observaram efeitos sobre o NUL quando
suplementaram as vacas com metionina.

: No pico da lactagdo, quando as vacas sio
mais exigentes em proteina, foram observados os

- mais baixos valores de NUL (em média 8,6 mg/

dL). Isto significou que a proteina dietética
provavelmente foi convertida em leite e proteina
do leite. Assim, pode-se inferir que hd necessidade
de se reverem as exigéncias protéicas de vacas com
elevadas produgées de leite. Tanto para vacas do
grupo 1 quanto para as do grupo 2, os valores de
NUL encontram-se dentro do recomendado por
PEREZ (2001). Embora nio tenha sido evidenciada
diferenga significativa, observou-se que quando as
vacas do grupo 1 foram suplementadas com MPDR,
o NUL foi 12, 19 e 14 % superior em relagdo aos
tratamentos MNPDR, mistura e controle, respec-
tivamente, sugerindo que, quando suplementadas
com 8,4 g/dia MPDR, apresentaram pior apro-
veitamento da proteina.

No pés-pico da lactagdo, para vacas do grupo
1, os valores de NUL aumentaram em relagdo a
fase anterior, obtendo-se, em média 11,4 mg/dL, o
que evidenciou bom aproveitamento da proteina
da dieta nesta fase, segundo PEREZ (2001). Porém,
para vacas controle, no pico da lactagio, os valores
foram ainda mais baixos (9,4 mg/dL), sugerindo
que a suplementa¢do com metionina promove um
aumento no NUL. Vacas de menor produ¢do no
pds-pico da lactacdo responderam semelhan-
temente ao pico da lactagdo.

CONCLUSOES

A proteina bruta do leite e as fragdes
nitrogenadas do leite ndo foram influenciadas pela
deficiéncia em PNDR da dieta.

A qualidade da matéria protéica do leite
nao foi alterada diante da suplementag¢do com
fontes de metionina.

O nivel de produgio das vacas nao influenciou
na resposta a suplementagdo com fontes de
metionina em dietas deficientes em PNDR.

Os valores de NUL, embora dentro dos
limites considerados satisfatérios, ndo evi-
denciaram consistentes efeitos dos niveis de
produg¢do das vacas nem dos tipos de suple-
mentagado com metionina.

E necessirio rever os requerimentos pro-
téicos de vacas leiteiras com elevadas produgdes
de leite, portanto, mais estudos sao necessdrios.

ABSTRACT

Eight Holstein dairy cows were used to study
the effect of the supplementation with 8.4 g/day
of rumen protected methionine (RPM) or non

. protected methionine (RNPM) or methionine

mixture (S0%RPM + 50% RNPM), comparatively
to control cows, on the nitrogen fractions and
milk protein composition during the peak, post-
peak and middle of the lactation. The cows in
initial phase of lactation were divided in two
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groups according to milk production (MP), group-
1 was formed by cows with MP> 25.0 kg/day and
group-2 by cows with MP < 25.0 kg/day. Both
groups were fed with ration containing corn silage
and concentrate and formulated to provide
deficiency of 23% of rumen undegradable protein
(RUP) and 13.4% of crude protein (DM basis).
The supplementation with methionine sources did
not affect the milk protein, the total nitrogen,
true nitrogen, nitrogen casein, non protein
nitrogen, whey nitrogen, and urea nitrogen of
the milk during the peak, post-peak, and middle
of the lactation. The level of milk production of
the cows was not influenced by the methionine
sources. It is necessary to review the protein
requirements of lactating cows with high milk
production in tropical conditions.

Key-words: casein, milk urea nitrogen,
non protein nitrogen, total nitrogen, whey
nitrogen
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RESUMO

Para se ter queijo de qualidade, busca-se cada vez mais matéria-prima dentro de padrdes higiénico-
sanitdrios, nao deixando de se ressaltar cuidados no processo de fabrica¢do, no transporte e comercializa¢ao
doproduto, higienizagio correta dos equipamentos utilizados e cuidados na manipulagio do queijo em qualquer
dessas etapas. O queijo produzido na Regido da Serra da Canastra — MG fabricado a partir de leite cru destaca-
se por ter legislag@o vigente pela lei 14.185 do Estado de Minas Gerais que regulamenta a fabricagao deste tipo
de queijo. Contudo poucos produtores conseguem colocar no mercado esse tipo de queijo em condicdes
higiénico-sanitirias adequadas. O objetivo do trabalho foi avaliar as condi¢des higiénico-sanitdrias, do
queijo tipo Catiara obtido da Regiao da Canastra (MG) comercializado em Lavras-MG e levantar parimetros
de qualidade para contribuir para o desenvolvimento das agdes da Vigilancia Sanitdria. Foram coletadas 5
amostras no comeércio e realizadas as andlises de coliformes a 35°C e 45°C, estafilococos coagulase positiva,
contagem de fungos filamentosos e leveduras e pesquisa de Salmonella sp. Sugere-se que os padroes
microbiolégicos a serem seguidos se jam os adotados para queijos de média umidade, uma vez que nao existe
uma legislagdo microbiolégica especifica para o tipo de queijo analisado.

Palavras-chave: queijo Catiara, contaminagao, anélises microbiolégicas.

1. INTRODUGAO

O leite é um alimento universalmente
conhecido pelo seu alto valor nutricional, fator
que o torna um dos principais alimentos para o
homem e capaz de alojar e servir como meio de
crescimento para inimeros microrganismos
deteriorantes e patogénicos como Staphylococcus
aureus, Salmonella sp., Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, dentre outros (BONASSI et al.,
1997; PONSANO et al., 2001).

A qualidade higiénica do leite depende de
vdrios aspectos, tais como estado sanitdrio dos
animais, habilidade do ordenhador e higienizagio
de equipamentos e de todas as superficies que
entram em contato com o produto. Qualidade esta
que interfere diretamente na qualidade e na
capacidade do produto final ser um potencial
veiculador de patégenos.

A fabricagdo de queijo Minas com leite cru
é uma tradicio de mais de dois séculos em Minas
Gerais, principalmente na Serra da Canastra e no

Serro. A Secretaria da Agricultura de Minas através
do regulamento da Lei n° 14.185 do Instituto
Mineiro de Agropecudria deseja alavancar essa
producido em condigbes que possam ampliar a
participacdo do Serro e Canastra no mercado, mas
para isso € necessdrio que as queijarias locais sigam
as boas préticas de fabricagdo.

As alteragdes microbiolégicas evidenciadas
nos queijos sio oriundas das condigbes de
processamento, considerando-se a qualidade do
leite, da dgua, da cultura lictea, da adi¢ao de enzima,
da temperatura de incuba¢do e maturagdo, da
umidade, adi¢ao de sal e manipulagdo, como os
principais pardmetros determinantes na mul-
tiplicagdo de microrganismos deteriorantes e
patogénicos no produto aliados a condi¢des de
transporte e comercializagio (MADALENA, 2001).

Segundo a Organiza¢ao Mundial de Saiide,
mais de 60% das doengas de origem alimentar sao
provocadas por agentes microbiolégicos, res-
saltando que o manipulador é o principal veiculo
desta transmissdo, seja no processo de fabricacdo

1 Biélogo. Mestrando em Microbiologia Agricola . Universidade Federal de Lavras
2 Graduandos em Engenharia de Alimentos. Universidade Federal de Lavras

3 Professores Drs do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras

&L EPAMIG

-
/,l‘ .7/ Empross do esuina Agropecuiriade Mines oo

Secrefaria de Estado de Agricultura, Pecudria o Abastecimento

Instituto de Laticinios Candido Tostes




Pig. 72

Rev. Inst. Latic. “Candido Tostes”, Jan/Jun, n°® 336 a 338, 39: 71-74, 2004

ou comercializagao do produto (SILVA Ir., 2001).
Além dos manipuladores, os equipamentos,
utensilios e superficies mal higienizados também
tém sido incriminados em surtos de doenga de
origem alimentar (HOBBS & ROBERTS, 1998).

O queijo Catiara por passar por uma
acentuada manipulagdo, apresenta condig¢des
propicias para a contaminagdo, sobrevivéncia e
multiplicagdo bacteriana; e muitas dessas bactérias
podem ser patogénicas ou produzir metabdlitos
microbianos que poderdo causar intoxicacdes e
ou infecgdes alimentares no ser humano.

Os queijeiros de Minas Gerais produzem
215 mil toneladas, metade de todo o queijo que os
brasileiros consomem - 2,3 quilos per capita por
ano; o pais de maior consumo individual € a Grécia,
com 26,6 quilos/ano, seguida da Franga, com 24,5
quilos anuais. Outra caracteristica do segmento é
que 83% das propriedades t€ém menos de 100
hectares. O substrato principal desse dinamismo
¢é a pequena escala e um dos elos referenciais € o
queijo artesanal .

Este trabalho teve como objetivo avaliar
as condig¢des higi€nico-sanitdrias, do queijo tipo
Catiara da Regido da Canastra (MG) co-
mercializado em Lavras - MG, e contribuir para
o desenvolvimento das ag¢des da Vigildncia
Sanitdria local, referente a prevengdo de agravos
a satide piblica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Obtencdo das amostras de queijo

Foram utilizadas 5 amostras de queijo
Catiara adquiridas no comércio varejista da cidade
de Lavras-MG e transportadas para o Laboratério
de Microbiologia do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras.

2.2. Preparo das amostras

Cada uma das amostras foi preparada
pesando 25 g em sacos plasticos estéreis, onde foi
acrescido 225 mL de citrato de sédio a 2%
homogeneizando-as para andlises de coliformes a
35°C e 45°C, estafilococos coagulase positiva,
fungos filamentosos e leveduras e Salmonella sp.

Todas as andlises microbiolégicas foram realizadas
de acordo com ICMSF (1983).

a- Determinagdo de coliformes a 35°C e
termotolerantes

A partir das dilui¢cdes adequadas, foram
retiradas aliquotas de 1 mL e transferidas para

séries de 3 tubos contendo caldo LST e
homogeneizadas. Os tubos foram incubados a
35°C por 24/48 h. Os tubos positivos foram
observados pela turvacdo e produgdo de gds em
tubos de Durhan, sendo transferida aliquota com
auxilio de alga de platina, para tubos contendo
Caldo Bile Verde Brilhante incubados a 35°C/24-
48horas, uma aliquota dos tubos que apre-
sentaram-se positivos para caldo bile verde
brilhante foi transferida com auxilio de uma alga
de platina para tubos contendo Caldo EC e
incubados a 45°C/24-48 horas em banho-maria
para confirmacgdo de coliformes a 45°C.

b- Contagem de fungos filamentosos e
leveduras

Para enumeragio de fungos filamentosos e
leveduras foi empregado o meio BDA, acrescido de
dcido tartdrico, utilizando-se o método de
plaqueamento em superficie, semeando-se com al¢a
de Drigalsk, seguido de incubagdo a 25°C por 5 dias.

c- Contagem de estafilococos coagulase
positiva

O nimero total de Staphylococcus foi
determinado utilizando-se a técnica de
plaqueamento em superficie empregando o meio
Baird-Parker (35°C/48 h), com posterior
transferéncia de coldnias suspeitas de
Staphylococcus aureus (coldnias com halo) e ndo
suspeitas para caldo BHI, sendo as mesmas
incubadas a 37°C/24 h. Apés crescimento em BHI
realizou-se a confirmacdo pela coloracido de
Gram, teste da catalase e coagulase em plasma
de coelho-EDTA.

d- Contagem de Salmonella

Para a detec¢ao de Salmonella fez a
icubagdo de 25g de cada amostra em dgua
peptonada tamponada por 18 h a 37°C para o
pré-enriquecimento, decorrido esse periodo foram
transferidas aliquotas de 1 mL para os caldos
Rappaport e Tetrationato para o enriquecimento,
sendo os mesmos incubados a 37°C por 24 h. Apés
crescimento nesses caldos fez-se o plaqueamento
seletivo em dgar Rambach e Hektoen a 37°C por
24 h e selecio bioquimica pelo Agar TSI e LIA.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos apds andlise sdo
mostrados na Tabela 1.
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TABELA 1. Resultados obtidos apds quantificagido
de coliformes a 35°C e 45°C para as
5 amostras de queijo Catiara
comercializados no municipio de
Lavras-MG

QUEIIO CATIARA

Amostras Coliformes a Coliformes
(NMP/g) termotolerantes
35°C (NMP/g)
1 2,4 x 10° 2,4 x 103
o2 2,4 x 10° 2,4 x 10°
3 2,4 x 10° 2,4 x 10°
4 2,4 x 103 2,4 x 10°
5 2,4 x 10° 2,4 x 103

O teste confirmativo para coliformes a
35°C e 45°C revelou-se positivo em todos os tubos
inoculados com as amostras. As amostras analisadas
encontram-se acima dos padrdes estabelecidos pela
legislacao sugerida, ainda ndo aprovada. Sabe-se
que os coliformes termotolerantes pertencem a
um grupo de microrganismos que habita
exclusivamente o trato intestinal do homem e
outros animais, portanto, a sua presen¢a no
produto pode ser interpretada como indicador de
contaminac¢ao fecal, ou seja, de condigdes
higiénico-sanitdrias insatisfatérias. Demonstrando
que estas amostras encontram-se impréprias para
consumo humano.

Nio se observou a presenga de col6nias de
fungos filamentosos, porém houve alta contagem
de leveduras, as quais podem ser observadas na
Tabela 2.

TABELA 2. Contagem de leveduras em placas de
dgar BDA expressa em UFC/mL das
5 amostras de queijo Catiara
comercializadas em Lavras-MG:

AMOSTRAS UFC/mL
1 1,06 x 107
2 1,31 x 107
3 1,07 x 107
4 9,91 x 10°
5 1,03 x 107

Alguns fungos filamentosos sao produtores
de micotoxinas as quais podem ocasionar grandes
prejuizos a satide humana e animal, ndo podendo
ser encontrados em contagens elevadas. Entretanto
altas contagens de leveduras foram detectadas,
fornecendo assim informagées, tais como, con-
digdes higiénico-sanitdrias deficientes; mul-
tiplicacdo no produto em decorréncia de falhas no

processamento e,ou, estocagem; matéria—prima
com contaminagao excessiva.

TABELA 3. Contagem de estafilococos coagulase
positiva expressa em UFC/mL das 5
amostras de queijo Catiara analisadas.

AMOSTRAS  UFC/mL CATALASE COAGULASE
1 1,4 x107 positivo positivo
2 1,1 x 10"  positivo  positivo
3 7,5 x 105 positivo positivo
4 1,3 x 10"  positivo  positivo
5 1,1 x 107 positivo  positivo

Os niveis de contaminag¢do por
estafilococos coagulase positiva foram
alarmantes. Apresentam-se fora dos padrdes
estabelecidos pelo IMA como um potencial
veiculador de toxinose pois sabe-se que dentre as
espécies de estafilococos coagulase positiva
encontra-se Staphylococcus aureus que em niveis
de 10° UFC/g ji siao capazes de produzir
enterotoxinas que é uma das principais causas de
toxinose alimentar.

De acordo com as anilises realizadas nao
foi detectada a presenca de Salmonella sp. em
nenhuma das amostras analisadas.

4. CONCLUSAO

Todas as amostras analisadas encontravam-
se impréprias para consumo humano por estarem
fora dos padrdes legais vigentes. Dados estes que
serdo aproveitados pela Vigilancia Sanitdria de
Lavras para se confirmar sobre a qualidade
microbiolégica de queijo tipo Catiara comer-
cializados no municipio de Lavras-MG.

5. ABSTRACT

To obtain cheese with quality searches are
made for raw material with hygienical and
sanitary standars. Attetion must be paid during
the process of fabrication, in the transport and
comercialization, as also in the correct
hygienization in the equipment to be used. It is
important to take care in the handling of the
cheese at any of these stages. The cheese
produced in the Serra da Canastra region in Minas
Gerais State, from fresh milk, stands out for
having a specific legislation (law 14.185 of the
State of Minas Gerais). Nevertheless few

. producers are able to set this type of cheese in

the market with the appropiate hygienical
sanitary standars. The aim of the work was to
evaluate the hygienical and sanitary conditions
on the Catiara cheese type obtained from the
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Canastra region in the State of Minas Gerais,

marketed in Lavras city and to evaluate the
quality parameter to ‘contribute to the
development of acttions on the Sanitary
Vigilance. Five samples were collected in the
market and analysis were conducted on coliforms
at 35°C and at 45°C, estafilococus coagulase
positive, filamentous fungi counting, yeasts and
reaserch of Salmonella sp. It is suggested that
the microbiologycal standards to be followed be
the ones used for cheese with medium moisture,
since there is not especified a legislation for this
type of cheese.
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PONTOS CRITICOS DE CONTROLE NA PASTEURIZACAO DO
LEITE EM MICROUSINAS

1. INTRODUCAO

Atualmente, observa-se em todo o mundo
um ridpido desenvolvimento e aperfeicoamento
de novos métodos de detecgdo de agentes de
natureza bioldgica, quimica e fisica causadores de
moléstias nos seres humanos e nos animais.
Muitos destes agentes sdo passiveis de veiculagdo
pelos alimentos, sendo motivo de preocupagiao
por parte de entidades voltadas a satide publica.
(BRASIL, 1998)

Ao mesmo tempo, aumentam as perdas de
alimentos e matérias-primas em decorréncia de
processos de deterioragdo de origem micro-
biolégica, infestagiao por pragas e beneficiamento
ineficaz, com severos prejuizos financeiros as
indistrias de alimentos, a rede de distribuig¢do e
aos consumidores. (BRASIL, 1998)

Face a esse contexto, as novas exigéncias
sanitdrias e aos requisitos de qualidade, o governo
brasileiro, junto com a iniciativa privada, vem
desenvolvendo desde 1991, a implantacdo de um
sistema de produg¢do e controle, com base na
Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC). (BRASIL, 1998)

APPCC pode ser definido como um sistema
de andlise que identifica perigos especificos e
medidas preventivas para seu controle, objetivando
a seguran¢a do alimento e contemplando os
aspectos de garantia da qualidade e integridade
econdmica. Baseia-se na prevengdo, elimina¢ao
ou redugdo dos perigos em todas as etapas da cadeia
produtiva. O APPCC nio € um método de inspegao,
mas sim um sistema dindmico de controle de
qualidade que fornece valiosas informagdes ao
sistema cldssico de inspe¢do; o Ministério da
Agricultura adotou este sistema de gerenciamento
de qualidade do processo industrial porque, além de
assegurar os objetivos propostos, torna mais eficaz
o servigo de Inspe¢do Federal. (VIALTA, 2002)

O APPCC € uma ferramenta para controle
de processo e ndo para o ambiente onde o processo
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ocorre. Embora o APPCC seja um sistema amplo
para a garantia da inocuidade, da qualidade e da
integridade do alimento, ndo € tnico e inde-
pendente (BRASIL, 2003).

Para a implantagdo de um plano APPCC é
necessdrio que a indistria adote Boas Préticas de
Fabricagdao (BPF), ou seja, medidas higiénico-
sanitdrias apropriadas, conforme preconizado no
Regulamento Técnico sobre as Condigdes
Higiénico-sanitdrias e de Boas Prdticas de
Elaboragao para Estabelecimentos Elaboradores/
Industrializadores de Alimentos (BRASIL, 1997).
Quando o programa de BPF nio € eficientemente
implantado e controlado, pontos criticos de
controle adicionais sio identificados, monitorados
e mantidos sob a égide do Plano APPCC. Portanto,
a implantagdo das BPF ird viabilizar e simplificar
o Plano APPCC, assegurando sua integridade e
eficiéncia, com o objetivo de garantir a seguranca
dos alimentos. (GUIA PARA ELABORACAO DO
PLANO APPCC, 1999)

Em 2003, entrou em vigor a Resolugiao
DIPOA/SDA n° 10, do Ministério da Agricultura
e Pecudria (BRASIL, 2003), que instituiu o
Programa Genérico de Procedimentos-padrio de
Higiene Operacional — PPHO, o qual, juntamente
com as Boas Prdticas de Fabricacdo, constituiem-
se em pré-requisitos essenciais a implantagdo do
APPCC.

Uma vez atendidos os pré-requisitos, a
elaboracdo de um plano APPCC alicerca-se na
identificagdo de pontos criticos de controle
(PCC), que sdo aquelas etapas do fluxograma de
produgdo que apresentam riscos de ocorréncia de
perigos que ndo sdo controlados pelas medidas
preventivas (BPF e PPHO) e néo sido eliminados
em etapas subseqiientes.

A cadeia do leite no Brasil, em parte por
estar vulnerdvel a oscilagdes de mercado e politicas
econdmicas nem sempre voltadas aos interesses
do setor, tem sofrido instabilidades freqiientes,

. hdo garantindo seguranga as diferentes partes que
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" a integram. Como via alternativa, tem surgido,
nos ultimos anos, em vdrias regiées do pais,
pequenas indistrias destinadas ao processamento
de pequenos volumes de leite, as quais tem buscado
e ocupado determinados nichos de mercado. Uma
forma destas microusinas consolidarem-se no
mercado € oferecendo produtos com padrées
estdveis de qualidade.

O presente trabalho nao tem por objetivo
sugerir um plano APPCC para microusinas de leite,
mas sim identificar pontos criticos de controle, a
partir de um fluxograma bdsico de processamento,
que possam ser monitorados em qualquer usina,
independentemente da necessidade de controle de
pontos criticos adicionais.

2. OBJETIVO

Identificar pontos criticos de controle na
pasteurizagdo de leite em microusinas.

3. METODOLOGIA

A partir do fluxograma de processamento
industrial de pasteurizagdo de leite observado em
seis microusinas da regiao sul do Rio Grande do
Sul, foi estabelecido um fluxograma bdsico para
identificacdo de PCC (figura 1).

Recepcido do leite: o leite deverd estar com
acidez mixima de 18°D e isento de qualquer tipo
de fraude.

1° filtragcdo: a primeira filtragdo tem por
finalidade remover as impurezas maiores.
Resfriamento: o leite deve ser resfriado no
méximo a 4°C.

Estocagem do leite cru: a estocagem deve ser
feita em tanques isotérmicos para dificultar a troca
térmica do leite com o meio ambiente.

2" filtracdo: a segunda filtracio tem como
objetivo remover as impurezas menores.

Figura 1: Fluxograma bdsico de pasteurizacdo do leite
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Pasteurizacdo: o leite é aquecido a 72-75°C
durante 15-20 segundos, com a finalidade
principal de eliminar microrganismos pato-
génicos, e imediatamente resfriado.
Armazenagem: o leite pasteurizado deve ser
estocado a 4°C, no maximo.

Envase: o produto é embalado em sacos de
polietileno de baixa densidade. .
Estocagem: o leite embalado € estocado em
camaras frias até a expedicio.

Transporte: o leite é transportado em caminhdes
com camaras refrigeradas.

Os pontos criticos de controle, o0 monitora-
mento, os limites criticos, as medidas de correcdo e
a forma de verificagdo foram determinados seguindo
a seqiiéncia de sete principios recomendada pelo
Manual de procedimentos para APPCC em industrias
de produtos de origem animal (BRASIL, 1998).
Principio 1: Identificagdo dos perigos, analise
dos riscos e consideragdo das medidas preventivas
de controle.

Perigos podem ser contaminantes de
natureza biolégica, quimica ou fisica que pode
causardano a satide ou a integridade do consumidor.

Os riscos foram analisados em relacio a
sua importancia para a satide piblica, a perda da
qualidade de um produto e a sua integridade
econdmica.

Principio 2: Identificagio dos pontos criticos de
controle e aplicagdo da arvore decisdria.

PCC ¢ qualquer ponto, etapa ou procedimento
que apresenta um perigo nao controlado pelas BPF
e nio eliminado em uma etapa posterior.

A drvore deciséria (diagrama decisério dos
PCC) consiste em uma série de perguntas para
determinar se uma matéria-prima ou etapa do
processo é um PCC (figura 2).

Principio 3: Limites criticos para cada PCC.
Os limites criticos sao os valores que separam

os produtos aceitdveis dos ndo aceitdveis, podendo

ser qualitativos ou quantitativos. O estabele-

QUESTAO 1 - Existe(m) medida(s) preventiva(s) para o perigo?

SIM NAO

O controle nessa etapa é
necessirio para a seguranca?

!

NAO
L NAO E PCC

!

SIM —®

Modificar a etapa,
processo ou produto

QUESTAOQ 2 - Esta etapa elimina ou reduz o perigo a niveis aceitiveis?
SIM

!

NAO

QUESTAOQ 3 - O perigo pode aumentar a niveis inaceitdveis?

SIM

$

NAO

| NAo £ PCC |

QUESTAO 4 - Uma etapa subseqiiente eliminari ou reduziri o perigo a niveis aceitiaveis?
NAO

-

SIM

v
[NAoBrec |

Figura 2: Arvore deciséria (BRASIL, 1998)
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cimento destes limites foi baseado no conhecimento
disponivel em fontes, tais como: regulamentos e
legislagdo, literatura cientifica ou dados de pesquisa.
Principio 4: Sistema de monitoramento para
cada PCC.

O monitoramento deve ser capaz de detec-
tar qualquer desvio do processo com tempo
suficiente para que as medidas corretivas possam
ser adotadas antes da distribui¢do do produto.
Principio 5: Ag¢des corretivas.

As agbes corretivas devem ser especificas
e suficientes para a eliminagdo do perigo apds a
sua aplicagio.

Principio 6: Documentacdo e procedimentos de
registro.

Todos os dados e informacdes obtidas
durante o processo de vigildncia, de verificagao,
resultados laboratoriais, etc., devem ser registrados
em formuldrios préprios.

Principio 7: Procedimentos de verificagao.

O monitoramento dos PCC deve ser alvo
de verificacdo, como forma de garantir sua
perfeita execucao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do fluxograma utilizado no trabalho,
foram identificados quatro PCC (figura 3). Os dois
primeiros na etapa de recep¢io do leite,
apresentando como perigo a presenga de inibidores
decorrente da ndo observagdo do periodo de caréncia
necessdrio para o envio a indistria do leite de
animais tratados com antibi6ticos. O outro perigo
observado nesta etapa foi a producdo de toxinas
por Staphylococcus aureus, a qual tem sido
responsdvel por intoxicacdes alimentares. A
manuten¢do do leite a baixas temperaturas impede
que estas bactérias se multipliquem a ponto de
produzir toxinas em quantidade suficiente para
provocar intoxicagdes em humanos. O terceiro PCC
considerado foi na segunda filtragdo, quando podem
permanecer sujidades no leite apds a passagem pelo
filtro, caso este nao esteja integro e permedvel. O
quarto PCC identificado foi a pasteurizacdao que, se
nao for corretamente realizada, pode permitir a
sobrevivéncia de microorganismos patogénicos,
com possiveis conseqiiéncias de ordem sanitdria
para os consumidores do produto.

Identificados os pontos criticos de
controle, foram estabelecidos os limites criticos,
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a forma de monitoramento, a ag¢io corretiva caso
o limite seja ultrapassado e a verificagdo do
monitoramento (figura 4).

5. CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta pontos
criticos de controle em um fluxograma minimo
para pasteurizagdo do leite. Dependendo da
microusina, outros pontos criticos de controle
podem ser identificados, conforme o fluxograma
utilizado e a eficiéncia da aplicacdo de Boas
Préticas de Fabricagdo.
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ETAPASDO IDENTIFICACAO DO PERIGO MEDIDAS DE CONTROLE
PROCESSO Fee
Recepgdo do leite Antibiéticos (Q) Realizagaode testes para verificagdo da presenga |  Sim
de residuos de antibidticos
Pasteurizagao
Microrganismos patogénicos (B) Nio
Controle de temperatura para prevenir a
Toxinas de Staphylococcus aureus (B) produgdo de toxinas Sim
1* filtragdo Sujidades e corpos estranhos (F) Filtros em boas condigdes; nova filtragdo em Niao
etapa subsegiiente
Resfriamento/ Multiplicagio de microorganismos patdgenos (B) | Pasteurizagio Nio
Estocagem
Acidez (Q)
Controle da temperatura Na
Toxinas (B) ao
Controle da temperatura Nio
2* filtragdo Sujidades e corpos extranhos (F) Filtro em boas condigdes Sim
Pasteurizagio Sobrevivéncia de microrganismos patogénicos Tempo e temperatura de pasteurizagdo Sim
(B)
Arnmazenagem Acidez (Q) Controle da temperatura Nio
Recontaminagdo (B) Programa prévio para prevenir a contaminagao Nio
pos-pasteurizagao
Envase Recontaminagéo (B) Programa prévio para prevenir a contaminagao Nio
pos-pasteurizagdo
Estocagem Acidez (Q) Controle da temperatura Niao
Transporte Acidez (Q) Controle da temperatura Niao

Figura 3: Determinacdo de Pontos Criticos de Controle em microusina de leite
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PCC Risco Ponto de controle |Limite critico Monitoramento | AcAo corretiva Verificacio
Recepgio do leite  [Resfduos de Testes de detecgdo | Auséncia Testes de deteccio |Descartedo leite e | Verificagio de
antibi6tico de resfduos de de antibiéticos em |comunicagio aos |técnicase
antibiéticos todos os tanques | fornecedores observacio da
validade dos kits
Recepgdo do leite | Toxina de Temperaturade 10°C Medicio da Descarte/ Aferigio de
Staphylococcus chegada do leite temperatura em aproveitamento termometros
aureus todos os tanques | condicional
2* filtragdo Sujidades e corpos |Filtro em boas Auséncia de danos |Inspego visuala |Troca do filtro Supervisio
estranhos condigdes € obstrugdes cada tumo
Pasteurizagao Sobrevivénciade | Tempo e 72 a 75°C por 15 a | Inspegdo do Ajuste de tempo e | Aferi¢dode
microrganismos temperatura 20s marcador de temperatura equipamentos e
patogénicos temperatura e do instrumentos/
tempo de retencao pesquisa de
do leite peroxidase e
fosfatase
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ENTEROTOXINAS
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RESUMO

Queijo Minas artesanal produzido nas regides de Araxa, Serra da Canastra, Alto do Paranaiba e Serro
recentemente foram tombados como patrimdnio imaterial. Sao produzidos com leite cru e devem ser produzidos
com seguranca alimentar para ndo apresentaremrisco 4 saude do consumidor. Nio existem dados correlacionando
o nimero de Staphylococcus aureus (S. aureus) nestes queijos e a presenca de enterotoxinas. Nesta
experimentagdo determinou-se em 14 unidades produtoras em diferentes municipios da regiao do Serro, a
contagem total de de S. aureus (CTS) em kits rdpidos de identificacdo e de enterotoxinas pelo teste
imunoenzimitico emsistema automatizado mini Vidas. Metade das amostras apresentou CTS (log) nafaixade
5,04 - 6,0 ufc/g. Em 29% e 21 % das unidades produtoras essas contagens ficaramentre 4,04-5,04 ufc/g e 6,0-
7,0ufc/g, respectivamente. No entanto, nenhuma das amostras apresentou niveis detectdveis de enterotoxinas.
Embora o nimero amostral seja pequeno, observa-se que o sistema vivo representado por uma microbiota
diversa, competitiva, rica em bactérias do dcido litico,de alguma forma atua desfavorecendo a produgio da
enterotoxina. Estudos nesta drea devem ser estimulados pois, somente o entendimento dos componentes do
sistema que afetam a produgio e o aclimulo das enterotoxinas estafilocGcicas nos queijos feitos com leite cru,
pardmetros adequados que garantam a seguranga alimentar, e exequiveis, poderao ser definidos.

Palavras-chave: queijos artesanais, enterotoxinas, Staphylococcus aureus, contagem bacteriana

INTRODUGAO

Os queijos artesanais produzidos nas regides
de Araxd, Serra da Canastra, Alto Paranaiba e do
Serro foram recentemente tombados como
patriménio imaterial (lei 14.185, de 31 de janeiro
de 2002, aprovado pelo decreto 42.645, de 5 de
junho do mesmo ano) e estudos para diagnosticar
o atual quadro de adequagdo desses queijos tém sido
realizados. O resultado desses estudos e a
implementagdo das alteracdes nas unidades
produtoras, no manuseio, transporte € comer-
cializa¢@o sdo esperados para que o consumo desses
produtos ndo represente qualquer risco para a saude
do consumidor. Além disso, o incremento na
qualidade desses produtos resultante da reorien-
tacdo nos diversos aspectos dessa cadeia alimentar
permitird que a tradicio de Minas Gerais na
producdo de queijos artesanais seja mantida, assim
como a garantia da sustentabilidade desse segmento
da agricultura familiar.

Existe uma relagdo entre contaminagio
alimentar e gastroenteritis. A presenca de
Staphylococcus aureus representa um dos
principais agentes etioldgicos dessa patogenia,
sendo que os derivados de leites e carnes estdo entre
os principais carreadores das enterotoxinas
responsiveis pela doenga. Outras espécies como S.
intermedius e S. hyicos também siao ente-
rotoxigénicas (Adeniyun et al., 1984; Hirooka et
al., 1988). Além disso tem aumentado o nimero
de estirpes coagulase negativas produtoras de
enterotoxinas. Na drea médica tais estirpes sdo
geralmente consideradas comensais do corpo
humano sendo frequentemente encontradas na
boca, garganta e em outros nichos ecolégicos
especificos. Estirpes das espécies S. simulans, S.
xylosus, S. equorum, S. lentus e S. capitis podem
produzir enterotoxina E, e as de S. chromogenes,
enterotoxina C (Vernozy-Rozand et al., 1996).
Ultimamente, no entanto, essas estirpes tém
assumido importancia pelo aumento de incidéncia
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e de patogenicidade (Von Eiff, 2002). No entanto
o papel de tais estirpes na intoxica¢ao alimentar
nio se encontra devidamente documentado
(Lotter, 1977; Bennet, 1996). As enterotoxinas
estafilocécicas (SE) pertencem a familia de
exotoxinas pirogénjicas(estafilocécias e estrep-
tocécicas), que compartilham relagdes filoge-
néticas, e funcionais. Podem ainda produzir e
secretar proteinas que exibem atividade de super
antigeno (Sag) (Balaban e Rasooly, 2000). Siao
classificadas em SEA (Staphylococcal Enterotoxin
A), SEB, SEC (SEC1, 2 e 3), SED, SEE, SEF, SEG,
SEH, SEJ (Carmo e outros, 2002). Uma
enterotoxina SEK foi descrita (Orwin e outros,
2001). Dessas, a SEA tem sido indicada como
prevalente (Holmberg,1984). A elevada resisténcia
térmica € provavelmente uma das caracteristicas
fisicas mais importantes das enterotoxinas
estafilocécicas e esse conhecimento tem sido
utilizado no processo de identificacdo das mesmas,
especialmente em kits rdpidos de identificacao.
Além disso essa caracteristica faz com que a
atividade biolégica dessas toxinas seja mantida apds
o processamento térmico geralmente aplicado aos
alimentos (Holeckova e outros, 2002), indicando
que uma matéria prima ji contaminada com
enterotoxinas estafilocécicas nio estard isenta do
seu potencial contaminante mesmo se tratada
termicamente.

Apds ingestdo do alimento contaminado,
as toxinas chegam até o sangue absorvidas pela
parede intestinal, ativam um reflexo emético,
produzindo ndusea, vémito, célicas, diarréia,
podendo também ocorrer dores de cabega, tonteira
e calafrios (Simedo e outros, 2002; Holeckova e
outros, 2002).

Em bovinos, estirpes estafilocécicas
coagulase positivas e coagulase negativas estdo
geralmente relacionadas a mastite subclinica e
cronica (Leitner et al., 2003). Podem estar
presentes em queijos produzidos com fermento
pouco ativo (Gilmour e Harvey, 1990). Estirpes
estafilocécicas podem desenvolver-se nos queijos
durante o processamento € nos primeiros estdgios
da maturagdo (Tuckey et al., 1964). Contagens
acima de 10’UFC/g tém sido relacionadas ao
acimulo de enteroxinas em diversos tipos de
queijos (Tatini et al., 1971). Em queijos Manchego
(Tatini et al., 1973) e Brick (Gomez-Lucia, et
al., 1986) a presenca de toxinas estd relacionada
a contagens de 10°UFC/g. Embora o nimero de
Staphylococci decresga durante a maturagio, as
enterotoxinas formadas podem persistir por
longos periodos nao eliminando o risco da
intoxicagdo (Koleckovi eet el., 2002). O queijo
Minas artesanal € feito com leite cru e bactérias

laticas endégenas sdo adicionadas na forma de
pingo, em substituicio aos fermentos comerciais.

O pingo €é sbéro-fermento que resulta do
dessoramento do queijo produzido no dia anterior,
rico em sal e em bactérias do dcido latico. Esse
direcionamento do processo com o fermento
enddégeno geralmente resulta numa fermentagao
favordvel, e em queijos com um padrdo organo-
léptico caracteristico da regiao. Quando o leite
ndo € obtido de maneira higi€nica, ou quando as
priticas de fabrica¢cao nao sdao acompanhadas de
prdticas assepticas suficientes para evitar
contaminagdo, a seguranga alimentar do produto
final pode apresentar-se comprometida. Uma das
principais preocupacdes dos produtores e dos
responsdveis pelas vigildncia sanitdria é a
colocagdo no mercado de um produto sem riscos
para o consumidor. Uma contaminagdo méxima
de 1,0 x 10°UFC/g de queijo é atualmente um dos
pardmetros microbiolégicos determinados pela
legislacao estadual vigente. Inexiste, no Brasil,
dados que informem sobre a relagdo entre a
populagdo estafilocécica e a presenga de toxinas
nesses queijos. Informacdes sobre esses parametros
sdo de importdncia para: i)verificar os niveis
normalmente presentes nos queijos produzidos
em diferentes regides reconhecidas como
produtoras de queijos artesanais, ii) definir e avaliar
pontos criticos de fabricagdo, iii) reavaliar niveis
estabelecidos pela legislagdo, iv) correlacionar
populagcdo microbiana e niveis detectdveis de
enterotoxinas,nos queijos v) permitir direciona-
mento para a adequacgdo fisica das unidades
produtoras,do manejo do rebanho e do trei-
namento de recursos humanos inseridos nas
unidades produtoras.

MATERIAL E METODOS

Nesta experimenta¢do queijos coletados de
14 diferentes unidades produtoras em 05
municipios da regido do Serro foram avaliados
para a presen¢a de Staphylococcus aureus e para
a presenga de suas enterotoxinas. As determi-
nacdes microbianas foram feitas nos laboratdrios
de culturas liticas do Departamento de Tecnologia
de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,
empregando-se kits rdpidos de identificacao
(Biomerieux). A presen¢a de enterotoxinas foi
determinada pelo teste qualitativo imunoen-
zimdtico:Vidas Staph Enterotoxin(SET, 30701,
Bio Merieux, Marcy-Létoile, Fran¢a) no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Fundagao Ezequiel Dias (FUNED), Belo
Horizonte, Minas Gerais. O teste permite a
deteccgdo simultinea de 7 diferentes entero-
toxinas (SEA, SEB, SEC, SEC1, SEC2, SEC3, SED
e SEE). A deteccdo foi feita no sistema
automatizado Vidas Set, de acordo com instrugao
dos fabricantes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras apresentaram CTS
(contagem total de Staphylococcus) acima
daquelas permitidas pela legislacdo atual para
queijos artesanais(decreto 42 645 de 5 de junho
de 2002). Metade das amostras(7) apresentaram
nimeros que ficaram na faixa de 1,1 x 10° - 1,0 x
105 Queijos de 29% (4) das unidades produtoras
apresentaram UFC/g que ficaram entre 1,1 x 10*
e 1,1 x 10% e portanto um a dois ciclos logaritmos
acima do mdximo atualmente permitido (1,0 x
10% - 1,0 x 10%. Os restantes 21%(3) foram de
queijos que continham concentragdes na faixa de
10¢ a 10" UFC/grama). De acordo com trabalhos
desenvolvidos em outros tipos de queijos
concentragdes de 10® UFC/g estio relacionadas
com o acimulo de toxinas em alguns queijos (
Tatini et al., 1973; Gomez-Lucia et al., 1986).
Mas hd relatos onde concentragcdes maoiores e
menores estdo envolvidas com detec¢dao de toxinas
esfilocécicas em alimentos(Otero e outros,
1988). Nesta avaliacdo, nenhuma das amostras
de queijo do Serro analisadas, colhidas em 14
propriedades da regiao apresentou concentra¢ao
de enterotoxinas em niveis detectdveis. Os
resultados encontram-se no Quadro 1.

Quadro 1- Contagem (UFC/g) de Staphylococcus
aureus e determinacdo de enterotoxinas
em amostras de queijos artesanais da
regido do Serro, Minas Gerais.

Amostra log ufc/g Teste imunoenzimditico
(positivo/negativo)
1 7, 17 negativo
2 4,74 negativo
3 5,28 negativo
4 7,17 negativo
5 5,11 negativo
6 5,72 negativo
7 7,11 negativo
8 4,15 negativo
9 5,48 negativo
10 4,65 negativo
11 5,84 negativo
12 4,48 negativo
13 5,46 negativo
14 5,26 negativo

Esse diagnéstico parcial talvez explique em
parte, a baixa incidéncia de notificagdes
relacionando o consumo de queijo Minas artesanal
e toxiinfe¢des. Embora em situacdo de cultura pura
concentragdes acima de 10°UFC/g possam estar
relacionados ao acimulo de toxinas no meio, o
leite cru por possuir uma microbiota diversificada,
dominada por bactérias ldticas, provavelmente

promove uma prote¢io natural inerente ao sistema
vivo, que € direcionado pela presenga de uma
microbiota favordvel do pingo(fermento
enddgeno). Observagdes feitas em outros tipos de
queijos artesanais produzidas em diferentes regides
do mundo indicam efeito antagonista de bactérias
laticas a Staphylococcus aureus (Nuiiez et al., 1986;
Gaya et al., 1988, Coppola,). Um sistema mi-
crobiano favordvel onde o leite cru é originado de
animais sadios, aliado a boas priticas de fabricagao
e a uma unidade de fabricagio que atende aos
requisitos basicos podem constituir a base para a
colocacdo no mercado de um produto com
seguranca alimentar para o consumidor, capaz de
manter no campo o produtor rural e de manter a
tradigdo ji reconhecida como um patriménio
imaterial e que deve ser preservada.

CONCLUSAO

Embora a contagem estafilocécica elevada
ni3o deva ser justificada em queijos e ou em qualquer
outro produto para consumo humano, ao se falar
em seguranga alimentar em relagdo a este grupo
microbiano, a detec¢do da toxina parece ser a
medida mais apropriada para garantir esta
seguranga. A preocupagdo que tem atualmente o
produtor rural em produzir um queijo com a melhor
qualidade possivel aliada a informacées geradas pela
pesquisa desses queijos, tem acumulado dados e
informagdes que num futuro préximo poderio
contribuir para a decodificagdo dos processos
biolégicos e bioquimicos que, com certeza,
protegem o queijo feito de acordo com uma tradi¢ao
centendria. Sugere-se que a determinagdo de
enterotoxinas seja feita numa amostragem
exaustiva representativa das quatro regides para se
avaliar o impacto desse grupo microbiano na
seguranca alimentar do queijo Minas artesanal.
Além disso, deve-se incrementar estudos na drea
de fisiologia das espécies bacterianas coagulase
negativas, determinando-se as condi¢des 6timas
para a produgio de enterotoxinas. Essas
enterotoxinas podem ter caracteristicas diferentes
daquelas ja estabelecidas para S. aureus. E
importante que investimentos para a pesquisa
aplicada sejam disponibilizados por institui¢des de
fomento pois, somente apds o entendimento dos
componentes do sistema que afetam a produgio e
o acimulo das enterotoxinas estafilocécicas nos
queijos feitos com leite cru, pardmetros adequados
e exequiveis poderdo ser definidos.

SUMMARY
Artisanal cheeses produced in the regions of

Araxd, Alto Paranaiba, Serra da Canastra, and Serro,
have recently been preserved as imaterial
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patrimony of the State of Minas Gerais. These
cheeses are produced with raw milk and should have
quality assurance and comply to the legislation,
and should not constitute a risk to the consumer’s
health. There is no data relating Staphylococcus
aureus (S. aureus) numbers and the presence os its
enterotoxins. In this work it was determined the
total counts of S. aureus (TCS) and enterotoxins
were determined with immunoenzymatic tests in
cheeses collected from fourteen farm units from
the Serro’s region. Half of the samples indicated a
log of TCS in the range of 5,04-6,0 ufc/g. In 29%
and 21% these counts were in the range of 4,04-
5,05 ufc/g and 6,0-7,0 ufc/g, respectively. However,
in none of these samples enterotoxins were
detected. More studies in this area should pursue
the mechanisms of enterotoxin production and
inhibition in the raw milk system.
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“IMPACTOS TECNOLOGICOS CAUSADOS NA FABRICACAO DE
QUEILJOS PELOS RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO LEITE”

Renata Golin Bueno Costa’
Verénica Lobato?

RESUMO

A presenca de antibidticos no leite constitui um fator de risco para o consumidor,
podendo causar vdrios problemas de saiide, tais como, alergias, resisténcia bacteriana e até
mesmo choques anafildticos em individuos suscetiveis. A introdugdo fraudulenta pelo
produtor ou seu uso indiscriminado para o tratamento de infec¢des no gado leiteiro sao as
principais formas de contaminac¢do do leite pelos antibidticos. Para a indistria, a presenga
de antibidticos em leite, mesmo em quantidades diminutas, acarreta problemas na fabricagao
de produtos fermentados (iogurtes, bebida lictea, queijos, coalhada), devido a sensibilidade
das culturas ldticas a grande maioria dos antibidticos. Este artigo visa relatar os efeitos
destes residuos na fabricagdo de queijos e como a sua presenca pode ser evitada.

1. EFEITOS DOS RESIDUOS DE
ANTIB[OTICOS NA INDUSTRIA DE
LATICINIOS

A presenca de antibidticos em leite,
mesmo em quantidades diminutas, acarreta
problemas na fabricacdo de queijos, manteiga e
produtos fermentados (iogurtes, bebida lictea,
coalhada), devido a sensibilidade das culturas
laticas empregadas nestas tecnologias a grande
maioria dos antibidticos utilizados no tratamento
de doencgas infecciosas dos animais. Os principais
problemas causados na indistria laticinista
incluem: diminui¢ao do crescimento das bactérias
do fermento ldtico e maturagdo incorreta de
queijos; dificuldades na produgdo de leites
fermentados; diminui¢do da produgio de icido e
flavor durante a producdo de manteiga;
diminui¢do do crescimento da cultura quando
propagada em leite desnatado reconstituido e
validade de certos testes de controle de qualidade.
Isto resulta na obtencdo de produtos inferiores
que devem ser descartados, causando prejuizos a
inddstria, que arca com os custos de limpeza de
equipamentos € com subseqiiente interrupg¢do da
programacgado de fabricagao (IDFS, 1991; Bishop
& White, 1984).

Os antibiéticos, em sua maioria, sdo
resistentes a pasteurizagdo e a esteriliza¢ao do leite,
conforme os dados apresentados na Tabela 1

(Furtado, 1999), e portanto permanecem no leite
e seus produtos apds o tratamento térmico.

1.1. Influéncia dos residuos na fabricacdo
de queijos

Segundo Fagundes & Moulin (1988) os
antibidticos agem sobre os fermentos utilizados na
fabricacdo dos queijos. A penicilina na concentragio
de 10 a 500 UI/mL € capaz de inibir totalmente o
crescimento do Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus. Concentragdes acima de 500 Ul/mL
retardam o ponto de coagulacdo de forma dose-
dependente porém, o valor maximo utilizado (5.000
Ul/mL) nido € suficiente para abolir este processo.

Normalmente, cocos sio muito mais sensi-
veis do que bacilos aos antibiéticos. O leite de
animais recém tratados com penicilina G contém,
em média, mais de 1 Ul/mL (corresponde a 600
ppb de penicilina G), quantidade mais que suficiente
para provocar a inibi¢do total de qualquer bactéria
litica. Cocos sdo inibidos por 0,05-0,3 UI/mL de
leite, enquanto que bacilos requerem de 0,3 a 0,6
UI/mL. Em queijos contendo Streptococcus
salivarius subsp. thermophilus e Propionibacterium
freudenreichii ssp. shermanii, uma dose de 0,01
UI/mL provoca acidentes, tais como, a redugido da
atividade do fermento e prejuizos na fermentagiao
propidnica, devido a forte sensibilidade destes
microrganismos (Tabela 2) (Furtado, 1999).
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Tabela 1'- Estabilidade térmica dos antibiéticos, expressa.em. percentual-de inativagdo, apds diferentes

_tratamentos térmicos. . .. -

Antibiodtico % de destruicao

| & ) - ) ~ 72°C/ 15 segundos 90°C/ 30 minutos 100°C/ 30 minutos

: “Penicilina 8% 20% 50 %

o Estreptomicina - - 66 %

’ Neomicina - - 66%
Clorotetraciclina - - 90 %
Oxitetraciclina - - 90 %
Cloranfenicol . 0%

0% . . . .0%

Fonte: Furtado’(1999)

Tabela 2 Sensib,ijlid'ade, das bactérias lticas 2 penicilina

Penicilina (UI*/ mL leite)

Microrganismo

Inibi¢do parcial - Inibicdo total
Lactococcus lactis ksyubsp. cremoris 0,05-0,17 0,1-0,5
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus 0,0017 0,025
Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus 0,1-0,3 0,3-0,6
Lactobacillus helveticus , 0{3 L R
Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis 0,017, . R T
Propionibacterium freudenreichii ssp. shermanii 0,01 ..0,05

Fonte: Furtado (1999)
*1 Ul penicilina = 0,6 micrograma

Tabela 3  Sensibilidade de. fermentos termofilicos e mesofilicos a diferentes antibiéticos

~Antibioticos (ppb)

Sensibilidade das culturas liaticas

Termofilicos (1)

Mesofilicos (2)

Penicilina 4-10 5-10
Tetraciclinas 300 - 500 500 - 2000
Estreptomicina 500 - 5000 500 - 1000
. Cloranfenicol 500 - 1000 200 - 300
Espiramicina 300 - 500 2000 - 4000

1)diferentes cepas de Streptococcus salivarius subsp.

thermophilus. - 2) cepas individuais de

Lactococcus lactis subsp. lactis / Lactococcus lactis subsp. cremoris e Lactococcus lactis subsp.
lactis biovar diacetylactis em trés cultivos mesclados. Fonte: Castafieda (2002)

Outros antibiéticos também afetam o
desenvolvimento das bactérias ldticas, assim como
a penicilina e apresentam forte influéncia sobre
fermentos termofilicos, constituido por diferentes
cepas de Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus e fermentos mesofilicos (cepas
individuais de Lactococcus lactis subsp. lactis /
Lactococcus lactis subsp. cremoris e Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetylactis em trés
cultivos mesclados) (Tabela 3) (Castaiieda, 2002).

A acidificacdo promovida pela fermentacdo
das bactérias ldticas adicionadas no processo
tecnolégico, tem diversos objetivos no queijo, tais

= A) EPAMIG
= :
: Instituto de Laticinios ndido Tostes

como, favorecer a drenagem do soro, regular o
teor final de minerais e preparar a coalhada para a
maturagdo, sendo esta etapa responsivel pelas
caracteristicas finais do queijo, tais como, aroma,
sabor, textura e consisténcia. O aumento da acidez
deve-se a a¢do das bactérias lticas que na presenca
de residuos de antibidticos, leva a formacdo de uma
coalhada sem acidez suficiente, queijos com dessora
deficiente, apresentando alteragbes nas suas
caracteristicas sensoriais (Castafieda, 2002).

Segundo a Federacdo IDFS (1991) e Furtado
(1999) alguns problemas sdo encontrados quando
ocorre a fabricagdo do queijo com leite contendo
antibidticos:
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» fermentacdo do leite: o leite usado para
a fabricacdo do fermento nio coagula,
mesmo tendo sido esterilizado por uma

! : hora e repicado com cultura em plena
atividade;

* ponto de massa: a massa no tanque nao

} atinge o ponto, fica imida e meio

pastosa, mesmo apds o cozimento e/ou
semicozimento e agitacdo prolongada.
Como o fermento € praticamente
destruido, nao hd produgio de acidez
dentro do grao, que nao adquire
porosidade e retém mais soro;

* dessora: o queijo ndo dessora bem e

(‘ mesmo apds a prensagem, fica macio
demais devido ao aumento da umidade
na massa € quando pressionado com as
maos, apds o corte, libera soro em
quantidade anormal;

» fermenta¢do do queijo: o queijo ndao
fermenta adequadamente e portanto, o seu
pH ndo abaixa aos niveis desejados. Por
exemplo, um queijo Prato apresentaria pH
entre 5,1 e 5,3 em 24 horas; com a
inibicdo por antibiéticos, o pH estaria
muito acima desta faixa. Para a fabricacdo
de queijo Mussarela ou Provolone a massa
ndo fila e pode levar mais de 48 horas para
fermentar de maneira adequada;

» formagdo de gds: aumenta o risco de
formacgdo de gds por coliformes, ji que
estes sd0 muito mais resistentes a
antibiéticos do que as bactérias liticas e

e

e s T

encontrardo no queijo um alto teor de
lactose que nio foi fermentada pelas.
bactérias laticas. O queijo Camembert
fabricado com leite contendo
concentragdes de penicilina de 0,5 - 1,0
Ul/mL apresenta-se como um produto
impregnado de gés. Para o queijo
Cottage, pequenas concentragdes de
tetraciclina interagem com a caseina e
célcio, impedindo a coagulagao
(Fagundes & Moulin, 1988);
maturagdo: o queijo ndo matura
adequadamente, vindo a constituir o
chamado “queijo morto”, ou seja, um
queijo meio borrachento, de sabor e
aroma muito fracos (Federagao IDFS,
1991 e Furtado, 1999).

Sbampato et al. (2000) avaliaram os efeitos
da presenca de residuos de antibidticos (penicilina,
estreptomicina e tetraciclina) sobre os aspectos
tecnolégicos da fabricagdo de queijo. Dentre os
antibidticos utilizados, a penicilina nas concen-
tragdes de 100, 200 e 400 UI/mL ni3o alteraram o
tempo de coagulagdo do leite na fabricagio de queijo,
embora ocorreram uma coagulagiao deficiente e leve
sinérese na concentra¢do de 400 Ul/mL. A utiliza¢do
da estreptomicina (1, 2 e 4 Ul/mL) provocou um
aumento no tempo de coagulacdo proporcional as
doses empregadas. Enquanto que, a concentragio de
tetraciclina de 4 mg/mL causou deficiéncia na
coagulaciao do leite, devido a menor atua¢ao do
fermento e redugdo de acidificagao (Tabela 4).

Tabela 4 Tempo médio (n = 4) de coagulagdo dos queijos
i Tempo Testemunha Tratamento
! (min) Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
(UI/mL) (UI/'mL) (ng/mL)
100 200 400 1 2 4 1 2 4
40 X X X X
50 X X X
55 X X
60 X
Fonte: Sbampato et al. (2000)

Tabela S Efeitos de diferentes concentragdes de penicilina na fabricagdo de queijo tipo Suigo
Concentracio de Acidificacdo Evolucdo em 3 meses
Penicilina no leite (UI/kg) (°D)
3 59,2 Sem defeitos
5 52 Numerosas pequenas olhaduras/flavor forte
8 38 Fermentag@o butirica/ forte flavor indesejivel
Controle 77,4 Sem defeitos

Fonte: Castafieda (2002)
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" Tabela 6

Efeitos da espiramicina, estreptomicina e tetraciclina na elaboragdo do queijo Suico

Concentracao no leite

Acidificaciao (°D)

Evolucio em 3 meses

Espiramicina 1000 Ul/kg 78,1
Estreptomicina 1000 ppb 73

Tetraciclina 200 ppb 68,2
Controle 76

Odor de 4cido butirico/flavor indesejivel/
olhaduras irregulares
Pontos escuros na massa/forte flavor indesejivel
Alguns pontos escuros/flavor indesejivel
Sem defeitos

Fonte: Castafieda (2002)

Segundo Castafieda (2002) em concentra-
¢bes muito baixas de penicilina (3 - 4 Ul/kg)
observa-se problemas na acidificagio e na evolugao
sensorial do queijo tipo Suigo apés 3 meses de
maturagdo (Tabela 5). Outros antibidticos, tais
como espiramicina, estreptomicina, tetraciclina,
mesmo em baixas concentragdes no leite também
produzem graves problemas no queijo tipo Suico
durante sua elaboragio e no final da sua maturacao
(Tabela 6).

2. METODOS PARA DETECGAO DE
RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO
LEITE

Os primeiros testes utilizados para detec¢iao
de residuos de antibidticos foram baseados na
detec¢do da inibi¢ao de crescimento de organismos
testes. No entanto, apresentavam como
desvantagem o tempo prolongado (até 3 horas)
para obtencdo do resultado, tornando-se
impraticdvel para a rotina de liberacdo de leite
em plataformas de recep¢ao da indistria. Nas
décadas de 70 e 80 foram desenvolvidos testes
rapidos e, atualmente, existem virios métodos de
detec¢io comumente utilizados, tais como: testes
inibidores de crescimento microbiano, testes
imunoldgicos, testes receptores e enzimas e alguns
métodos especiais (Mitchell et al., 1995).

Os testes para detec¢cao de residuos de
antibidticos podem ser divididos em qualitativos,
quantitativos ou semi-quantitativos. Os testes
qualitativos empregam um valor de corte para
classificar as amostras como positivas ou
negativas relativamente a concentra¢io de uma
droga especifica. Testes quantitativos exigem que
controles abrangendo uma larga faixa de
concentracdo de droga sejam testados com cada
amostra, permitindo assim quantificar o residuo
pela extrapolagdao de uma curva padrao. Os testes
semi-quantitativos sdo similares aos quantitativos,
exceto pelo fato de que os resultados sido
interpretados relativamente a um intervalo de
concentracdo da droga, isto €, negativo,
relativamente positivo ou altamente positivo,
comparados com um intervalo de controles feitos

2.1. Tipos de testes utilizados na
deteccao de residuos de
antibidticos em leite

1. Testes baseados na inibicao do
crescimento bacteriano

Nestes testes a amostra de leite-€ colocada
em contato com um microrganismo sensivel.
Adicionam-se nutrientes e, apés um periodo de
incubagdo, se houver a presenca de residuos na
amostra, observa-se a auséncia do crescimento
bacteriano. Na auséncia de residuos, o crescimento
bacteriano é evidenciado pela produgao de icido,
reducdo de corantes ou pela formagao de uma
camada visivel de crescimento na superficie de
dgar (Carraro & Veiga, 2000).

As principais vantagens destes testes sdo:
seu baixo custo, a facilidade de execugdo e a
possibilidade de diversas amostras poderem ser
analisadas simultaneamente. Como desvantagem,
os testes microbiolégicos apresentam um elevado
tempo de incubagdo, além de poderem ser afetados
por inibidores naturais (Mitchell et al., 1998).
Alguns testes nao podem ser realizados pelo
produtor na fazenda, pois exigem equipamentos,
instalacoes e pessoal adequados (Oliveira, 1998).

Como exemplo destes testes, tém-se:
Delvotest P/SP, ADM, prova do disco (BSDA),
método oficial brasileiro, método T.T.C., método
da redutase modificado para detectar antibidticos
no leite e método de acidificagdo do iogurte
indicador (Carraro & Veiga, 2000).

2. Testes imunoldgicos

Os testes baseados em reagdes imunoldgicas
e/ou enzimdticas oferecem uma alternativa
prética aos sistemas microbioldgicos, destacando-
se: a rapidez e a simplicidade de execucdo; a
exigéncia de menor conhecimento técnico na sua
execucgdo; a maior especificidade para determi-
nados antibidticos e a possibilidade de detec¢ao
de outros agentes antimicrobianos, além dos
antibiéticos (Seymor et al., 1998).

Estes métodos sao baseados na reacido do
antibiético (antigeno) com um anticorpo

e e e
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especifico. Os testes que utilizam este principio
empregam substdncias radioativas, ou empregam
enzimas, na técnica conhecida como ELISA.
Alguns exemplos sdo: CITE Probe, Lac Tek e
Charm II. Na técnica ELISA, quando uma amostra
é positiva, hd alteragdo de cor, que pode ser
visualizada (Mitchell et al., 1998).

3. Testes receptores e enzimas

Diferente dos testes imunolégicos, que
empregam anticorpos especificos para detectar um
antimicrobiano particular, alguns testes usam
receptores especificos que detectam vdrias classes
de substdncias antimicrobianas. Como exemplo,
pode ser citado o SNAP, que é um teste enzimdtico,
com receptor especifico no qual os Beta-lactdmicos
sdo capturados por uma proteina em um suporte
pldstico (Brito, 1998; Mitchell et al., 1998).

4. Métodos especiais

Estes métodos incluem: cromatografia
gasosa e em camada delgada, HPLC, eletroforese,
outros métodos enzimdticos e alguns métodos
microbiolégicos. Nao sdao usados como rotina, mas
para propésitos especiais, como por exemplo, em
casos que necessitam confirmacdo. Esses testes
permitem identificar e quantificar o antibiético
presente na amostra. Na maioria dos casos, hd
necessidade de equipamentos sofisticados e
demandam pessoal treinado para o uso. Para alguns
métodos quimicos, o leite necessita ser
desengordurado e desproteinizado antes da
avaliagcdo. (Brito, 1998).

A Tabela 7 apresenta os testes disponiveis
comercialmente para detec¢io de residuos de anti-
biéticos no leite e o principio em que se baseiam.
Cada teste apresenta vantagens e desvantagens,
como por exemplo, a ocorréncia de falso-
negativos, naqueles com baixa sensibilidade e de
resultados falso-positivos, algumas vezes devido
a presencga de substidncias antimicrobianas naturais
(lactoferrina, lisozima) ou mediadores do processo
inflamatério, que interferem nos resultados dos
testes (Costa, 1996). Segundo Mitchell et al..
(1998) testes com baixa especificidade também
leva a resultados falso-positivos. Andrew et al.
(1997) obtiveram um aumento na probabilidade
de falso-positivos possivelmente relacionado com
o aumento da gordura e/ou proteina do leite. O
aumento da contagem de células somdticas no leite
durante a infec¢do intramamadria, acompanhada
de uma rdpida elevagdo de componentes do plasma
também produzem resultados falso-positivos
(Carlsson et al., 1989).

Tabela 7 Testes disponiveis para detec¢do de
residuos de antibidticos no leite e o
principio em que se baseiam.

Principio do Teste Teste
Inibi¢do do
crescimento
microbiano

Teste do disco
BR-Test

BR-Test “Blue Start”
BR-Test AS

Charm Farm Test
Charm inhibition assay
Delvotest — PO
Delvotest — SPO

Charm Cowside Test
Charm I Test
Charm II Test

CITE Probe
(Beta- lactimicos)

CITE Probe (tetraciclina,
gentamicina)

CITEO Sulfa-trio
(sulfametazina,
sulfatiazol, sulfametoxina)
EZ-Screen

Lactek (Beta-lactimicos,
sulfametazina, gentamicina)
Signal Neomycin Detection
Test, Signal Foresite
Gentamicin, Signal
Gentamicin, Signal Foresite
Sulfamethazine

Enzima Penzyme, IDEXX Snap test
Aglutinacdo em latex Spot test

Receptor

Ligacao a proteina

Imunoenzimadtico
(ELISA)

FONTE: Seymor et al. (1998); Fonseca &
Santos (2000).

3. PREVENCAO DE RESIDUOS DE
ANTIBIOTICOS NO LEITE

A responsabilidade pela prevencgido de
residuos de antibiéticos no leite deve ser dividida
entre o produtor rural, a indistria e os érgaos
fiscalizadores. A prevenc¢do bédsica baseia-se em
respeitar o periodo de caréncia de cada firmaco
indicado nas bulas dos medicamentos e também
seguir alguns critérios de manejo, tais como:

° O uso de antibiéticos no periodo seco
(inicio da secagem) traz melhores
resultados na cura de mastites (tanto
clinica como subclinica). No entanto,
seus principios ativos sdo liberados mais
lentamente e os periodos estabelecidos
pelos fabricantes tém de ser respeitados
rigorosamente;

* Ordenhar os animais em tratamento por

1s (Mitchell et al., 1998).
&L EPAMIG
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dltimo, separadamente do rebanho;
Nao misturar o leite de vacas tratadas
ou em periodo de caréncia com o de
outras. Identificar esses animais,
primeiro na ficha de controle e, depois,
com fitas ou cordas coloridas no
pescogo, ldpis marcadores;

Lavar e higienizar bem tubulagdes e
coletores ao usar ordenhadeiras
mecanicas. O leite de até 20 vacas pode
ser contaminado com apenas 25 mL de
leite, de uma vaca tratada com

leite em tempo superior ao normal, por
razdes como a via de administragio e
associacdes de medicamentos. Animais
de maior produgao tendem a eliminar
esses produtos mais rapidamente;

* Aplica¢ido de doses superiores, por
tempo maior ou por vias nio
recomendadas pelo fabricante,
determina periodos mais longos de
elimina¢do do produto no leite
(Produtor Parmalat, 2000).

A Tabela 8 apresenta o periodo de caréncia
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Continuagédo

Nome comercial

Principio Ativo

Periodo de caréncia

Antidiarréico vallee

Gentaflex
Gentocin

Gentrin

Mastifim

Leocilin injetdvel

Lincocin forte

dos principais medicamentos veterindrios para uso

antibiético; Is 1 | Neobiotic
* Algumas vacas eliminam antibiético no em vacas leiteiras. { Biotef
’, Furacin
Tabela 8 Periodo de caréncia dos principais medicamentos veterindrios: para uso em vacas leiteiras i Norflomax
! Bisolvomycina
Nome comercial Principio Ativo Periodo de caréncia T Bivatop
Clamoxyl Amoxicilina 3 dias ‘ Kuramicina
Clavamox Amoxicilina 3 dias Oxtetraciclina L.A
Bovigan VS Ampicilina + cloxacilina 5 dias } Oxivet L.A
Ampiclox L.C. Ampicilina + cloxacilina 5 dias l Reverlin
Agroplus Ampicilina + sulfato de colistina + 1 Teldrin
acetato de dexametsona Ap6s a 5* ordenha ' Terralon
Vetimast Cefacetril 4 dias ! Terramicina
Cefalexina + neomicina 6 a 10 dias !

Riexine 500
Rilexine 200

Cefalexina + neomicina + prednisolona

Cepravin Cefaldénio
Pathozone Cefaperazone sédico
Spectrazol Cefaroxina
Mastizone Cefaperazone sédico
Quemicetina Cloranfenicol

Coopertet L.A.

Cloridrato de oxitetraciclina

3 dias e meio ou apés a 7* ordenha
Nio administrar em vacas em lactagao
3 dias e meio
Ap6s a 5* ordenha
3 dias e meio
Niao administrar em vacas em lactagao
Nao administrar em vacas em lactagao

Nio administrar em vacas em lactagao

Oxitrat Cloridrato de oxitetraciclina

Oxitape L. A Cloridrato de oxitetraciclina Naoadministrar em vacas em lactagio
Landamicina AP-200 Cloridrato de oxitetraciclina Nao administrar em vacas em lactagao
Talcin Cloridrato de tetraciclina Nio administrar em vacas em lactagao
Anamastit L-200 Cloxacilina 2 dias

Obenin Extra Cloxaciliina Nao administrar em vacas em lactagio
Advocin Danofloxacin Naoadministrar em vacas em lactagao
Tetradur L. A Diidrato de oxitetraciclina Nao administrar em vacas em lactagao
Baytril Enrofloxacina 3 dias

Flotril Enrofloxacina 3 dias

Nome comercial Principio Ativo Periodo de caréncia

Iflox 10% Enrofloxacina 3 dias

Neoflox 5% Enrofloxacina 3 dias

Quinotril Enrofloxacina 3 dias

Flumast Espiramicina + neomicina 4 dias

Agromastit Estreptomicina 4 dias

Nuflor Florfenicol Nio administrar em vacas em lactagdo

Instituto de Laticinios Candido Tostes

Continua

Terramicina L.A
Pencivet
Penfort
Septipen
Tetra-Delta

Nome comercial
Pentabiético
Potencilin
Agrodel 5.000.000
Agropen
Prontocilin
Hertabiético

Agrovet 5.000.000

Agrovet Plus

Agrovet PS

Pirsue Gel Aquoso
Sulfamax

Tridex
Sulfametropim
Rodissulfa

Ftalilsulfatiazol + sulfamerazina +
clortetraciclina

Gentamicina

Gentamicina

Gentamicina

Gentamicina

Hidroiodeto de penetamato

Lincomicin + neomicinaetilprednisolona
Neomicina

Neomicina + clorobutanol + hidrocortisona
Nitrofurazona

Norflomax

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

Penicilina + estreptomicina

Penicilina + estreptomicina

Penicilina + estreptomicina

Penicilina + novobiocina + polimixina B +
diidroestreptomicina

Principio Ativo

Penicilina benzatina

Penicilina G

Penicilina G + estreptomicina

Penicilina G + sulfato de hidroestreptomicina
Penicilina G + sulfato de hidroestreptomicina
Penicilina G benzatina + penicilina G
procaina + penicilina G potdssica + sulfato
de estreptomicina

Peniciiina G potdssica + penicilina procaina +
estreptomicina

Penicilina G procaina + diidroestreptomicina +
piroxican

Penicilina G procaina + diidroestreptomicina
Pirlimicina
Sulfadiazina + trimetropin

Sulfadiazina + trimetropin

Sulfameaxazol sédico + trimetropim

Sulfametazina

3 dias

5 dias

5 dias

5 dias

5 dias

3 dias

2 dias e meio
1 dia e meio

1 dia

5 dias

5 dias
Nio administrar em vacas em lactacdo
Nio administrar em vacas em lactagao
Nao administrar em vacas em lactagdo
Niao administrar em vacas em lactacdo
Nao administrar em vacas em lactagao
Nido administrar em vacas em lactacdo
Niao administrar em vacas em lactacdo
Nio administrar em vacas em lactagao
Nao administrar em vacas em lacta¢dao
Niao administrar em vacas em lactagao
Nio administrar em vacas em lactagido
Niao administrar em vacas em lacta¢dao
Nido administrar em vacas em lactagao

7 dias
Periodo de caréncia
3 dias
3 dias
3 dias
Apés 10" ordenha
4 dias

Nio administrar em vacas em lactagao

2 dias

3 dias
3 dias
1 dia e meio
3 dias
3 dias
3 dias
5 dias

Continua
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Continuagao

Nome comercial Principio Ativo

Periodo de caréncia

Tridoxin Sulfametaxazol 3 dias
Sultrin Sulfametaxazol + trimetropim 3 dias
Sulfin jex Sulfametoxipiridazina 3 dias
Cursonegril Sulfamilacitamida 3 dias
Leocilin mastite aguda Sulfato de framicetina, sulfato de

diidroestreptomicina e hidroiodeto de penetamato 4 dias

Leocilin vaca seca
hidroiodeto de penetamato

Micotil Tilmicosina

Tyladen Tilosina

Tylan 200 Tilosina

Bactrosina Triidrato de amoxicilina
Borgal Trimetropim + sulfadiazina
Tribissen Trimetropim + sulfadiazina
Trissulfin Trimetropim + sulfadiazina

Sulfato de framicetina, penicilina benetamida e

Periodo seco minimo de 28 dias

Nio administrar em vacas em lactacao
4 dias

4 dias
2 dias
5 dias
5 dias
5 dias

Fonte: Produtor Parmalat (2000)

Segundo o Comité do Codex Alimentarius
(2000), a responsabilidade da indistria quanto a
presenca de residuos de antibiéticos no leite estd
centrada no controle de qualidade do leite cru na
plataforma, por meio da detec¢iao de residuos de
antibidticos e na orientacdo dos produtores rurais
quanto as boas praticas de manipulagdo de leite. Os
organismos fiscalizadores devem verificar os
sistemas preventivos de residuos de antibidticos na
indistria para que sejam adequados, vilidos e eficazes
na manutengdo de um abastecimento inécuo de leite
e seus derivados. O processo de prevengio de residuos
de antibiéticos na cadeia do leite deve ser efetuado
em todas as etapas da cadeia, desde a obtengdo da
matéria prima até o produto final.

4. CONCLUSAO

Segundo Mitchell et al. (1998), a populagio
mundial continuard crescendo, e para atender essa
demanda a producdo animal se tornard cada vez
mais intensiva e eficiente, podendo ser acompanhada
pelo aumento da utilizagdo de antibidtico terapia.

Por isso, para maior seguranga no consumo
de leite e seus derivados de boa qualidade, tanto no
que diz respeito a2 manutengdo de sua composi¢do
quimica natural, como também desprovido de
substdncias que possam levar a uma série de
problemas de saide, torna-se necessirio métodos
para andlise de residuos de antibiéticos em alimentos
que sejam mais simples, sensiveis, ripidos e de baixo
custo. Esses testes podem permitir um maior
controle de residuos de. antibiéticos por parte das
indistrias e também na realiza¢do de uma fis-
calizagﬁo eficiente pelos 6rgdos competentes para
'a legislagdo.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a composi¢do fisico-quimica do leite
de bifala (Bubalus bubalis) da ragca Murrah objetivando criar pardmetros para a regiao do
nordeste Argentino. Entre julho de 2001 e junho de 2002, analisaram-se quinzenalmente
amostras de leite provenientes de vinte biifalas de uma fazenda leiteira, situada no estado de
Corrientes, Argentina, que estd localizada numa regido de clima subtropical imido com
precipitagdes anuais de 1.200 a 1.400 mm, temperatura média de 21,5°C e 75% umidade
relativa do ar. Os valores médios encontrados foram: densidade 1,035 + 0.00 g/ml; acidez
20,04 + 3,19°D; pH 6,70 + 0,17; sélidos totais 16,91 + 2,44%; gordura 7,61 = 2,07 %;
proteina 3,66 + 0,90 %; lactose 4,52 + 0,26 % e cinzas 0,84 + 0,08 %. Os resultados deste
experimento foram comparados com os de outros autores.

INTRODUCAO

A Argentina possui o terceiro rebanho
bubalino das Américas, depois do Brasil e Venezuela.
(Vale, 1999), estimado em 57.400 animais e dis-
tribuidos nos seguintes estados: Corrientes, Formosa,
Chaco, Misiones, Buenos Aires, Entre Rios,
Tucumdén, Mendoza e San Luis (Crudeli et al, 2002).
O estado de Corrientes € o que tem a maior quantidade
de cabecas do pais, mais de 60% do total.

A exploracdo de bifalos tem sido, princi-
palmente, voltada para a produg¢do da carne.
Entretanto, a produgdo de leite comega a ser uma
realidade em virtude da presenca de fazendas
leiteiras localizadas nos estados de Corrientes,
Misiones, Formosa, Santa Fe, Buenos Aires e
Tucumién. As principais ragas leiteiras do pais sao
a Mediterranea, Murrah e as Mestigas destas duas.

*  PI-615. Subsidiado por S.G.C.y T. - UNNE
Artigo traduzido e corrigido para o pornfgu
1 Profesor Investigador Médico Veterinario.

Veterinarias. Universidad Nacional del Nordeste.
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A composigao fisico-quimica do leite de biifala
da raga Murrah tem sido estudada em paises como a
India (Rao y Dastur, 1955, 1956; Rao y Nagarcenkar,
1977; Basu y Rao,1979; Dubey et al., 1977, 1998;
Sharma et al., 1980; Suman et al., 1998), Bulgaria
(Shalichev y Polihronov, 1969) e Brasil (Nader Filho,
et al., 1986; Tonhati et al., 2000).

Na Argentina existem poucos trabalhos
sobre a composi¢do fisico-quimica do leite de
biifala (Patifio et al., 1999, 2000) e nenhum sobre
o leite da raga Murrah em especial, sendo que
principalmente os componentes de gordura,
proteinas e sélidos totais tem uma grande im-
portdncia comercial, pois influenciam os rendi-
mentos dos produtos derivados do leite (Huhn et
al. 1986; Veruma et al., 1993).

O objetivo do presente trabalho foi deter-
minar a composig¢do fisico-quimica do leite de biifala
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(Bubalus bubalis) da raga Murrah objetivando criar
pardmetros para a regiao do nordeste Argentino e
compard-la com a obtida por outros autores.

MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado entre os
meses de julho de 2001 e junho de 2002, na fazenda
leiteira “Santa Maria del Rosario”, situada no
departamento de San Cosme, estado de Corrientes,
distante 30 km da capital Argentina. A regido € de
clima subtropical imido, com precipitagdes anuais
entre 1200 e 1400 mm e médias de temperatura de
21,5°C e umidade relativa do ar de 75%.

O experimento foi conduzido com vinte
bifalas da raca Murrah de primeira até a quarta
lactagdo, todas ordenhadas uma vez ao dia, no
periodo da manhd, recebendo a mesma alimen-
tacdo, que consiste em pastagens naturais de
gramineas de baixa qualidade.

Obtiveram-se quinzenalmente, amostras de
200 ml de leite da ordenha total de cada bifala,
que foram conservadas para transporte em
temperaturas entre 5 e 8°C em caixas isotérmicas
e gelo até sua chegada ao laboratdrio.

No laboratério as amostras foram mantidas
a 4°C até seu processamento para efetuar as
seguintes determinagdes: densidade por lactodensi-
metro (Association of Official Analitical
Chemists, 1975); acidez por acidimetro de Dornic

Chemists, 1980); pH por potenciémetro e cinzas
por incineragao em mufla (Association of Official
Analitical Chemists, 1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 mostramos os resultados ob-
tidos no presente trabalho.

A densidade encontrada no presente trabalho
foi igual a encontrada por Nader Filho et al. (1986)
e superior a descrita por Shalichev e Polihronov
(1969), que registrou 1,032 g/ml

A acidez foi inferior a relatada por Nader
Filho et al.(1986) que determinou um valor de
22,3°D em seu estudo, sendo que os valores
normais de acidez tituldvel do leite de bifala ndao
devem ser interpretados sob os padrdes empre-
gados para o leite bovino (13-18°D), pois o leite
bubalino possui maior quantidade de caseina que o
leite bovino (Furtado, 1979; Nader Filho et al,
1986).

O pH medido nas amostras estudadas foi
um valor intermedidrio entre os valores pu-
blicados por Dubey et al. (1998), 6,64 + 0,02 ¢
os descritos por Rao y Dastur (1955, 1956) e
Nader Filho et al. (1986), que encontraram 6,74
em ambos os estudos.

Na anilise dos valores dos componentes do
leite abordados neste trabalho e descritos por outros
autores (Tabela 2), comprova-se uma importante

(Association of Official Analitical Chemists,
1975); gordura por método butirométrico de
Gerber (British Standars Institution, 1955);
proteina por método de Micro-Kjeldahl (British
Standars Institution, 1966); extrato seco total
por método direto (Association of Official
Agriculture Chemists, 1965); lactose por método
polarimétrico (Association of Official Analitical

variagdo dos mesmos, inclusive dentro do mesmo
pais, devido a fatores intervenientes no momento
de realizar os estudos, que foram comprovados e
que podem afetar a composi¢do do leite, tais como
o nimero de partos (Furtado, 1979; Dubey et al.,
1997, 1998; Suman et al., 1998), as condi¢des
climdticas (Furtado, 1979) e a alimentacdo (Ganguli,
1979; Furtado, 1979; Tripaldi et al., 1997).

Tabela 1: Composi¢do fisico-quimica média do leite de biifalas Murrah obtido em Corrientes

Densidade Acidez pH Sélidos Gordura Proteina Lactose Cinzas
(g/ml) (° Dornic) Totais (%) (%) (%) (%) (%)
1,035 + 0,00 20,04 + 3,19 6,70 + 0,17 16,91 + 2,44 7,61 = 2,07 3,66 =+ 0,90 4,52 + 0,26 0,84 = 0,08

Tabela 2: Composi¢ao quimica (%) do leite de bifala da raca Murrah, segundo distintos autores

Pais Solidos Gordura Proteina Lactose Cinzas Autores
Totais

[ndia 17,24 7,38 3,60 5,48 0,78 Rao y Nagarcenkar, 1977
India 17,02 6,96 — — — Basu y Rao, 1979

India 16,79 7,40 3,94 — 0,74 Sharma et al. 1980

{ndia 17,01 7,65 3,81 4,83 — Dubey et al. 1997

{ndia 23,76 10,56 5,34 4,33 — Suman et al. 1998
Bilgaria 18,31 8,03 4,51 4,75 0,91 Shalichev y Polihronov, 1969
Brasil 15,64 5,60 — —_ — Nader Filho et al. 1986
Brasil - 7,1 4,42 — . Tonhati et al. 2000
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~ Tabela 3: Comparagao da composi¢do quimica (%) de leite de biifala da raga Murrah obtida neste estudo

com a informagdao de outros autores.

Sélidos Totais Gordura Proteina Lactose Cinzas
Outros autores 15,64 - 23,76 5,60 - 10,56 3,60 — 5,34 4,33 -5,48 0,74 - 0,91
Presente trabalho 16,91 = 2,44 7,61 = 2,07 3,66 = 0,90 4,52 + 0,26 0,84 = 0,08

(*) Rao y Nagarcenkar, 1977; Basu y Rao, 1979; Sharma et al., 1980; Dubey et al., 1997; Suman et
al., 1998; Shalichev y Polihronov, 1969; Nader Filho et al., 1986; Tonhati et al., 2000.

Os valores médios estudados sobre a
composicdo fisico-quimica do leite de bifala neste
experimento encontram-se dentro dos padrdes
encontrados por outros autores (Tabela 3).

CONCLUSOES

Os valores da composi¢do fisico-quimica
do leite de biifalas da raga Murrah obtidos no
presente estudo, que foram similares aos obtidos
por outros autores, permitirio aos pecuaristas,
dispor de pardmetros no momento de selecionar
ragas bubalinas destinadas as fazendas leiteiras.
Ainda assim, se faz necessdrio aprofundar os
estudos sobre leite das diferentes ragas bubalinas
existentes na Argentina, visando estabelecer
normas e padrdes especificos para as mesmas, para
que nao se empregue as utilizadas para leite bovino,
considerando-se que podem induzir a erros na
interpretacdo, ao se trabalhar com leite bubalino
misturado com leite bovino.
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