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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da adicao de diéxido de carbono (CO5)
sobre a qualidade dos leites cru e UHT. Inicialmente, o leite cru adicionado ou ndo
de CO,foi armazenado em garrafas de vidro a 4 e 7°C e amostras foram avaliadas
diariamente quanto a contagem padrdao em placas, psicrotréficos e Pseudomonas
spp. € a cada dois dias quanto a concentracdo de CO,, protedlise e lipdlise, até
que a contagem padrdo em placas atingisse 7,5x10° ufc/mL. O delineamento
experimental utilizado foi o de sub-sub-parcelas divididas e os resultados foram
avaliados por andlise de variancia multivariada, pelo teste de médias de Tukey
(p<0,05) e através do modelo matematico de Gompertz. A contagem padréo
aumentou ao longo do tempo para todos os tratamentos e o tempo de
conservacao foi de 14 dias para o leite armazenado a 4°C adicionado de CO» e de
5 dias para o armazenado a 7°C n&o adicionado de CO, Independente da
temperatura de armazenamento, a adicao de CO, estendeu o tempo de fase lag e
de geragdo dos micro-organismos psicrotroficos e reduziu sua taxa de
crescimento. O leite adicionado de CO. apresentou menor protedlise e lipdlise
quando comparado ao ndo adicionado devido ao menor desenvolvimento de
psicrotroficos. Com base nesses resultados, definiu-se o armazenamento do leite
cru adicionado ou ndao de CO, a 4°C por 6 dias antes do processamento UHT.
Nesta etapa, o leite cru adicionado ou ndo de CO, foi armazenado em tanques de
expansao antes do processamento UHT (140°C/5 s). O leite cru foi avaliado no dia
da recepgdo e apls 6 dias de armazenamento quanto a composigéo fisico-
quimica, protedlise, lipdlise e contagens microbianas. Apos o processamento, as
amostras foram avaliadas durante 120 dias quanto a composicao fisico-quimica,
lipolise e protedlise. O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas
subdivididas em blocos com trés repeticoes. Os resultados foram avaliados por
analise de variancia e teste de médias de Tukey (p<0,05). Apdés 6 dias de
armazenamento a 4 °C o leite cru adicionado de CO, manteve sua qualidade
fisico-quimica e microbiolégica enquanto que o leite ndo adicionado sofreu perda
significativa de qualidade. A taxa de aumento de protedlise foi 1,4 vezes maior no
leite  UHT produzido a partir de leite cru nao adicionado de CO. quando
comparado a amostra produzida com adicdo de CO,. Em ambas as amostras, a
protedlise foi decorrente tanto da acdo de plasmina como de proteases
microbianas. Entretanto, o leite UHT produzido a partir de leite cru ndo adicionado
de CO. apresentou maior acdo de proteases microbianas, caracterizada pelo
aumento de peptideos menos hidrofobicos. A lipdlise aumentou para as duas
amostras durante os 120 dias e foi maior no leite UHT produzido a partir de leite
cru ndo adicionado de CO,, Os resultados mostraram que a adicao de CO. ao leite
cru preservou sua qualidade fisico-quimica e microbiolégica durante o
armazenamento refrigerado e afetou positivamente a manutengéo da qualidade do
leite UHT durante seu armazenamento.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of the CO, addition on the raw
and UHT milk quality. First, raw milk with or without CO, addition was stored in
glass bottles at 4°C and 7°C and daily analyzed to standard plate count,
psychrotrophic bacteria count and Pseudomonas spp. and every other day to CO»
concentration, proteolysis and lipolysis until standard plate count reached 7,5x10°
ufc/mL. Split-split-plot design was used and the results were evaluated by
multivariate variance analysis, Tukey’s test (p<0,05) and by Gompertz model. The
standard plate count increased throughout the time for all treatments and the
preservation time was 14 days for CO, added raw milk stored at 4°C and 5 days for
raw milk without CO, addition stored at 7°C. Independent of the storage
temperature, CO, extended the lag phase, increased the generation time and
decreased the growth rate of psychrotrophic bacteria. Milk with CO, addition
presented lower proteolysis and lipolysis, related to the slower psychrotrophic
bacteria development. Based on these results, it was defined a storage of raw milk
with and without CO, addition in bulk tanks at 4°C during 6 days before UHT
treatment (140°C/5 s). Raw milk was evaluated to physical-chemical composition,
proteolysis, lipolysis and microbial counts in the day of reception and after 6 days
of storage. After processing, samples were evaluated to physical-chemical
composition, lipolysis and proteolysis. Split-plot design was used with three
replications. The results were evaluated by analysis of variance (ANOVA) and
Tukey’s test (p<0,05). After 6 days of storage at 4°C, CO, added raw milk kept its
physical-chemical and microbiological quality, while raw milk without CO, addition
had significant losses. Proteolysis increased ratio was 1,4 higher in UHT milk
produced with raw milk without CO, addition when compared to UHT milk
produced with CO.. In both samples proteolysis was a consequence of plasmin
and microbial proteases action, but the sample produced with raw milk without CO»
addition presented higher microbial proteases action, characterized for the
increase of less hydrophobic peptides. Lipolysis increased for both samples during
the 120 days of storage and it was higher in UHT milk produced from raw milk
without CO, addition. The results had shown that CO, addition to raw milk
preserved its physical-chemical and microbiological quality during refrigerated
storage and positively affected the quality maintenance of UHT milk during its
storage.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Diversos fatores contribuem para a limitada vida de prateleira dos produtos
lacteos refrigerados, tais como a qualidade fisico-quimica e microbiolégica do leite
cru, a presenca de enzimas bacterianas, as condi¢gbes de tratamento térmico e as
temperaturas de distribuicio e armazenamento dos produtos (LOSS;
HOTCHKISS, 2000).

A refrigeracao do leite cru é o método mais eficiente e mundialmente aceito
para controlar o desenvolvimento de micro-organismos mesofilos, que sé&o os
responsaveis pela acidificacao do leite. Por outro lado, a refrigeracao favorece o
desenvolvimento de micro-organismos psicrotroficos, os quais produzem enzimas
proteoliticas e lipoliticas resistentes aos tratamentos térmicos usuais da industria
lactea, que prejudicam a qualidade do leite e dos produtos processados. Estudos
mostram que o aumento das contagens de psicrotréficos no leite cru afeta
negativamente a vida de prateleira de leites UHT (Ultra High Temperature),
pasteurizado e em pd, de queijos duros, queijo cottage, manteiga e iogurte
(DATTA; DEETH, 2001; SANTOS; FONSECA, 2001; SORHAUG; STEPANIAK,
1997).

A induUstria lactea brasileira, assim como a do resto do mundo, foi
inicialmente projetada para a recepcdo e o processamento de leite quente,
recebido diariamente em latées. Esta realidade ndo € mais a dominante no setor.
Atualmente, o leite é refrigerado nas fazendas (7°C), pode ser captado a cada dois
dias (BRASIL, 2002) e é armazenado na industria para posterior processamento.
Neste novo contexto, o leite cru refrigerado pode ser transportado por longas
distancias entre os centros produtores e os processadores e é perfeitamente
possivel que seja processado 5 a 7 dias apds a ordenha, o que permite o
desenvolvimento de micro-organismos que afetam negativamente sua qualidade e
a dos produtos processados. Este quadro é agravado no mercado “spot”, ou seja,
na comercializagdo de leite cru refrigerado entre industrias. Geralmente sé&o
cooperativas ou pequenas industrias nacionais que vendem o leite excedente para
industrias de maior porte ou melhores posicionadas no mercado (NOGUEIRA,
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2006). Desta forma, a possibilidade de processamento de um leite cru refrigerado
e armazenado por periodos maiores que 7 dias aumenta e, consequentemente, a
possibilidade de se ter problemas de qualidade nos produtos processados €

também maior.

No caso especifico do leite UHT, o principal problema que limita sua vida de
prateleira € a gelificacao, fenbmeno que causa o aumento da viscosidade do leite
durante seu armazenamento. Uma das causas da gelificagéo € a protedlise, tanto
pela plasmina, enzima natural do leite, quanto por enzimas termorresistentes
produzidas por psicrotroficos (DATTA; DEETH, 2003). Diversos trabalhos tém
relacionado o aumento da viscosidade a protedlise causada pela atividade destas
enzimas no leite UHT (DATTA; DEETH, 2003; TOPCU; NUMANOGLU;
SALDAMLI, 2006; VIDAL-MARTINS et al., 2005).

A utilizagdo de métodos para controlar o desenvolvimento de micro-
organismos psicrotréficos € de interesse da industria lactea, pois viabiliza o
armazenamento do leite cru por maior tempo, sem perda de qualidade para os
produtos processados. Uma forma de controle utilizada é a termizacdo, que
consiste de um tratamento térmico de menor intensidade do que a pasteurizacao,
usualmente empregando temperaturas entre 60 e 69°C por 15-20 segundos. O
objetivo da termizacdo é eliminar bactérias, especialmente psicrotréficas, evitando
sua proliferacdo e a consequente produgcdo de enzimas termorresistentes que
eventualmente causam a deterioracdo dos produtos lacteos (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006). A legislacdo brasileira (BRASIL, 1996) permite o
pré-aquecimento do leite cru, ou seja, a termizacdo, com a finalidade de reduzir
sua carga microbiana, desde que ndo ocorram alteracdes das caracteristicas
préprias do leite cru. Além disso, o leite pré-aquecido deve manter as reacbes
enzimaticas do leite cru. Entretanto, este método é pouco pratico, tornando-se
inviavel quando se trata da produgao primaria de leite, com captacao direta do
produtor, sem passagem por postos de resfriamento com estrutura para

tratamento térmico do leite.



Outro método que surge como alternativa para a conservagéao da qualidade
do leite cru refrigerado é a utilizacao do diéxido de carbono (COy). Estudos tém
demonstrado que a adicdo de CO, ao leite cru controla o desenvolvimento de
micro-organismos psicrotréficos a temperatura de refrigeracdo (ESPIE; MADDEN,
1997; KING; MABBITT, 1982; ROBERTS; TORREY, 1988; MARTIN; WERNER,;
HOTCHKISS, 2003; RUAS-MADIEDO et al., 1998). A acao antimicrobiana do CO
€ proporcional a sua concentracdo e seu efeito inibitério sobre os micro-
organismos depende da temperatura, acidez, atividade de &agua, tipo e fase de
desenvolvimento do microrganismo (SARANTOUPOULOS et al., 1996).

Para a obtencao de produtos de melhor qualidade e maior vida de prateleira
deve-se atuar desde o inicio da cadeia produtiva do leite, ou seja, na garantia da
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do leite cru. A hipdtese deste trabalho é
que a inibicdo do desenvolvimento de micro-organismos psicrotréficos por meio da
adicao de CO; possa minimizar os problemas de qualidade que limitam a vida de
prateleira do leite UHT, o qual respondia em 2008 por 76% do leite fluido
consumido no Brasil (EMBRAPA, 2008). O objetivo geral deste trabalho foi avaliar
o impacto da adicao de CO; sobre a qualidade do leite cru e do leite UHT.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito da concentracdo de CO, e da temperatura de
armazenamento sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas

do leite cru;

2. Avaliar o efeito da adicao de CO; ao leite cru sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do leite UHT durante o armazenamento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Qualidade do leite cru

A industria lactea brasileira, assim como a do resto do mundo, foi
inicialmente projetada para a recepgdo e o processamento de leite quente,
recebido diariamente em latbes. Entretanto, com a implantagdo do Programa
Nacional de Qualidade do Leite (1998), o Brasil comecou a empregar esforcos
para garantir a qualidade do leite em toda cadeia produtiva. Este esfor¢go culminou
com a publicacao da Instrugdo Normativa N°51/2002 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2002), através da qual foram estabelecidas

normas para coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a granel.

Segundo essas regras, apos a ordenha, o leite cru pode ser armazenado
em tanques de expansao direta, devendo ser refrigerado a temperatura < 4°C no
tempo maximo de 3 horas; ou em tanques de refrigeracao por imersao, refrigerado
a temperatura < 7°C também em 3 horas. Além disso, permite-se o uso de tanques
comunitarios, desde que baseado no principio de operagdo por expansao direta.
No caso da passagem do leite cru refrigerado por um posto de refrigeracao, este
deve ser resfriado a temperatura < 4°C em trocador de calor de placas e
permanecer neste estabelecimento por no maximo 6 horas. Este tempo pode ser
estendido para 24 horas no caso do leite cru tipo C, enquanto perdurar sua
producédo. Neste novo contexto, de producdo e captacdo o leite cru pode ser
mantido refrigerado por longos periodos o0 que viabiliza o desenvolvimento de
micro-organismos psicrotréficos que afetam negativamente sua qualidade e a dos

produtos processados.

Os padrdes microbioldgicos para o leite cru refrigerado nas regides sul,
sudeste e centro-oeste sdo contagem padrdo em placas maxima de 7,5x10°
ufc/mL e contagem de células somaticas abaixo de 750.000 cél/mL. Estes limites
s6 passarao a ser validos nas regides norte e nordeste a partir de 01 de julho de
2010, onde ainda vigoram os maximos de 1x10° ufc/mL e 1.000.000 cél/mL para



contagem padrao em placas e a contagem de células somaticas, respectivamente
(BRASIL, 2002).

No entanto, esse padrdo microbiolégico nem sempre é alcangado.
Avaliando o leite cru de quatro regides brasileiras quanto ao atendimento dos
requisitos microbiol6gicos estabelecidos pela IN n® 51, Nero et al. (2005),
observaram que 48,6% das amostras avaliadas apresentaram contagem de
aerébios mesdfilos > 10° ufc/mL, sendo 21,3% na regiao de Vicosa (MG), 56,0%
na regido de Pelotas (RS), 47,6% na regiao de Londrina (PR) e 68% na regido de
Botucatu (SP). Os autores enfatizaram que a melhoria desse quadro esta
relacionada a refrigeracao na conservacao e transporte do leite cru, bem como na
implantagédo de programas de boas praticas de ordenha e transporte, além de
assisténcia técnica nas propriedades rurais.

A temperatura de armazenamento do leite ap6s a ordenha é um dos
principais fatores que determinam sua vida de prateleira. O armazenamento
refrigerado minimiza o problema de crescimento de micro-organismos mesofilos,
que crescem a temperaturas de 25-30°C, e que causam a acidificacdo do leite
através da fermentacdo da lactose. Entretanto, a baixa temperatura favorece o
crescimento de micro-organismos psicrotréficos que embora sejam, na sua
maioria, termoldbeis, produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas
termorresistentes que sdo normalmente associadas a deterioragdo da qualidade
dos produtos lacteos processados (DATTA; DEETH, 2001; MUIR, 1996; SANTOS;
FONSECA, 2001; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Trabalho desenvolvido por Sanvido (2007) demonstrou que o tempo de
armazenamento do leite cru refrigerado (5+1°C) afetou significativamente a
contagem de todas as classes de micro-organismos avaliados. A contagem total
de mesdfilos, que inicialmente era caracteristica de leite de boa qualidade (7,4x103
ufc/mL), aumentou 3 e 5 ciclos logaritmicos ap6s 4 e 7 dias de armazenamento
refrigerado, respectivamente. Nos mesmos periodos, a contagem de psicrotroficos
passou da ordem de 10® para 10° e 10" ufc/mL. O aumento das contagens
microbiolégicas foi acompanhado pelo aumento da protedlise do leite cru.
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A importancia do controle da presenca de micro-organismos psicrotréficos
no leite cru, bem como sua relagdo com a qualidade dos produtos lacteos
processados, especialmente quando as contagens sdo acima de 10° ufc/mL, ndo
€ um assunto novo e € amplamente discutido na literatura (MUIR, 1996; PINTO;
MARTINS; VANETTI, 2006; SANTOS; FONSECA, 2001; SO@QRHAUG;
STEPANIAK, 1997).

Os micro-organismos psicrotroficos presentes no leite cru sdo bactérias
Gram-negativas dos géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Achromobacter,
Aeromonas, Serratia, Chromobacterium, e Flavobacterium, e Gram-positivas dos
géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e
Microbacterium. Destes géneros, o mais comumente encontrado em leite é o
Pseudomonas, com destaque para a espécie P. fluorescens. Outras espécies
incluem P. fragi, P. putida e P. aeruginosa (COUSIN; BRAMLEY, 1981; COUSIN,
1982; SOURHAUG; STEPANIAK, 1997). Muitos destes micro-organismos
apresentam temperatura 6tima de desenvolvimento entre 20 e 30°C, mas também

podem se desenvolver em temperatura de refrigeracdo (MUIR, 1996).

Na producao primaria do leite, os principais pontos de contaminacao por
micro-organismos psicrotréficos sdo latdes, tanques de expansao, agua residual
de equipamentos e utensilios de ordenha e tetos higienizados inadequadamente
(COUSIN; BRAMLEY, 1981; HAYES; BOOR, 2001). Segundo Santana et al.
(2001), que avaliaram cinco propriedades leiteiras na regidao de Londrina, a agua
residual de tanques de expansao foi a principal fonte de contaminacdo por
psicrotroficos no processo de producédo de leite. Nos tanques de expansao a agua
residual apresentou contagens de psicrotréficos de até 2,6x10” ufc/mL.

Altas contagens de psicrotréficos (até 10 ufc/mL) também foram
encontradas em amostras de leite coletadas de tanques coletivos e individuais,
onde se observou a predominancia de bactérias psicrotroficas Gram-negativas
(81,2%), dos géneros Aeromonas, Alcaligenes, Acinetobacter, Burkholderia,
Chryseomonas, Enterobacter, Ewingella, Klebsiella, Hafnia, Methylobacterium,
Moraxella, Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Sphingomonas e Yersinia.
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Pseudomonas foi o género mais isolado e P. fluorescens foi a espécie
predominante (ARCURI et al., 2008). Além disso, Pinto, Martins e Vanetti (2006),
que avaliaram a qualidade microbiologica de leite cru refrigerado destinado a
produgcdo de leite UHT, observaram que 100% das amostras dos silos
apresentaram contagem de psicrotréficos >10° ufc/mL, sendo que 50%
apresentaram contagem >10° ufc/mL. Os autores concluiram que as condigdes
higiénicas de producao, armazenamento, transporte e refrigeragao, nas diferentes
etapas da cadeia produtiva do leite, ndo foram adequadas para minimizar a

contaminag¢ao microbiana e o desenvolvimento de bactérias psicrotréficas.

Trabalho recente publicado por Souza et al. (2009) encontrou contagens de
mesoéfilos variando de 6,2x10% a 2,2x10” ufc/mL e de psicrotréficos variando de
3,2x10% a 9,6x10° ufc/mL em amostras de leite cru de propriedades rurais de
Minas Gerais. Quando a avaliacédo foi realizada no tanque comunitario utilizado
por estas propriedades, as contagens médias foram de 1,8x10° e 7,4x10* ufc/mL
para meséfilos e psicrotréficos, respectivamente. A proximidade entre o tanque
comunitério e as propriedades rurais contribuiu para a rapida entrega, de modo a
controlar a multiplicacao de mesdfilos, neste caso, proporcionando a obtencéo de
leite cru com qualidade microbioldgica satisfatéria e atendendo os limites

estabelecidos pela legislacao vigente.

Enzimas secretadas por micro-organismos psicrotroficos durante o
armazenamento refrigerado do leite podem reduzir seu valor econbémico. A
protedlise reduz o rendimento de produtos de base protéica como queijo, iogurte e
leite em pb e esta relacionada a defeitos de qualidade como alteragcées de sabor
em leite pasteurizado e gelificagdo de leite UHT. Ja o desenvolvimento da lipélise
produz acidos graxos livres causando a rancidez do leite e de produtos lacteos, e,
consequentemente, a rejeicao pelos consumidores. Segundo diversos autores, a
atividade enzimatica passa a ter importancia quando as contagens de
psicrotréficos ultrapassam 10° ufc/mL (COUSIN, 1982; MUIR, 1996; SANTOS;
FONSECA, 2001; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).



A producao de proteases por psicrotréficos em amostras de leite cru
armazenadas a 2°C, 4°C e 7°C por 10 dias foi avaliada por Haryani et al. (2003).
Os autores observaram o aumento da contagem de psicrotroficos das amostras
nas trés temperaturas de armazenamento. Entretanto, as contagens bacterianas
foram significativamente maiores a 7°C e pouca protedlise ocorreu no leite
armazenado a 2°C por 10 dias. A producdo de proteases ou protedlise foi
observada ap6s 6 dias a 2°C, 4 dias a 4°C e apenas apos 2 dias a 7°C. Desta
forma, os autores concluiram que para prevenir o desenvolvimento de
psicrotroficos e, consequentemente, a producdo de proteases, o leite deve ser
armazenado antes do tratamento térmico por periodos inferiores aos estudados

em seu experimento.

Em outro estudo, Celestino, lyer e Roginski (1996) avaliaram o efeito do
armazenamento refrigerado (4°C/48 horas) sobre a qualidade do leite cru. O
armazenamento resultou em aumento de micro-organismos proteoliticos e
lipoliticos. O numero de psicrotréficos como propor¢cédo da contagem de mesofilos
aumentou de 47 para 80% apds 2 dias. Os autores ainda observaram uma maior
concentragao de &cidos graxos livres e menor pH no leite armazenado, resultado
de sua maior acao enzimatica e bacteriana quando comparado ao leite fresco. Ja
Nérnberg, Tondo e Brandelli (2009) ndo encontraram correlagdo entre atividade
proteolitica e a contagem de psicrotréficos no leite cru refrigerado de dois laticinios
do estado do Rio Grande do Sul. Os autores sugerem que a protedlise esta
principalmente associada a linhagens especificas de bactérias psicrotroéficas com

elevada capacidade proteolitica.

Nérnberg et al. (2009) isolaram outras espécies de psicrotréficos com alta
atividade proteolitica de leite cru de tanques e silos de armazenamento, tais como
Burkholderia cepacia, Klebsiella oxytoca e Aeromonas sp. As proteases destes
micro-organismos mostraram-se bastante resistentes aos tratamentos térmicos de
pasteurizacdo e UHT e causaram a coagulacdo de leite UHT apds 5 dias de

armazenamento a temperatura ambiente. Estes resultados mostram claramente o



potencial dos micro-organismos psicrotréficos para deterioracdo da qualidade dos
produtos lacteos fabricados a partir de leite cru de baixa qualidade.

3.2. Qualidade do leite esterilizado

Em 2007 o Brasil passou a ocupar a 62 posi¢cdo na classificacdo mundial
dos principais paises produtores de leite, com uma producdo de 25,327 milhdes
de toneladas do produto. Deste total, cerca de 33% sao processados como leite
fluido — pasteurizado e UHT. As vendas de leite fluido aumentaram de 3,9 bilhdes
de litros em 1991, para 6,6 bilhdes de litros em 2006. A participacdo no mercado
do UHT passou, no mesmo periodo, de 5,2% para 75,8% do total de leite fluido
(EMBRAPA, 2008). Isto indica a preferéncia do consumidor por este produto,
provavelmente devido a facilidade de armazenamento e maior vida de prateleira

quando comparado ao leite pasteurizado.

De acordo com a legislacao brasileira (BRASIL, 1997), entende-se por leite
UHT (Ultra-Alta Temperatura, UAT) o leite homogeneizado que foi submetido,
durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um
processo térmico de fluxo continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura
inferior a 32°C e envasado sob condicoes assépticas em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas. O leite UHT integral deve apresentar no minimo 3,0%
de gordura e 8,2% de extrato seco desengordurado, acidez de 0,14 a 0,18 g acido
lactico/100 mL e ser estavel ao etanol 68%. Como controle de esterilidade
comercial o produto, apds incubacdo a 35-37°C/7 dias, ndo deve sofrer
modificacées que alterem a embalagem, deve ser estavel ao etanol 68%, a acidez
ndo pode variar mais do que 0,02 g de acido lactico/100 mL em relacdo a acidez
inicial e ndo sofrer alteracdes sensoriais. O produto ainda pode ser adicionado dos
estabilizantes citrato de sédio, monofosfato de sédio, difosfato de sodio, trifosfato
de sddio, separados ou em combinacao, em uma quantidade nao superior a 0,1%

p/p.



A qualidade do leite UHT e sua vida de prateleira estdo diretamente
relacionadas a qualidade do leite cru utilizado em sua fabricagcdo. A acédo de
enzimas proteoliticas e lipoliticas de psicrotréficos no leite UHT causa defeitos
sensoriais, como por exemplo, o gosto amargo produzido pela liberacdo de
peptideos hidrofébicos e o sabor de rangco causado pelo aumento dos niveis de
acidos graxos livres de cadeia curta (DATTA et al., 2002). Considerando que o
produto € comercialmente estéril, o principal problema que limita sua vida de
prateleira é o fendmeno da gelificacdo, que causa o aumento da viscosidade
durante o armazenamento e eventualmente a perda de fluidez, com a formacéo de
um gel (DATTA; DEETH, 2001; DATTA et al., 2002; FOX; MCSWEENEY, 1998;
MANZI; PIZZOFERRATO, 2006).

O leite possui mais de 60 enzimas nativas, das quais aproximadamente 20
ja foram isoladas e caracterizadas. As enzimas nativas sdo aquelas sintetizadas
pelas células secretoras ou derivadas do sangue e as de maior importancia
quando se refere a qualidade do leite cru sdo as enzimas proteoliticas e lipoliticas.
Algumas das enzimas com atividade proteolitica sdo a plasmina, catalase,
elastase, Catepsinas B, D e G, enquanto somente a lipase lipoproteica apresenta
atividade lipolitica. Além das enzimas nativas, as produzidas por micro-
organismos, no caso especifico do leite cru refrigerado, por psicrotréficos, também
apresentam atividade proteolitica e lipolitica (KELLY; O'FLAHERTY; FOX, 2006;
KELLY; FOX, 2006; WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A plasmina é a principal protease nativa do leite e encontra-se associada as
micelas de caseina e a membrana do glébulo de gordura do leite. Ela esta
presente no leite cru tanto na forma ativa (plasmina) como na forma de seu
precursor enzimaticamente inativo (plasminogénio). O leite cru tem
aproximadamente 0,3 mg/L de plasmina e aproximadamente nove vezes mais de
plasminogénio. A atividade de plasmina no leite € controlada por um sistema de
ativadores e inibidores enzimaticos. Os ativadores de plasmina ndo sao afetados
pela pasteurizacdo e sao levemente inativados pelo processamento UHT. O

tratamento térmico altera o balanco natural entre ativadores e inibidores,
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favorecendo os ativadores, o que pode resultar no aumento da protedlise no leite
(BASTIAN; BROWN, 1996; DATTA; DEETH, 2001; NIELSEN, 2002). Enright et al.
(1999) atribuiram, em seu estudo, a formacdo de sedimentos no leite UHT
desnatado a atividade de plasmina durante armazenamento do produto.

A plasmina hidrolisa principalmente a B-caseina, formando y-caseina e
proteose-peptona, enquanto as proteases de psicrotroficos, da mesma forma que
a quimosina, atacam predominantemente a k-caseina na ligagédo 105-106, seguida
por uma intensa hidrélise ndo especifica. A B-caseina também é prontamente
hidrolisada pelas enzimas produzidas por psicrotroficos, enquanto a ag¢-caseina é
lentamente hidrolisada (DATTA; DEETH, 2001; DATTA; DEETH, 2003; MANZI;
PIZZOFERRATO, 2006; MUIR, 1996; SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Recio et
al. (2000) demonstraram que proteases de Pseudomonas fluorescens B52,
embora menos especificas que a quimosina, hidrolisam a k-caseina na ligagéo
105-106 e também nas ligacoes 103-104, 104-105, 106-107 e 107-108. Além da
acao direta das proteases de psicrotroficos sobre a k-caseina, elas também
podem agir como ativadores de plasminogénio, convertendo plasminogénio em
plasmina, acelerando o processo de gelificacdo do leite UHT (KOHLMANN;
NIELSEN; LADISCH, 1991; FAJARDO-LIRA; NIELSEN, 1998; FAJARDO-LIRA et
al., 2000).

Proteases produzidas por psicrotréficos geralmente sdao extremamente
estaveis aos tratamentos térmicos de pasteurizagdo e UHT. Entretanto, a
estabilidade térmica destas enzimas pode variar de uma cepa para outra. Dados
compilados por Datta e Deeth (2001) mostram que cepas diferentes de
Pseudomonas fluorescens apresentam atividades residuais distintas quando
submetidas ao mesmo tratamento térmico. Por exemplo, apds tratamento térmico
de 135°C/2 s a cepa OM41 apresentou 95,8% de atividade residual, enquanto a
cepa OM228 nao apresentou atividade enzimatica residual.

Quando ocorre gelificacao no leite UHT, o gel formado é uma rede protéica
tridimensional composta por cadeias ligadas de proteinas do soro e caseinas.
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Durante o processamento UHT ocorre a desnaturacdo da p-lactoglobulina (B-Lg),
que interage através de ligacdes dissulfito (-S-S-) com as micelas de caseina,
particularmente com a «-caseina (x-CN), formando o complexo B-Lg-k-CN
(MANZI; PIZZOFERRATO, 2006). Segundo McMahon (1996), a gelificacdo do
leite UHT pode ser considerada como um processo de duas fases. Na primeira
fase, sitios de ligacao sao formados pela liberagdo do complexo B-Lg-x-CN das
micelas de caseina. Esta liberacdo pode ser induzida por qualquer acao
(enzimatica ou ndo enzimatica) que enfraqueca as ligacdes entre o complexo e a
micela. A segunda fase consiste do acumulo do complexo B-Lg-x-CN na fase soro
do leite. Quando a concentracdo de proteinas no soro alcanga um nivel critico,
ocorre a gelificacdo, sendo que as micelas que ainda n&o liberaram o complexo
podem também ser incorporadas a rede do gel. Qualquer condicdo de processo
ou armazenamento do leite UHT que acelere ou retarde a liberagdo do complexo
B-Lg-k-CN da micela de caseina podera acelerar ou retardar a gelificacdo do
produto (DATTA; DEETH, 2003). A liberagdo do complexo por acdo enzimatica
pode ocorrer via plasmina ou via enzimas de bactérias psicrotréficas. De modo
geral, associa-se a plasmina a gelificacao do leite UHT produzido com leite cru de
boa qualidade, e as proteases de psicrotréficos a gelificacdo do produto fabricado
a partir de leite cru de baixa qualidade (FOX; MCSWEENEY, 1998).

A hidrélise das diferentes porcdes da caseina leva a formagéao de géis com
caracteristicas distintas. Datta e Deeth (2003) observaram a formagéo de um gel
firme no leite UHT incubado a 40°C/3 horas com proteases de Pseudomonas,
enquanto a amostra incubada com plasmina ficou apenas turva, indicando uma
digestdo parcial da caseina. Os autores sugeriram que o gel firme é similar ao
formado pela acdo da renina, que assim como as proteases de Pseudomonas
hidrolisa preferencialmente o glicomacropeptidio hidrofilico da «k-caseina na
superficie da micela. Esta hidrélise libera as micelas de caseina praticamente
intactas e reduz a repulsdo estérica entre elas, permitindo a formagé&o de um gel
mais compacto. A plasmina hidrolisa a B-caseina, localizada no interior da micela,

provocando sua desestabilizagéo e inibindo a formacgéo de um gel firme.
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Estudo recente desenvolvido por Gaucher et al. (2008) classificou os
peptideos do leite UHT apds seis meses de armazenamento, através de
espectrometria de massa, em diferentes categorias, dependendo da potencial
fonte causadora da protedlise. Foram identificados 42, 17, 36, 21 e 19 peptideos
resultantes da protedlise da caseina pela plasmina, Catepsina G, Catepsina B,
elastase e Catepsina D, respectivamente. Os autores também identificaram duas
ligacbes peptidicas que provavelmente foram hidrolisadas por proteases de
Pseudomonas fluorescens B52, além de outros peptideos derivados de protedlise

nao enzimatica ou de origem desconhecida.

Os peptideos produzidos pela acdo da plasmina ou de proteases de
psicrotroficos também podem ser diferenciados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP) pela metodologia proposta por Datta e
Deeth (2003) e Le, Datta e Deeth (2006). Segundo os autores, a analise é possivel
porque os peptideos produzidos por agdo das enzimas de psicrotréficos séao
menores e menos hidrofébicos, e, desta forma, eluem primeiro nos
cromatogramas do que os peptideos produzidos pela plasmina, que sao maiores e
mais hidrofébicos. Segundo os autores, o método mostrou-se adequado para
distinguir entre a protedlise do leite causada pela plasmina ou por proteases

bacterianas.

O efeito da qualidade do leite cru sobre a protedlise do leite UHT durante
180 dias de armazenamento a 25°C foi investigado por Topgu, Numanoglu e
SaldamLi (2006). O leite UHT produzido com leite cru considerado de baixa
qualidade pelos autores (contagem de células somaticas de 621.000 cél/mL,
contagem padrdo em placas de 2,2x10° ufc/mL e de psicrotréficos de 4,8x10°
ufc/mL) apresentou altos niveis de protedlise, o que levou a formagéo de gosto
amargo, sedimentacao e gelificacao, reduzindo a vida de prateleira do produto. No
estudo, a protedlise do leite foi atribuida tanto a proteases bacterianas quanto a

plasmina.

Vidal-Martins et al. (2005) acompanharam a evoluc¢ao do indice proteolitico
e da viscosidade aparente durante 120 dias de vida de prateleira do leite UHT. A
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contagem de psicrotréficos no leite cru também foi avaliada, e alcangcou niveis
médios de 4,4x10” a 2,0x10° ufc/mL dependendo do més em que as amostras
foram coletadas. Os autores observaram o aumento do indice proteolitico no
decorrer do armazenamento e da viscosidade aparente apdés 60 dias de
estocagem, que foram relacionados a presenca de proteases produzidas por
psicrotroficos do leite cru. Datta e Deeth (2003) também observaram alta
viscosidade em leites gelificados. Entretanto, ndo encontraram correlagéo entre
viscosidade e protedlise dos leites avaliados. De acordo com os autores, a
viscosidade € alta quando o leite esta se aproximando do ponto de gelificacao,
mas decresce apdés a quebra do gel pela acado proteolitica. Em seguida, a
protedlise continua progressivamente e a viscosidade do leite retorna a baixos

niveis.

3.3. Utilizacao de diéxido de carbono (CO,) em leite fluido

Considerando que apesar do desenvolvimento de micro-organismos
psicrotréficos, o resfriamento é ainda a melhor forma de conservagdo do leite,
pesquisas tém sido conduzidas visando minimizar o desenvolvimento dessa
classe de micro-organismos e suas consequéncias para o leite e os produtos
lacteos. Dentre estas, o uso do di6xido de carbono tem sido explorado e uma
ampla revisdo sobre sua aplicacdo para melhorar a qualidade do leite e de
produtos lacteos foi publicada (HOTCHKISS; WERNER; LEE, 2006). Pesquisas
tém mostrado que o CO,, quando dissolvido em meio aquoso, pode retardar o
desenvolvimento de psicrotréficos (DANIELS; KRISHNAMURTHI; RIZVI, 1985;
DIXON; KELL, 1989; ESPIE; MADDEN, 1997; KING; MABBITT, 1982; ROBERTS;
TORREY, 1988).

Os mecanismos de inibicdo pelo qual o CO, afeta o desenvolvimento e o
metabolismo microbiano ainda ndo foram totalmente esclarecidos, entretanto,
modos de acdo foram propostos e resumidos por Loss e Hotchkiss (2000) e
Hotchkiss, Werner e Lee (2006), e incluem: 1) substituicdo do O, pelo COx,
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desfavorecendo o crescimento de micro-organismos aerobicos; 2) diminui¢cdo do
pH do meio devido a dissolu¢cdo do CO, e formacéo de &cido carbbnico na fase
aquosa do alimento; 3) efeito direto sobre o metabolismo dos micro-organismos.
Como o CO, é soluvel em lipidios, ele se dissolvera na camada lipidica da
membrana celular, passando através dela e se concentrando no citoplasma, o que
causa a diminuigcdo do pH intracelular e o stress da célula. O CO, também pode
interferir diretamente nos processos enzimaticos dentro da célula, como a

expressao dos genes.

Embora os mecanismos de inibicdo bacteriana pelo CO, ndao tenham sido
elucidados, o resultado de sua acao é o prolongamento da fase lag e 0 aumento
do tempo de geragdo dos micro-organismos, 0 que resulta numa menor
velocidade de desenvolvimento, estendendo a vida de prateleira dos produtos aos
quais foi adicionado (ESPIE; MADDEN, 1997; HOTCHKISS; CHEN; LAWLESS,
1999; KING; MABBITT, 1982; MA; BARBANO; SANTOS, 2003; MARTIN;
WERNER; HOTCHKISS, 2003; RASHED; MEHANNA; MEHANNA, 1986;
ROBERTS; TORREY, 1988).

King e Mabbitt (1982) observaram que a adicdo de 1300 ppm de CO, ao
leite cru armazenado a 10°C reduziu a taxa de crescimento de psicrotréficos e
aumentou em 2,5 dias a vida de prateleira do produto. Resultados semelhantes
foram obtidos por Roberts e Torrey (1988) em leite cru armazenado a 7°C por 6
dias. Trabalhando com concentracées de CO, mais elevadas (~3000 ppm)
Rashed, Mehanna e Mehanna (1986) observaram menores taxas de crescimento
de psicrotroficos, bactérias lacticas e coliformes no leite armazenado a 7°C por 3
dias, quando comparado ao leite ndo tratado.

Martin, Werner e Hotchkiss (2003) examinaram os efeitos de diferentes
concentragdes de CO, (30, 680, 1200, 1700 ppm) sobre o desenvolvimento
microbiano em leite cru armazenado a 15°C. O diéxido de carbono influenciou as
fases lag, log e estacionaria e os resultados indicaram que o efeito inibitério

provavelmente seria maior em temperaturas de armazenamento mais baixas.
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O efeito da adicdo de CO, ao leite cru sobre a vida de prateleira do leite
pasteurizado foi estudado por Ruas-Madiedo et al. (1998). O leite cru foi
adicionado de CO; até pH 6,2, armazenado a 4°C durante 4 dias, degaseificado a
vacuo, pasteurizado (72°C/15 s) e armazenado a 4°C por 7 dias. Segundo os
autores, apés a pasteurizacao, o leite tratado com CO, apresentou maior vida de
prateleira, possivelmente devido a presenga de CO; residual ndo removido pela

degaseificagdo seguida da pasteurizagao.

Outros estudos tém mostrado o efeito da adicdo de CO. sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do leite. Ma et al. (2001) avaliaram o impacto da
adicdo de CO, sobre os resultados de andlises como pH, teste de antibibticos,
fosfatase alcalina e composicao por infravermelho. Os autores observaram a
diminuicdo do ponto de congelamento e do pH com o aumento da concentracéo
de CO.. Entretanto, essas alteracdes foram reversiveis apds a degaseificacao do
leite. Os testes de antibiéticos, composicao por infravermelho e fosfatase alcalina
nao foram influenciados pela adicdo de CO,. Outros componentes do leite, como
caseinas, proteinas do soro, monossacarideos livres, acidos organicos e vitaminas
lipossoluveis também ndo foram afetados pelo tratamento do leite com CO;
(RUAS-MADIEDO et al., 1996; RUAS-MADIEDO et al., 1998; RUAS-MADIEDO et
al., 2000).

A inibicao de desenvolvimento de psicrotréficos resulta na menor producéo
de enzimas proteoliticas e lipoliticas e, consequentemente, em menor lipdlise e
protedlise, conforme demonstrado por Ma, Barbano e Santos (2003). Estes
autores observaram que a adicdao de 1500 ppm de CO; retardou o crescimento de
micro-organismos psicrotroficos e diminuiu a protedlise e lipdlise do leite cru

armazenado por 21 dias a 4°C.

Em resumo, as pesquisas mostram que a adicdo de CO, ao leite cru
refrigerado reduz o desenvolvimento microbiano e prolonga sua vida de prateleira.
Como conseqléncia da reducéo do desenvolvimento microbiano e da produgao de
enzimas proteoliticas e lipoliticas, pode-se evitar defeitos de qualidade nos
produtos processados. Os efeitos da adicdo de CO, sobre o leite cru e
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pasteurizado sao descritos na literatura cientifica. Entretanto, nao foram
encontradas na literatura pesquisas relacionando a conservacao do leite cru

através da adicao de CO; sobre a qualidade e vida de prateleira do leite UHT.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matéria-prima

O leite utilizado em todos os experimentos foi proveniente do Laticinio Ati
Latte situado em ltatiba/SP. Ap6s a ordenha, o leite foi resfriado em trocador de
calor de placas (4+£1°C) e imediatamente transportado em latées, devidamente
higienizados, para a planta de processamento de Leite e Derivados do
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Engenharia de
Alimentos — UNICAMP/SP. O tempo de transporte foi, em média, 40 minutos.

4.2. Efeito da concentracao de CO, sobre a qualidade do leite cru
4.2.1. Processamento

Os ensaios foram realizados em escala laboratorial utilizando-se leite cru

integral e o fluxograma geral do experimento é apresentado na Figura 1.

Imediatamente ap6s a recepcéao, o leite cru (30 litros) foi dividido em duas
porcdes, acondicionadas em cubas de inox: leite controle (sem adicdo de COy) e
leite cru adicionado de CO: (leite cruco2). A adicao de CO. foi realizada a 4+1°C
até pH 6,20+0,05 utilizando-se um tubo de PVC perfurado devidamente

higienizado acoplado num cilindro de CO; (Figura 2).
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Leite cru refrigerado

(4+1°C)
30 litros
| Adicaode CO,
| ™ (pH62)
Leitecru Leite crucg,
15litros 15 litros

A 4 A4 A 4 A 4

Armazenamento Armazenamento Armazenamento Armazenamento
4+1°C 7+1°C 4+1°C 7+1°C

A 4

Avaliacao fisico-quimicae microbiologica

Figura 1. Fluxograma geral do experimento.

Figura 2. Cilindro de CO, com tubo de PVC perfurado acoplado utilizado na
carbonatacao do leite.
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As amostras controle e adicionada de CO,, foram acondicionadas em
garrafas de vidro de 300 mL higienizadas e esterilizadas em autoclave (121°C/15
min) e fechadas hermeticamente com tampas metalicas. Em seguida, foram
subdivididas e armazenadas em BOD a 4+1°C ou 7+1°C. As condicdes de
temperatura de armazenamento escolhidas levaram em consideracdo a
temperatura maxima para conservacado do leite cru na propriedade rural (7°C)
segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2002) e a temperatura
reconhecidamente aceita como adequada para conservagao do leite cru (< 4°C). O
fim da vida de prateleira do leite foi definido com base no limite de contagem
padrdo em placas estabelecido na IN n® 51 (BRASIL, 2002) para leite cru
refrigerado, que é 7,5x10° ufc/mL.

4.2.2. Procedimento de amostragem e analises realizadas

Imediatamente apds a recepcdo do latdo, o leite cru foi submetido a
agitacao utilizando-se misturador perfurado de aco inox devidamente higienizado e
as amostras coletadas foram colocadas em frascos estéreis, destinados a
realizacdo das analises microbioldgicas, e frascos higienizados, para as andlises

fisico-quimicas.

O leite cru foi analisado quanto ao pH, acidez titulavel, gordura, extrato seco
total, lactose, cinzas, nitrogénio total (NT), nitrogénio ndo caseico (NNC),
nitrogénio ndo protéico (NNP) e conteudo de &cidos graxos livres (AGL). Apds a
injecédo de CO o leite foi avaliado quanto a concentracdo de COs,.

Para caracterizagdo microbiolégica o leite cru foi avaliado quanto a
contagem padrdao em placas, contagem de micro-organismos psicrotroficos e de
Pseudomonas spp.

Durante o armazenamento refrigerado amostras foram aleatoriamente
escolhidas e avaliadas a cada dois dias quanto ao pH, acidez, nitrogénio total,
nitrogénio ndo caseico, nitrogénio nao protéico, contetudo de acidos graxos livres e
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concentragdo de CO,. Diariamente, o leite cru foi avaliado pelas mesmas analises
microbiolégicas utilizadas para sua caracterizacdo. Todas as andlises fisico-
quimicas foram realizadas em triplicata, com exce¢ao da concentracao de CO; e
do conteudo de acidos graxos livres que foram feitos em duplicata. As avaliagbes

microbioldgicas também foram realizadas em duplicata.

4.2.3. Determinacoes fisico-quimicas

Todas as avaliagdes fisico-quimicas foram realizadas utilizando-se
metodologias oficiais da AOAC (1995), com excecao da gordura que foi realizada
de acordo com LANARA (1981). O pH foi determinado utilizando-se potencidmetro
calibrado e o eletrodo foi introduzido diretamente nas amostras. A acidez foi
determinada por titulagcdo com hidroxido de sddio N/9 (solugdo Dornic) e solucao
alcodlica de fenolftaleina como indicador. Sélidos totais foram determinados por
secagem em estufa a 105°C e o teor gordura utilizando-se o Método de Gerber.

As fragdes protéicas foram determinadas pelo método de Kjeldahl, o qual se
baseia na determinagdo do nitrogénio apds digestdo a quente da proteina e
compostos nitrogenados em presenca de H»>SO4 concentrado, com producéao de
sulfato de amoénio, que, em presenca de solucao de hidréxido de sodio, libera NH3
que é recebido na solugéo de &cido bérico. A ambnia na solugéo de acido borico é
titulada com solugdo de HCI com normalidade conhecida e assim determina-se o
teor de nitrogénio na amostra. O nitrogénio ndo protéico (NNP) foi avaliado a partir
do filtrado apéds precipitacdo do leite pela adicao de acido tricloroacético (TCA
24%). O nitrogénio nao caseico (NNC) foi avaliado a partir do filtrado apos

precipitacdo do leite ao ponto isoelétrico da caseina (pH 4,6).

Todos os resultados de nitrogénio foram expressos como proteina usando o
fator de conversao de 6,38. A proteina (P) e caseina (CN) foram calculadas por
(NT-NNP) x 6,38 e (NT-NNC) x 6,38, respectivamente, onde NT é o conteudo de
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nitrogénio total do leite. No caso do leite cru, o decréscimo da relagcdo (CN/P) x

100 foi utilizado como indice de protedlise.

A concentracao de CO, foi determinada utilizando-se analisador de CO>
MOCON Pac Check 650 (MOCON, Mineapolis, USA) conforme descrito por Ma et
al. (2001). O equipamento ¢€ ilustrado na Figura 3. O equipamento determina a
porcentagem de CO. dissolvido no leite e liberado para o espaco livre do frasco
selado apés tratamento com H,SO4 1N. Para estabelecer uma curva padrao, oito
frascos de vidro foram preparados, cada um com 25 mL de leite cru nao
adicionado de CO (4°C). A cada frasco foram adicionados agua (pH corrigido
para 8,0 com NaOH 1N) e uma solugdo de NaHCOs; 0,057M em diferentes
propor¢cdes para se conseguir concentracées de CO, equivalentes a 0, 100, 200,
400, 600, 800, 1000 e 1200 ppm. O ponto zero da curva corresponde ao leite cru
sem adicdo de CO,. Cada frasco foi imediatamente selado com tampa de
borracha e o CO, do espaco livre foi medido apds a adicdo do acido sulfurico.
Assim foi possivel fazer a conversdo da concentracdo de CO; dissolvido (como
%CO;y) para ppm de CO,. Para cada experimento foi construida uma curva padrao
que foi utilizada para conversédo dos valores durante todo o periodo de analises.
Um exemplo de curva de calibragédo € apresentado na Figura 4.

B

Figura 3. Analisador de CO, MOCON Pac Check 650.
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y=82,518x - 180,41

800 - R2=0,9979
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ppm CO;

400
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% CO,

Figura 4. Exemplo de curva padrdo obtida para conversdo dos valores de
concentragéo de CO» de porcentagem (%) para ppm.

O conteudo de acidos graxos livres foi determinado pelo método de sabao
de cobre descrito por Shipe, Senyk e Fountain (1980) e modificado por Ma,
Barbano e Santos (2003). Uma aliquota de 1 mL de leite foi pesada em tubos de
centrifuga (Nalgene Oak Ridge Teflon FEP, 50 mL) contendo 0,2 mL de HCI 0,7N,
agitada em vortex e armazenados sob refrigeracdo até o dia seguinte. No segundo
dia de analise, adicionou-se aos tubos, a temperatura ambiente, 0,2 mL de
solucdo de Triton —X 1% para prevenir a formagao de emulsédo durante a etapa de
agitacdo. Em seguida adicionou-se 4 mL do reagente cobre (trietanolamina e
nitrato de cobre pH 8,3), seguido de nova agitacdo em vortex. Apds esta etapa, 12
mL do solvente CHM (cloroférmio:heptano:metanol, 49:49:2) foram adicionados
aos tubos, que foram agitados na posicao horizontal em mesa agitadora por 30
min a 350 rpm. As amostras foram entdo centrifugadas a 5000 rpm/10 min. Uma
aliquota do sobrenadante (3,5 mL) foi adicionada a um tubo contendo 0,1 mL de
reativo de cor (solucao de alcool n-butilico e dietilditiocarbamato de sédio) seguido
da leitura da absorbancia a 440 nm em epectrofotdmetro UV-Vis (Photonics,
Modelo SP-2000UV, USA) utilizando cubeta de vidro de 1 cm.
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A massa de acidos graxos livres (AGL) foi calculada usando-se a equacao
da reta da curva de calibracdo que utiliza &cido palmitico como padrdo. O
resultado final foi expresso em unidades de meq de AGL/ kg de leite e foi
calculado como: AGL (meqkg, expresso 4c. paimitico) = [(MG AGLamostra X 0,001)/256,43]/(9amostra
x 0,001). A curva padrado foi construida a partir de cinco concentragdes de acido
palmitico: 60, 120, 180, 240 e 300 ug de acido palmitico/g de hexano. A cada tubo
foi adicionado 1 mL da solucdo padrdo. ApOs evaporagdo do solvente a
temperatura ambiente, 0,2 mL de HCI 0,7N e 1 mL de agua mili-Q foram
adicionados a cada tubo. Em seguida as amostras foram tratadas como descrito
para o leite. O aumento da concentracado de acidos graxos livres foi usado como

indice de lipdlise. Um exemplo de curva padréo € apresentado na Figura 5.

300

250

200

150

y = 424,68x + 30,215
R2=0,9959

ug ac. palmitico

100

50

0,0 0,2 0.4 0,6 0,8

Absorbancia (A)

Figura 5. Exemplo de curva padrdo obtida para calculo da massa de &cidos

graxos livres no leite.
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4.2.4. Determinacoes microbioldgicas

Para as analises microbioldgicas do leite cru, uma aliquota de 10 mL do
leite foi transferida para um frasco contendo 90 mL de solugédo de 4gua peptonada
0,1%, obtendo-se assim a diluicdo 10™". A partir desta, foram feitas as diluicées

subsequentes necessarias a realizagao das analises.

As contagens padrao em placas e de psicrotréficos foram realizadas
segundo metodologia da APHA (1992). A contagem de Pseudomonas spp. foi feita
conforme descrito por Hayes e Nielsen (2000). As dilui¢des foram feitas de acordo
com o tempo de armazenamento das amostras, estimando-se a contagem de
micro-organismos presentes no leite. A contagem padrao em placas foi realizada
pelo método de plaqueamento em profundidade, utilizando agar padrdo (PCA),
incubando as placas a 35°C/48 horas. Para a contagem de psicrotréficos utilizou-
se agar padrao (PCA), plaqueamento em superficie e incubacédo a 7°C/10 dias. A
mesma técnica foi utilizada para a contagem de Pseudomonas spp., em agar
isolamento de Pseudomonas (PIA), incubando-se as placas a 30°C/24 horas.

4.2.5. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o de sub-sub-parcelas divididas
(split-split-plot) e o experimento completo foi repetido 2 vezes. O fator principal foi
a adicdo de CO, com dois niveis de variacdo (com e sem CO); o fator secundario
foi a temperatura de armazenamento com dois niveis de variagao (4+1 e 7+1°C) e
o terceiro fator foi o tempo de armazenamento do leite cujos niveis de variacdo
foram dependentes da vida de prateleira do produto, ou seja, do tempo que as
amostras levaram para atingir a contagem padrao em placas de 7,5x10° ufc/mL. O
efeito dos tratamentos sobre o desenvolvimento microbiano, a protedlise e lipdlise
foi avaliado por analise de variancia multivariada e pelo teste de comparagéo entre
médias de Tukey. A regressao linear foi utilizada para correlacionar o efeito da
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adicdo de CO, e o desenvolvimento de micro-organismos psicrotréficos com a

protedlise e lipdlise no leite cru. Foi considerado o nivel de significancia de 5%.

O desenvolvimento dos micro-organismos foi avaliado utilizando-se o
modelo matematico de Gompertz descrito na Equacéo 1, segundo Martin, Werner
e Hotchkiss (2003). Os parametros avaliados foram tempo da fase lag, taxa de

crescimento e tempo de geracao.

[az (1-7)] }

Y(1)=Y,+aq el (1)

Onde,

Y(t) = log da contagem de micro-organismos no tempo t;
Y, = log da contagem de micro-organismos no tempo zero;
t = tempo (dias);

ar, aze r = parametros do modelo de Gompertz.

A partir dos parametros as, aze rcalculou-se o tempo da fase lag, a taxa de

crescimento e o tempo de geracao conforme as Equacdes 2, 3 e 4.
Tempo de fase lag (dias)=t,—(1—a,) 2)
Taxa de crescimento (ufc/ ml/tempo)=a,.a,le  (3)

Tempo de geragdo (dias) =In(2).e/ a,.a, (4)

4.3. Efeito da adicao de CO; ao leite cru sobre a qualidade do leite UHT

4.3.1. Processamento

Apos ordenha, refrigeracao e transporte para a FEA/UNICAMP, o leite cru
(~200 litros) refrigerado (4+1°C) foi dividido em duas porcées que foram
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armazenadas em tanque de expansao (Etscheid Techno SA, Modelo KW 250-2,
Pirajui, SP) com capacidade de 250 litros dotado de agitacdo e controle
automatico de temperatura (Figura 6). Os tanques foram programados para ter o
menor tempo de agitagao possivel a fim de minimizar a perda do CO: injetado ao
leite. A agitacdo foi programada para acontecer a cada 16 horas durante 3
minutos. Além disso, aproximadamente a cada 3 horas, quando o leite atingia a
temperatura de 5°C, o tanque ligava automaticamente a agitacao e o resfriamento
até que a temperatura retornasse a 4°C. Este processo levava ~5 minutos. Em um
tanque foi mantido o leite cru sem adicao de CO, (4x1°C) e o leite do segundo
tanque foi adicionado de CO.. A adicao de CO. foi realizada a 4+1°C até pH
6,20+0,05 utilizando-se um tubo de PVC perfurado devidamente higienizado
(Figura 2). O leite controle e o adicionado de CO, foram mantidos refrigerados a
4°C por 6 dias antes do processamento UHT, conforme condigbes estabelecidas

na primeira fase do trabalho.

Figura 6. Tanques de expansao utilizados para o armazenamento do leite cru.
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Apo6s o periodo de armazenamento refrigerado, os leites foram aquecidos,
sob agitacao, em tanque pasteurizador até 80°C e imediatamente resfriados a 4°C,
para eliminagdo do CO; e conseqlente recomposi¢cao do pH. Em seguida, foram
acondicionados em latdes higienizados e encaminhados para a planta de
processamento UHT. Antes do processamento o leite foi adicionado de citrato de
sédio (0,1%) para prevenir a desestabilizacdo das proteinas durante o tratamento

térmico.

Os leites foram processados na Planta Piloto de Sistemas de Embalagem,
instalada no Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos — UNICAMP/SP. A linha de processamento e
embalagem era composta pelos seguintes equipamentos: tanques de matéria-
prima; homogeneizador de pistdo com dois estagios (Alitec Comércio e Industria
Ltda., Pindamonhangaba, SP), trocador de calor de placas (Suméa Industria e
Comércio Ltda., Campinas, SP); tanque de produto e maquina de embalagem tipo
forma, enche e fecha (Suma Industria e Comércio Ltda., Campinas, SP). Os
acessorios de controle do trocador de calor sdo: termdémetro (termorresistor tipo
PT100) conectado ao painel de controle digital e localizado apds o tubo de
retencdo; valvula de desvio de fluxo do tipo pneumatica, controlada
automaticamente através do painel de controle; anel restritor posicionado na saida
da secao de resfriamento de leite retornado e valvula agulha localizada na saida
da secédo de resfriamento. A configuracao da linha é apresentada nas Figuras 7 e
8.

A maquina de embalagem realizava a filtracdo de ar, a esterilizagcdo do
filme plastico e a termossoldagem para producédo das embalagens. A esterilizagéo
das embalagens foi efetuada por imersao em solucao de perdxido de hidrogénio
35% a 35+2°C por 13 s e exposicdo a radiacdo ultravioleta de 260 pW/cm? em 254
nm por pelo menos 1,0 s, emitida por lampada TUV 15W T5 instalada a 10 mm do
filme. Essa operacao era realizada na parte traseira da maquina de embalagem,
contendo a bobina pléstica, o tanque de imersao e os roletes guias do filme.
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Figura 7. Linha de processamento UHT e embalagem asséptica com o tanque de
produto e acessorios para o envase. 1) tanques de matéria-prima; 2) trocador de

calor; 3) tanque de produto; 4) maquina de embalagem asséptica.

Figura 8. Detalhe da linha de processamento UHT mostrando: 1) tanques de
matéria-prima; 2) trocador de calor; 3) homogeneizador.
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Para o processamento UHT, o leite resfriado (~4°C) era bombeado
passando inicialmente pela secdo de aquecimento do trocador até atingir a
temperatura de 68-72°C e, em seguida, era homogeneizado (210 kgf/cm? no
primeiro estagio e 40 kgflcm? no segundo estagio). O tratamento térmico foi
realizado a 140°C/5 s e o leite foi entdo resfriado a temperaturas entre 14 e 20°C.
As amostras foram envasadas assepticamente em sacos de polietileno de baixa
densidade pigmentados de branco com dioxido de titdnio 1,5% (PEBD) e
armazenadas ao abrigo da luz, a temperatura ambiente. A vaz&o da linha de
processamento foi de 260 litros/h. O fluxograma geral de armazenamento do leite

cru e processamento UHT é apresentado na Figura 9.

Leite cru refrigerado

(4+1°C)
200 litros
[ Adiciaode CO,
! 1 (pH62)
Leitecru Leite crug,
100 litros 100 litros
I |
¥

Armazenamento refrigerado
(6 dias/4+12C)

!

Tratamento térmico (802C)e
resfriamento imediato (42C)

I

Processamento UHT
(1402C/5s)

|
v v

Leite UHT Leite UHTq,

I |
v

Avaliacgao fisico-quimicadurante
120 dias de armazenamento

Figura 9. Fluxograma geral de armazenamento do leite cru e processamento do
leite UHT.
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4.3.2. Procedimento de amostragem e analises realizadas

Apbés a recepcao, o leite foi misturado para a coleta de amostras
representativas do lote para avaliagdo microbiolégica e fisico-quimica. As
amostras foram coletadas como ja descrito anteriormente (Item 4.2.2). O leite cru
foi avaliado quanto a presenca de residuos de antibiéticos, contagem de células
somaticas (CCS), pH, acidez titulavel, gordura, extrato seco total, lactose, cinzas,
nitrogénio total (NT), nitrogénio ndo caseico (NNC), nitrogénio nao proteico (NNP),
conteudo de acidos graxos livres (AGL), fracdes individuais de caseina e padrédo
de peptideos por HPLC-RP. O leite cru foi também avaliado quanto a contagem
padrdao em placas, contagem de psicrotroficos e de Pseudomonas spp., contagem
de micro-organismos termoduricos meséfilos e psicrotroficos e contagem de
esporos mesobfilos e psicrotréficos. Para avaliagdo da contagem de células
somaticas, amostras de leite cru foram coletadas em frascos contendo bronopol
para sua conservagao e encaminhadas a temperatura ambiente para a Clinica do
Leite (ESALQ-USP, Piracicaba/SP).

O tanque contendo o leite controle foi mantido fechado durante os 6 dias de
armazenamento refrigerado. O tanque contendo o leite adicionado de CO; foi
monitorado diariamente quanto ao pH e concentracdo de CO,. Quando o pH
encontrava-se acima de 6,20+0,05, CO, era borbulhado ao leite até que o pH
retornasse ao valor inicial. Apds a reposicéo, o pH e a concentracdo de CO, eram

novamente avaliados.

Apés 6 dias de armazenamento, amostras de cada tanque foram coletadas
para realizacdo das mesmas determinagdes fisico-quimicas realizadas para o leite
cru, exceto contagem de células somaticas, gordura, extrato seco total, lactose e
cinzas. As avaliacbes microbiologicas foram as mesmas realizadas para o leite

cru.

No dia seguinte ao processamento (dia 1) foi realizada a caracterizacao dos
leites UHT produzidos a partir do leite cru adicionado ou ndo de CO». As amostras
foram avaliadas quanto ao pH, acidez titulavel, gordura, extrato seco total, lactose,
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nitrogénio total (NT), nitrogénio ndo caseico (NNC), nitrogénio ndo proteico (NNP),
conteudo de acidos graxos livres (AGL). Foi realizada também a avaliacdo da

esterilidade comercial dos lotes.

Durante o armazenamento a temperatura ambiente, amostras de cada lote
foram aleatoriamente escolhidas e avaliadas quinzenalmente, durante 120 dias,
quanto as mesmas caracteristicas fisico-quimicas analisadas para caracterizacao
do leite UHT, exceto gordura, extrato seco total e lactose. A avaliagao das fragdes
individuais de caseina por HPLC-RP foi realizada ap6s 1 e 120 dias de
armazenamento, enquanto o padrdao de peptideos, também por HPLC-RP, foi
avaliado apés 1, 60 e 120 dias de armazenamento das amostras.

As andlises de pH, acidez titulavel, gordura, extrato seco total, lactose,
nitrogénio total (NT), nitrogénio ndo caseico (NNC), nitrogénio nao proteico (NNP)
foram realizadas em triplicata. Concentracdo de CO,, conteludo de acidos graxos
livres, fracdes individuais de caseina e padrao de peptideos por HPLC-RP foram
feitos em duplicata. Todas as avaliagdes microbioldégicas foram realizadas em

duplicata.

4.3.3. Determinacoes fisico-quimicas

As determinagbes de pH, acidez titulavel, gordura, extrato seco total,
nitrogénio total (NT), nitrogénio n&o caseico (NNC) e nitrogénio nao proteico
(NNP) foram realizadas segundo metodologias descritas anteriormente (ltem
4.2.3). A porcentagem de lactose foi calculada pela diferengca entre os sélidos
totais e os demais solidos do leite. O conteudo de cinzas foi determinado por
incineracdo em mufla a 550°C, segundo AOAC (1995).

A protedlise do leite UHT durante a estocagem foi avaliada atraves do
conteudo de nitrogénio total (NT), nitrogénio nao protéico (NNP) e nitrogénio ndo
caseico (NNC) utilizando-se o0 método de Kjeldahl, como descrito anteriormente
(Item 4.2.3). Durante o tratamento UHT (140°C/5s), ocorrem diversas interacdes
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protéicas e as fracbes nitrogenadas soluveis em TCA 24% e em pH 4,6 nao
representam o nitrogénio nao protéico (NNP) e nitrogénio ndo caseico (NNC) do
leite, respectivamente. Entretanto, as nomenclaturas NNP e NNC foram mantidas
e utilizadas para expressar a protedlise neste trabalho, ambas como porcentagem
do nitrogénio total (NT). Assim, o aumento das relagcdes (NNP/NT) x 100 e

(NNC/NT) x 100 foram utilizados como indices de protedlise.

O grau de protedlise das fragdes individuais de caseina do leite foi
determinado por cromatografia liquida em fase reversa (HPLC-RP), de acordo
com Bobe et al. (1998). Para tanto, aliquotas de 500 uL de leite foram congeladas
a -20°C para posterior analise. No dia da andlise uma solugao contendo 0,1 M de
Tampéao Bis Tris (pH 6,8), 6 M de cloridrato de guanidina, 5,37mM citrato de sédio
e 19,5 mM de ditiotreitol (pH 7) foi adicionada diretamente as amostras
congeladas numa proporcdo de 1:1 (viv) a temperatura ambiente. Apds o
descongelamento, cada amostra foi agitada por 10 segundos, incubada por 1 hora
a temperatura ambiente e entdo centrifugada a 16.000xg por 5 min. A camada de
gordura foi retirada com uma espatula e a solucao restante foi diluida 1:3 (viv) com
uma solucdo de 4,5 M de cloridrato de guanidina e solvente A
(acetonitrila:agua:acido trifluoracético, 100:900:1, pH 2).

Para identificacdo das fracdes protéicas do leite, padrées de as-caseina
(70% de pureza, Sigma, USA), B-caseina (90% de pureza, Sigma, USA), k-
caseina (80% de pureza, Sigma, USA), a-lactoalbumina (85% de pureza, Sigma,
USA) e B-lactoglobulina (90% de pureza, Sigma, USA) foram preparados nas
seguintes concentragdes: 4,0 mg/mL de as-CN; 3,0 mg/mL de B-CN; 1,5 mg/mL de
K-CN; 0,5 mg/mL de a-La e 1,0 mg/mL de B-Lg (Bobe et al., 1998). Os padrdes
foram preparados de uma sé vez e congelados em aliquotas a -20°C. As aliquotas
de padrao foram tratadas da mesma forma que as amostras de leite.

A separacao e identificacdo das fragbes protéicas foram conduzidas em
cromatdgrafo Shimadzu Class VP equipado com detector de luz UV. Utilizou-se
coluna Gemini C1g (5 pm, 250 x 4,6 mm, Phenomenex, USA) precedida por pré-
coluna Gemini (5 ym, 4,0 x 3,0 mm, Phenomenex, USA). As amostras preparadas
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foram filtradas através de membrana de PTFE 0,45 um (Milipore, USA), sendo que
20 pL da solucdo foram injetados no sistema HPLC. A separacao por
cromatografia foi realizada em temperatura ambiente e as fases moveis foram:
Solvente A, (acetonitrila:agua:acido trifluoracético, 100:900:1) e Solvente B
(acetonitrila:agua:acido trifluoracético, 900:100:1). O gradiente de solventes foi
iniciado com 27% do solvente B, aumentando-se gradativamente a proporcéo do
solvente B imediatamente apds a injecao da amostra para 32% (2 min), 48% (37
min), 50% (41 min), retornando para as condi¢6es iniciais apds 2 min (27%) e
mantendo-se essa condicao até 50 min para estabilizacdo da coluna antes de uma
nova injecdo. O fluxo utilizado foi de 1,2 mL/min e a detecgao foi realizada a 220

nm. Todas as andlises foram realizadas em duplicata.

A avaliacdo do padrao de peptideos por HPLC-RP foi realizada para a
identificacdo da protedlise causada por plasmina ou por enzimas de psicrotréficos
pela andlise dos peptideos liberados na quebra das caseinas, segundo
metodologia descrita por Datta e Deeth (2003). Os extratos soluveis em TCA 12%
foram preparados pela adicdo de TCA 24% em igual volume de leite seguido de
agitacdo e incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 24.000 g por 15 min e o sobrenadante filtrado em papel filtro
Whatman 41. A fragédo soluvel em pH 4,6 foi preparada pelo ajuste do pH do leite
até 4,6 com acido acético 10%, seguido de agitacdo e incubacgédo por 1 hora a
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada e processada da mesma forma

descrita para os filtrados de TCA 12%.

A anadlise de HPLC foi realizada em cromatégrafo Shimadzu Class VP
descrito anteriormente, usando uma coluna X-Terra MS Cqg (5 pm, 150 x 2,1 mm,
Waters, USA) a 40°C, fluxo de 0,9 mL/min e deteccdo a 210 nm. O solvente A foi
0,1% de acido trifluoracético (TFA) em agua e o solvente B foi 0,1% de TFA em
acetonitrila grau HPLC. O gradiente de solventes foi iniciado com 20% do solvente
B. A proporgéo do solvente B aumentou de 20 para 35% durante os primeiros 20
min e depois de 5 min aumentou para 65% em 20 min e finalmente para 100% em
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5 min, retornando a condig&o inicial apdés 10 minutos. O volume de amostra

injetado foi de 50 pL. Todas as anadlises foram realizadas em duplicata.

4.3.4. Determinacoes microbioldgicas

A contagem padrao em placas, de psicrotréficos e de Pseudomonas spp.
foram determinadas segundo as metodologias citadas para avaliacao do leite cru
(tem 4.2.4). A contagem de micro-organismos termoduricos mesofilos e
psicrotroficos e de esporos meséfilos e psicrotréficos foi realizada conforme
metodologia da APHA (1992). Para avaliacao dos micro-organismos termoduricos
e dos esporos, as amostras de leite, coletadas em tubos estéreis, passaram por
tratamento térmico a 62,8°C/5 minutos, e a 80°C/12 minutos, respectivamente,
seguido de resfriamento imediato em banho de gelo. As contagens de micro-
organismos termoduricos e esporos mesofilos foram realizadas pelo método de
plagueamento em profundidade, utilizando agar padrdao (PCA) incubando as
placas a 35°C/48 horas. As contagens de micro-organismos termoduricos e
esporos psicrotréficos foram feitas pelo método de plagueamento em superficie,
utilizando agar padrao (PCA) seguido de incubacéao a 7°C/10 dias.

A contagem de células somaticas do leite cru foi determinada por
espectrofotometria infravermelha usando contador eletrénico de células somaticas
Bentley Somacount 500 (Bentley Instruments Inc. Chasca, MN, USA), na Clinica
do Leite (ESALQ-USP). A presenca de antibi6ticos foi avaliada utilizando o kit
Delvotest (DSM Food Specialities Dairy Ingredients, Holanda). O teste qualitativo
fundamenta-se no desenvolvimento de esporos de Bacilus stearothermophilus var.
calidolactis em pré-inoculados em agar, utilizando purpura de bromocresol como
indicador. Na auséncia de antibiético o microrganismo inoculado no agar se
desenvolve produzindo acido e, consequentemente, alterando a cor do meio de
roxo para amarelo. Na presenga do antibiético (teste positivo), o desenvolvimento
do microrganismo é inibido, ndo ocorrendo a producao do acido e alteracado da cor

do meio.
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4.3.5. Avaliacao da esterilidade comercial

Para avaliacdo da esterilidade comercial, amostras de cada lote de leite
processado foram incubadas a 35-37°C durante 7 dias. Decorrido esse periodo, as
amostras foram avaliadas quanto a contagem padrdo em placas, estabilidade ao
alcool 68% e acidez. Para atender ao padrao da legislacédo brasileira, o produto
deveria apresentar auséncia de micro-organismos mesofilos, estabilidade ao
etanol 68%, ndo apresentar variagdo de acidez acima de 0,02 g de lactico/100 mL
em relacdo a amostra antes da incubagdo e nem modificacdes que alterem a
embalagem (BRASIL, 1997).

4.3.6. Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

O delineamento experimental utilizado foi o de parcelas subdivididas (Spli-
plot) em blocos com trés repeticées. O bloco foi o leite utilizado em cada um dos
trés processamentos. As parcelas foram os tratamentos aplicados (2 niveis de
variacdo) e a sub-parcela foi o tempo de armazenamento (9 niveis de variagcao),
que correspondem a avaliagdo no dia seguinte aos processamentos (tempo zero)
e quinzenalmente durante 120 dias. O efeito dos tratamentos, do tempo de
armazenamento, bem como da interacao destes fatores sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do leite UHT foi avaliado por andlise de variancia (ANOVA) e teste
de médias de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Efeito da concentracao de CO, e da temperatura de armazenamento

sobre as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite cru
5.1.1. Caracterizacao do leite cru

O leite cru utilizado nos processamentos apresentou composicao tipica
(Tabela 1) e tanto os requisitos fisico-quimicos como microbioldgicos atenderam
aos padrdes estabelecidos pela IN n® 51 (BRASIL, 2002) que sdo: acidez 0,14-
0,18% de &cido lactico, minimo de 3,0% de gordura, 2,9% de proteina e 8,4% de
extrato seco desengordurado e contagem padrdo em placas menor que 7,5x10°
ufc/mL. Essas caracteristicas indicam que a matéria prima foi higienicamente
obtida e adequadamente conservada até o inicio dos experimentos. O teor de
gordura do leite foi relativamente alto para os padrdes brasileiros, 0 que implicou
em um valor de extrato seco desengordurado (ESD) ligeiramente menor (8,34%)

que o padrao estabelecido na legislacao (8,4%).

O leite tratado com CO; apresentou concentracdo média de 1194+153 ppm.
Esta concentracdo apresentou pequenas variagdes durante todo o experimento
(Figura 10). Ao final do experimento, as concentracoes de CO, foram de 1153+137
e 1142+153 ppm para os leites armazenados a 4 e 7°C, respectivamente. O pH
das amostras nao variou significativamente ao longo do tempo e foi, em média,
6,82+0,03 para o leite controle e 6,32+0,06 para o leite adicionado de CO,,

independente da temperatura de conservacgao.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite cru utilizado

como matéria-prima (n = 2).

Média + DP("

pH 6,81 £0,10
Acidez (°D) 14,59 + 0,49
EST (%) 12,56 £ 0,13
Gordura (%) 4,22+ 0,26
ESD (%) 8,34 £ 0,11
Lactose (%) 5,01 £0,08
Proteina total (%) 2,97 +0,13
Proteina (%) 2,80 +0,11
Caseina (%) 2,30 + 0,06
CN/P (%)® 82,30 +1,13
Contagem padrao em placas (ufc/mL) 3,7x10°
Psicrotréficos (ufc/mL) 1,7 x 10?
Pseudomonas spp. (ufc/mL) 1,8 x 10*

"DP = Desvio padrao; ®Proteina total = nitrogénio total x 6,38; ®CN/P (%): caseina como % da
proteina.
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Figura 10. Concentragcdo de CO. (ppm) nas amostras de leite cru durante o
armazenamento refrigerado a 4+1°C (e) e 711°C (m).
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5.1.2. Efeito da concentracao de CO, sobre o desenvolvimento microbiano

A adicdo de CO,, a temperatura e o tempo de armazenamento afetaram
significativamente a contagem padrédo em placas do leite cru (Tabela 2). Durante o
armazenamento refrigerado a contagem padrédo em placas aumentou para todos
os tratamentos (Figura 11), entretanto o tempo necessario para que se atingisse a
contagem limite (7,5x10° ufc/mL) foi maior para a amostra adicionada de CO; e

armazenada a 4°C.

Tabela 2. Resultado da analise estatistica do desenvolvimento microbiano (n = 2).

Valor de p"
CPP®  Psicrotréficos Pseudomonas spp.

Tratamento® <0,0001 <0,0001 <0,0001
Temperatura de armazenamento®”  <0,0001 <0,0001 0,04

Tempo de armazenamento <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tratamento x temperatura 0,0989 0,8960 0,0867
Tratamento x tempo <0,0001 <0,0001 <0,0001
Temperatura x tempo 0,0002 0,0001 0,5641
Tratamento x temperatura x tempo 0,5682 0,0225 0,0057

Mp<0,05; ®CPP: contagem padrdo em placas; ®'Tratamento: leite cru adicionado ou ndo de CO,;
“4 ou 7°C.

Observa-se na Figura 11 que partindo-se da contagem padrao inicial de
3,7x10° ufc/mL, o leite adicionado de CO, armazenado a 4°C foi conservado por
aproximadamente 14 dias, enquanto que o leite ndo adicionado de CO, e
armazenado na mesma temperatura foi conservado por 8 dias. O tempo de
conservacao do leite armazenado a 7°C, adicionado ou ndo de CO,, foide 8 € 5
dias, respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Ma et al.
(2003), que observaram que o leite armazenado a 4°C, adicionado de 1500 ppm
de CO levou aproximadamente 14 dias para atingir a contagem padrdo de
3,0x10° ufc/mL, partindo de uma contagem inicial de 10* ufc/mL. Observa-se ainda

que as amostras armazenadas a 4°C sem adicdo de CO, e a 7°C adicionada de
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CO, apresentaram aproximadamente o0 mesmo tempo de conservacao (8 dias),
sugerindo que a adicao de CO; ao leite cru a 7°C tem efeito equivalente a sua
conservagcao na menor temperatura (4°C), sem adicao de CO,. Desta forma, a
temperatura de 7°C, atualmente permitida pela legislacdo brasileira para
armazenamento do leite cru, em conjunto com a adicdo de CO, poderia conservar
a qualidade do leite da mesma forma que o produto armazenado a 4°C sem a
adicao de COa.
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Figura 11. Log da contagem padrdo em placas (ufc/mL) do leite cru durante o
armazenamento refrigerado. (e) 4°C com COy; (o) 4°C sem COy; (m) 7°C com CO»,
(o) 7°C sem COy; (---) contagem padrdo maxima permitida pela legislagao
brasileira (7,5x10° ufc/mL).

A adicdo de CO,, a temperatura e o tempo de armazenamento também
afetaram significativamente o desenvolvimento de micro-organismos psicrotréficos
e de Pseudomonas spp. (Tabela 2), cujas contagens aumentaram ao longo do
tempo para todos os tratamentos (Figuras 12 e 13). Embora a legislacao brasileira
ndo estabeleca uma contagem limite de psicrotréficos para leite cru, diversos
autores (MUIR, 1996; SANTOS; FONSECA, 2001, SORHAUG; STEPANIAK,
1997) mostraram que a qualidade dos produtos lacteos processados pode ser
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prejudicada se essa contagem for superior a 10° ufc/mL. Os resultados mostraram
que a adicdo de CO, teve um efeito mais importante do que a temperatura de
armazenamento no controle do desenvolvimento de psicrotréficos. A amostra néo
adicionada de CO; e armazenada a 4°C levou 5 dias para atingir a contagem de
psicrotroficos considerada critica para o processamento, enquanto que para o leite
armazenado a 7°C este tempo foi de 3-4 dias. Por outro lado, na presenca de CO»,
esses tempos se estenderam para 13 e 8 dias para as amostras armazenadas a 4

e 7°C, respectivamente (Figura 12).

Log psicrotroficos
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Figura 12. Log da contagem de psicrotréficos (ufc/mL) do leite cru durante o
armazenamento refrigerado. (@) 42C com COy; (o) 42C sem COy; (m) 7°2C com CO,,
(o) 7°C sem COgy; (---) contagem de psicrotroficos considerada critica para o

processamento do leite.

O mesmo comportamento da contagem de psicrotroficos foi observado para
a contagem de Pseudomonas spp. Estes micro-organismos representam
aproximadamente 10% da microbiota do leite cru recém-ordenhado e séo os
psicrotroficos mais importantes presentes no leite cru refrigerado, produzindo
enzimas com alta capacidade proteolitica e lipolitica (NIELSEN, 2002; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997). Considerando também como valido o limite critico de 10°
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ufc/mL, observou-se que as amostras nao adicionadas de CO. levaram
praticamente 0 mesmo tempo para atingir essa contagem (~4-5 dias), enquanto
nas amostras adicionadas de CO, este tempo se estendeu para 14 e 11 dias no

leite armazenado a 4 e 7°C, respectivamente (Figura 13).

Log Pseudomonas spp.
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Figura 13. Log da contagem de Pseudomonas spp. (ufc/mL) do leite cru durante o
armazenamento refrigerado. (e) 4°C com COy; (o) 4°C sem COy; (m) 7°C com CO»,
(o) 7°C sem COgy; (---) contagem de psicrotroficos considerada critica para o

processamento do leite.

A adicao de CO, afetou o tempo de fase lag, o tempo de geracao e a taxa
de crescimento dos micro-organismos psicrotroficos. Na presenga de CO» o tempo
de fase lag dos psicrotréficos aumentou em 400 e 140% quando o leite cru foi
armazenado a 4 e 7°C, respectivamente (Figura 14a). Estes resultados sugerem
que o CO. foi mais eficiente para retardar o desenvolvimento dos micro-
organismos psicrotroficos no leite cru armazenado a 4 do que a 7°C.
Simultaneamente, a 4 °C na presengca do CO, o tempo de geracdo de
psicrotroficos aumentou 132% (Figura 14b) e a taxa de crescimento reduziu 57%
(Figura 14c), quando comparado ao leite ndo adicionado de CO,. Estes valores
foram de 122 e 55% para o leite cru armazenado a 7°C (Figura 14b e 14c). Este
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Fase lag (dias)

comportamento evidencia a eficiéncia do CO, em retardar o desenvolvimento de
micro-organismos psicrotroficos, tanto a 4°C quanto a 7°C, o que evitaria possiveis

defeitos de qualidade nos produtos lacteos processados, causados pelas enzimas

produzidas por estes micro-organismos.

Tempo de geracéo (dias)

COM CO2 SEMCO2 COMCO2 SEMCO2
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Figura 14. (a) Fase lag, (b) tempo de geracéo e (c) taxa de crescimento de micro-
organismos psicrotroficos em leite cru adicionado ou ndo de CO,, armazenados a
4+1°C e 7+1°C.
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O tempo de fase lag, o tempo de geracdo e a taxa de crescimento de
Pseudomonas também foram influenciados pela presenga do CO, (Figuras 15a,
15 e 15c), exceto para o tempo de fase lag das amostras armazenadas a 7°C sem
adicao de CO. que apresentaram este parametro ligeiramente maior que as
amostras adicionadas de CO,. As amostras armazenadas a 4°C e adicionadas de
CO; apresentaram um aumento de 182% e 329% no tempo de fase lag e no
tempo de geragéo (Figuras 15a e 15b), respectivamente, quando comparadas as
amostras nao adicionadas de CO,, armazenadas na mesma temperatura. Ja a

taxa de crescimento foi 75% menor na presenca de CO» (Figura 15c).

O leite armazenado a 7°C adicionado de CO, apresentou aumento de 277%
no tempo de geracado de Pseudomonas (Figura 15b) e reducéo de 73% na taxa de
crescimento (Figura 15¢) quando comparada ao leite sem adicdo de CO,. Amigo,
Olano e Calvo (1995) também observaram o aumento da fase lag e a diminuicao
da taxa de crescimento de diferentes espécies de Pseudomonas em leite cru

adicionado de CO: (pH 6,0) e armazenado a 7°C.

No que diz respeito a qualidade do leite processado no Brasil, trabalho
recente (ARCURI et al., 2008) mostrou que a maioria dos micro-organismos
psicrotroficos isolados de leite cru apresentou atividade proteolitica e/ou lipolitica
em temperaturas de refrigeracdo de 4°C, 7°C e 10°C, evidenciando seu alto
potencial de deterioracdo da qualidade do leite e consequentemente dos produtos
lacteos. Desta forma, a adicdo de CO, ao leite cru poderia contribuir para a
manutencao da qualidade do leite cru processado no Brasil.
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Figura 15. (a) Fase lag, (b) tempo de geracao e (c) taxa de crescimento de

Pseudomonas spp. em leite cru com e sem adicao de COp, armazenados a 4+1°C

e 7+1°C.

5.1.3. Efeito da adicao de CO, sobre a protedlise e lipdlise do leite cru

A Tabela 3 apresenta o efeito da adicdo de CO,, da temperatura e do

tempo de armazenamento, bem como da interacdo entre estes fatores sobre a

protedlise e lipdlise do leite cru. Ambas aumentaram significativamente ao longo

do tempo de armazenamento, entretanto, considerando-se que a interacao entre
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os tratamentos e o tempo de armazenamento foi significativa, utilizou-se a analise

de regressao linear para avaliar tal interacao.

Tabela 3. Resultado da avaliagdo estatistica do efeito da adicdo de CO. sobre a

protedlise e lipolise do leite cru refrigerado (n = 2).

Valor de p'"

CN/P® AGL®
Tratamento'® 0,1437 <0,0001
Temperatura de armazenamento® 0,1985 0,7023
Tempo de armazenamento <0,0001 <0,0001
Tratamento x temperatura 1 0,8925
Tratamento x tempo 0,0002 0,0002
Temperatura x tempo 0,3977 0,9495
Tratamento x temperatura x tempo 0,9850 0,9903

Mp<0,05. PCN/P (%): caseina como porcentagem da proteina. ?AGL: acidos graxos livres (meq.
ac. palmitico/kg leite). “"Tratamento: leite cru adicionado ou ndo de CO,,® 4 ou 7°C.

Observa-se nas Figuras 16a e 16b que a protedlise e a lipdlise
aumentaram, respectivamente, aproximadamente 2,2 e 2,7 vezes mais rapido no
leite cru sem adicdo de CO, do que no leite adicionado de CO,. A maior acéo
proteolitica e lipolitica também foi observada por Ma, Barbano e Santos (2003) em
leite cru refrigerado sem adicdo de CO, quando comparado ao adicionado de
1500 ppm de CO.. A protedlise e a lipdlise podem ser causadas tanto por enzimas
naturais do leite cru, como plasmina e lipase lipoprotéica, quanto por enzimas
produzidas por micro-organismos psicrotréficos durante o armazenamento
refrigerado (FOX; MCSWEENEY, 1998). A atividade da plasmina nao foi avaliada
neste experimento, entretanto, a analise de regressao linear mostrou que existe
uma correlacdo significativa (p<0,0001) entre a contagem de psicrotréficos e o
aumento da protedlise (Figura 17a), representada pelo decréscimo do teor de
caseina como porcentagem da proteina (CN/P). Da mesma forma, o aumento da
contagem de psicrotréficos resultou no aumento significativo (p=0,0007) da lipdlise
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(Figura 17b), representada pelo aumento da concentracao de 4cidos graxos livres.
Alguns géneros de psicrotroficos tém um grande poder de deterioracao do leite e,
segundo Muir e Banks (2003), pelo menos 20% de todos os psicrotréficos isolados
de leite cru podem causar protedlise e lipdlise e 70% destes psicrotréficos sao
classificados como P. fluorescens, que exibem tanto atividade proteolitica quanto

lipolitica.
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Figura 16. (a) Correlacdo entre CN/P (%) do leite com e sem adicdo de CO;
(Intervalo de confianca [-0,206; -0,099] com nivel de significancia de 95%) e (b)
Correlacao entre AGL (meq. ac. palmitico/kg leite) do leite com e sem adi¢do de
CO: (Intervalo de confianca [-0,004; +0,011] com nivel de significancia de 95%).
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Figura 17. (a) Correlacao entre a CN/P (%) e a contagem de psicrotréficos do leite
cru refrigerado (Intervalo de confianca [-0,857; -0,399] com nivel de significancia
de 95%) e (b) Correlacédo entre a concentracao de AGL (meq. ac. palmitico/kg de
leite) e a contagem de psicrotroficos do leite cru refrigerado (Intervalo de confianca
[0,035; 0,113] com nivel de significancia de 95%).

As menores taxas de protedlise e lipdlise observadas para o leite com
adicdo de CO, podem estar relacionadas a menor contagem de psicrotroficos e,

consequentemente, a reducdo da produgédo de enzimas proteoliticas e lipoliticas,
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ja que a acao antimicrobiana do CO» ocorre principalmente sobre essa classe de

micro-organismos.

Em conclusdo, com base nos resultados desta primeira etapa do trabalho,
foi definida uma condicao de armazenamento do leite cru visando a manutencao
da qualidade tanto da amostra adicionada de CO,, quanto da nao adicionada.
Foram também definidas as caracteristicas de armazenamento do leite cru em
tanques de expansdo e ndo em garrafas hermeticamente fechadas. Segundo os
resultados obtidos, o leite adicionado ou ndo de CO,, armazenado a 4°C/6 dias,
apresentou contagem padrdo em placas e de psicrotroficos que ainda atendem
aos requisitos de qualidade aceitaveis para processamento, sem prejudicar a
qualidade da matéria-prima. Portanto, ficou definido o armazenamento do leite cru
em tanques de expansao a temperatura de 4°C por um periodo de 6 dias antes do
processamento UHT.

5.2. Efeito da adicao de CO, ao leite cru sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do leite UHT

5.2.1. Efeito da concentracao de CO, sobre as caracteristicas fisico-quimicas

e microbiolégicas da matéria-prima

As Tabelas 4 e 5 apresentam, respectivamente, as caracteristicas fisico-
qguimicas e microbiolégicas do leite cru utilizado como matéria-prima (Dia 0) e do
leite cru adicionado ou ndo de CO, apds 6 dias de armazenamento refrigerado
(4°C).
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apds 6 dias de armazenamento a 4°C adicionado ou ndo de CO» (n=3).

Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru no dia da recepcéao (Dia 0) e

Leite cru Leite cru Leite cruco:
Dia 0 Dia 6 Dia 6

Média + DP" Média+DP  Média + DP p®
pH 6,88 +0,03° 6,80+0,07° 6,25+0,05° <0,0001
Acidez (°D) 15,65 +1,06° 1541+1,28° 3155+3,10° <0,0001
Extrato seco total (%) 11,12 £ 0,43
Gordura (%) 3,14 £ 0,43
ESD (%) 8,18 £ 0,28
Cinzas (%) 0,68 + 0,02
Lactose (%)® 4,26 + 0,20
Proteina total (%) 3,03+0,16° 2994023 2924034  0,6597
Proteina (%) 2,86+0,16° 2,83+0,23% 273+0,34° 05138
Caseina (%) 2,30 +0,12° 223+0,18 219+0,26° 05695
Caseina (% proteina)®” 80,43 +0,89 78,72 +0,30° 80,31 +1,12°®  0,0003
AGL® 0,27 £0,02*  0,30+0,04* 0,22+0,03° 0,0015

*P Médias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p<0,05). 'DP:
Desvio padrdao; ?p<0,05; ®Lactose calculada por diferenca; “’Caseina como porcentagem da
proteina; ®AGL: acidos graxos livres (meq. ac. palmitico/kg de leite).

No momento da recepgcdo (Dia 0), o leite cru apresentou composicao
caracteristica de um produto de boa qualidade (Tabela 4), atendendo aos
requisitos estabelecidos pela Instrucdo Normativa n® 51 (BRASIL, 2002), com
excegao ao extrato seco desengordurado que ficou abaixo do padréo (8,4%).
Quanto aos padrdes microbiolégicos, a contagem padrdao em placas ficou abaixo
do limite de 7,5x10° ufc/mL e todos os demais micro-organismos avaliados
(psicrotréficos, Pseudomonas spp., esporos mesofilos e psicrotréficos e
termoduricos mesofilos e psicrotroficos) apresentaram baixas contagens (Tabela
5). A contagem de células somaticas (CCS) média foi de 505+152 cél/mL e nao foi

detectada presenca de antibi6tico no leite cru utilizado nos trés processamentos.
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Estes resultados indicam que a matéria-prima foi obtida de animais saudaveis,

armazenada e transportada higienicamente para posterior processamento.

Tabela 5. Caracteristicas microbiolégicas do leite cru no dia da recepcao e apos 6

dias de armazenamento a 4°C adicionado ou nao de CO; (n=3).

Leite cru Leite cru Leite cruco:
Dia 0 Dia 6 Dia 6

Contagens (ufc/mL) Média Média Média p

CPP® 2,81 x10%®  2,77x10%® 3,25x10*®  0,0030
Psicrotréficos 524x10®  924x10% 7,24x10*®  <0,0001
Pseudomonas spp. 468x10*®  135x10%® 513x10®  0,0014
Esporos mesdfilos 8,41x10™  126x10® 1,96x10*  0,3473
Esporos psicrotréficos 1,00x 10®  9,09x10'™ 1,00x10*  0,9157
Termoduricos mesoéfilos 2,01 x10® 1,22x10%® 3,17x10%®  0,0008
Termoduricos psicrotréficos 422x10® 280x10%® 580x10®  0,0003

2> Médias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p<0,05).
Mp<0,05; ®Contagem padrio em placas.

Observa-se na Tabela 4 que o pH e a acidez foram significativamente
diferentes entre as amostras de leite cru. Este resultado era esperado, uma vez

que a adicao de CO, aumenta a acidez e diminui o pH do leite.

Ap6s 6 dias de armazenamento refrigerado ndo foram observadas
variagdes significativas nas porcentagens de proteina total, proteina e caseina
entre o leite cru (Dia 0) e as amostras adicionada ou ndao de CO,. Entretanto, o
teor de caseina como porcentagem da proteina, diminuiu significativamente para o
leite cru armazenado sem adicao de CO,, mantendo-se constante quando o leite
foi adicionado de CO,. Durante o mesmo periodo de armazenamento, a
concentragao de acidos graxos livres do leite cru adicionado ou ndo de CO; nédo
diferiu significativamente da matéria-prima no dia da recepcao (Dia 0). Entretanto,
apoés 6 dias de refrigeracao, foi observada maior concentracdo de AGL no leite cru
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sem adicdo de CO., o que representa maior lipdlise desta amostra, quando
comparada ao leite adicionado de CO; (Dia 6).

Observa-se na Tabela 5 que a adicao de CO; afetou significativamente a
contagem padrdo em placas, a contagem de psicrotroficos, de Pseudomonas spp.,
e de termoduricos meséfilos e psicrotroficos, sendo que todas aumentaram no
leite sem adicdo de CO, apds 6 dias de armazenamento, enquanto que no leite
adicionado de CO, as mesmas permaneceram constantes. As contagens de
esporos mesofilos e psicrotroficos ndo foram afetadas pela adicdo de CO,. A
contagem padrdo em placas que inicialmente era da ordem de 10° ufc/mL
aumentou para 10° ufc/mL quando o leite cru ndo foi adicionado de CO,. A
contagem de psicrotréficos aumentou 4 ciclos logaritmicos atingindo o limite
considerado critico (10° ufc/mL) para processamento do leite cru segundo diversos
autores (MUIR, 1996; SANTOS; FONSECA, 2001, SORHAUG; STEPANIAK,
1997). As contagens de Pseudomonas spp. e de termoduricos mesofilos
aumentaram em 3 ciclos logaritmicos, enquanto esse aumento foi de 4 ciclos para
os termoduricos psicrotréficos. As menores taxas de protedlise e lipdlise
apresentadas pelo leite adicionado de CO; estao relacionadas, provavelmente, a
melhor caracteristica microbiol6gica deste leite.

A partir destes resultados pode-se observar que apdés 6 dias de
armazenamento a 4+1°C, o leite cru adicionado de CO, manteve a mesma
qualidade fisico-quimica e microbioldgica do dia da ordenha, enquanto o leite cru
sem adicao de CO, sofreu perda significativa de sua qualidade. Estes resultados
sdo consistentes com outros estudos que também relataram o controle do
desenvolvimento microbiano e consequentemente da protedlise e lipdlise em leite
cru adicionado de CO, (AMIGO; OLANO; CALVO, 1995; ESPIE; MADDEN, 1997;
KING; MABBITT, 1982; MA; BARBANO; SANTOS, 2003; MARTIN; WERNER,;
HOTCHKISS, 2003).

A Figura 18 apresenta as variagées de pH e concentracdo de CO; do leite
cru tratado durante os 6 dias de armazenamento refrigerado. O pH do leite variou
entre 6,18 e 6,30 e a concentracdo de CO, de 972 a 1119 ppm. A partir do dia 1,
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quando se fez necessario, foi realizada a correcdo do pH através adicao de CO»
ao leite. Assim, as variagdes observadas no grafico da Figura 18, para cada dia de
armazenamento, representam o pH e a concentragdo de CO2 no leite antes e
depois da corre¢do do pH para 6,20. Perdas de CO, durante o armazenamento
foram atribuidas a agitacdo periddica do leite dentro do tanque de expanséao, ao
tamanho do espaco livre dentro do tanque, ja que seu volume maximo era de 250
litros e continha apenas 100 litros de leite e a falta de hermeticidade no
fechamento do tanque. O leite cru ndo adicionado de CO, permaneceu no tanque

de expanséao fechado e nao foi monitorado durante o armazenamento refrigerado.
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Figura 18. Comportamento do pH e da concentragdo de CO; durante os 6 dias de

armazenamento refrigerado do leite cru tratado. (e) pH; (m) CO..
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5.2.2. Caracterizacao fisico-quimica do leite UHT

A composicao dos leites UHT produzidos a partir de leite cru adicionado ou
nao de CO, (Tabela 6) atendeu aos padrdes estabelecidos pelo Regulamento de
ldentidade e Qualidade do leite UHT integral (BRASIL, 1997) que sdo: minimo de
3,0% de gordura e 8,2% de extrato seco desengordurado (ESD), acidez entre
0,14-0,18% de acido lactico e estabilidade ao alcool 68%.

Tabela 6. Composicao fisico-quimica do leite UHT produzido a partir de leite cru
adicionado ou ndo de CO; (n=3).

Leite UHT Leite UHTco2

Média + DPY  Média + DP"  p@
pH 6,78 0,03 6,74 +0,05°  0,0948
Acidez (°D) 15,22 +1,07° 16,46 0,53 0,0066
Extrato seco total (%) 11,83 +0,58% 11,42+0,33% 0,0842
Gordura (%) 3,18+0,40° 3,28+0,36% 0,5861
ESD (%) 8,65+0,70°  8,14+024*  0,0563
Proteina total (%) 2,93+0,30° 2,92+031® 0,9329
Proteina (%) 2,76 £+0,292  2,75+0,32%  0,9433
NNP/NT (%)® 6,11+0,75* 6,13+1,02%®  0,9649
NNC/NT (%)® 11,30+ 0,61 10,82+0,84* 0,1892
Cinzas (%) 0,75+0,03% 0,74 +0,05®  0,6487
Lactose (%)® 447 +0,49%  497+087% 0,1492
AGL® 0,17 £0,03*  0,13+£0,02° 0,0353
Alcool 68% estavel estavel

2> Médias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p<0,05); "'DP:
Desvio padrio; ®p<0,05; ®Lactose calculada por diferenca; “Nitrogénio nio protéico como
porcentagem do nitrogénio total; (S)Nitrogénio nao caseico como porcentagem do nitrogénio total;
©AGL: Acidos graxos livres (meg. ac. palmitico/kg de leite).
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as caracteristicas
fisico-quimicas do leite UHT e UHT o2, com excecao a acidez e a concentracao de
AGL. O leite UHT o2 apresentou maior acidez e menor concentragdo de AGL do
que o leite UHT (Tabela 6). As amostras apresentaram-se comercialmente estéreis
(BRASIL, 1997) uma vez que apds o periodo de incubacao de 7 dias a 35-37°C
nao apresentaram desenvolvimento microbiano, foram estaveis ao alcool 68% e

nao apresentaram variagcao de acidez ou alteragdes na embalagem.

5.2.3. Avaliacao do pH durante o armazenamento do leite UHT

O tratamento (p<0,0001), o tempo de armazenamento (p<0,0001) e a
interacao entre estes fatores (p=0,0095) afetaram significativamente o pH do leite
UHT. Em média, durante o periodo de armazenamento, o pH do leite UHT o2 foi
significativamente maior que o pH do leite UHT (6,79+0,04 e 6,75+0,02,
respectivamente). Entretanto, do ponto de vista tecnolédgico, essa diferenca de
0,04 unidades de pH entre as amostras ndo € importante. Apesar do tempo de
armazenamento ter afetado significativamente o pH das amostras, este
apresentou pouca variagcdo durante 90 dias de estocagem. Apo6s 90 dias de
armazenamento foi observado o decréscimo mais acentuado do pH do leite UHT e
UHTco2 (Figura 19). Apesar das variagbes significativas durante os 120 dias de
armazenamento dos leites, o pH manteve-se inserido na faixa de valores
considerada normal para pH de leite que é de 6,60 a 6,90 (FOX; MCSWEENEY,
1998). O decréscimo do pH durante o armazenamento do leite UHT pode ser
atribuido aos acidos formados nas reagdes de Maillard, a desfosforilacdo de
caseinas e as reagdes proteina-proteina que resultam na liberacdo de ions H*
(AL-SAADI; DEETH, 2008).
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Figura 19. Comportamento do pH do leite UHT e UHTco2 durante 120 dias de
armazenamento (o) UHT; (m) UHTcoo.

5.2.4. Avaliacao da lipdlise durante o armazenamento do leite UHT

A lipédlise foi significativamente afetada pelo tratamento (p<0,0001) e pelo
tempo de armazenamento das amostras (p<0,0001), entretanto, a interagdo entre
esses fatores nao afetou significativamente a lipélise (p=0,5727). Independente do
tratamento, a concentragdo de AGL aumentou ao longo do tempo (Figura 20) e foi,
em média, maior no leite UHT do que no leite UHT¢o2 (0,21+0,03 e 0,16+0,02
meq. ac. palm./kg leite, respectivamente). A maior concentragdo de AGL no leite
UHT produzido a partir de leite cru ndo adicionado de CO, pode estar relacionada
a baixa qualidade microbiolégica da matéria-prima caracterizada especialmente
pela alta contagem de micro-organismos psicrotréficos (9,24 x 10° ufc/mL) desse
leite antes do processamento (Tabela 5).

55



0,22

0,20

0,18

y = 0,0005x + 0,1573
R2= 0,6448

0,16

AGL (meq. ac. palm./kg leite)

0,14 T T T T T 1 1 1
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tempo de armazenamento (dias)

Figura 20. Efeito do tempo de armazenamento na concentracdo de acidos graxos
livres (AGL).

5.2.5. Avaliacao da protedlise durante o armazenamento do leite UHT

A protedlise das amostras de leite UHT durante o armazenamento foi
avaliada de trés formas: 1) através das fragdes do NNC e NNP como porcentagem
do nitrogénio total; 2) por cromatografia liquida em fase reversa (HPLC-RP),
analisando as fragbes de caseina (a-, B- e k-caseina) ou 3) por HPLC-RP
analisando o padrao de peptideos dos filtrados do leite precipitado a pH 4,6 e por
TCA 24%.

A Tabela 7 apresenta o resultado da avaliacdo estatistica para o efeito da
adicao de CO, ao leite cru sobre as fragdes de NNC/NT e NNP/NT do leite UHT,
utilizadas como indice de protedlise.
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Tabela 7. Resultado da avaliacao estatistica do efeito da adicdo de CO, ao leite
cru sobre as fracbes de NNP e NNC (como % do NT) do leite UHT durante sua

vida de prateleira (n = 3).

Valor de p'
NNC/NT® NNP/NT®

Tratamento™®! <0,0001 0,0222
Tempo de armazenamento®  <0,0001 0,0045
Tratamento x tempo 0,0153 0,8859

Mp<0,05. @Nitrogénio ndo caseico como porcentagem do nitrogénio total; ®Nitrogénio néo protéico
como porcentagem do nitrogénio total; “Tratamento: leite UHT produzido a partir de leite cru
adicionado ou nao de CO,; ® 120 dias.

Observa-se na Tabela 7 que o NNC/NT foi significativamente maior no leite
UHT do que no leite UHTcoe, com valores médios de 13,17£1,30% e
11,87+0,81%, respectivamente. O NNC/NT aumentou durante os 120 dias de
armazenamento para os dois tratamentos (Figura 21), entretanto, a taxa de
aumento foi ~1,4 vezes maior no leite UHT (Figura 22). O NNC/NT aumentou
38,3% e 25,3% para o leite UHT e UHT¢op, respectivamente, e foi menor que o
aumento de 74,7% observado por Topgu, Numanoglu e SaldamLi (2006).
Entretanto, estes autores avaliaram o leite UHT por 180 dias, enquanto nos
nossos experimentos as amostras foram avaliadas por 120 dias. O aumento da
protedlise durante o armazenamento do leite UHT foi também observado por
outros autores (ENRIGHT et al., 1999; GARCIA-RISCO; VILLAMIEL; LOPEZ-
FANDINO, 2002; GAUCHER et al., 2008).
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A maior protedlise no leite UHT produzido a partir de leite cru sem adicao
de CO. nao influenciou a porcentagem de caseina intacta apdés 120 dias de
armazenamento. Observa-se na Figura 23, que apresenta os cromatogramas
referentes a avaliacdo das fragbes protéicas do leite UHT e UHT oz apds 1 e 120
dias de armazenamento (Processamento 1), que imediatamente apds o
processamento (Dia 1) praticamente ndo existem diferencas entre as fracdes
protéicas do leite UHT e UHTco2. Apds 120 dias de armazenamento observou-se a
diminuicdo de todas as fragcOes para as duas amostras, entretanto, esta reducéao
nao foi significativa para todas as fragdes (Tabela 8). Considerando que a
somatéria das areas dos picos dos cromatogramas do leite UHT e UHT¢o2 no 1°
dia de armazenamento corresponderam a 100% das fracdes protéicas, nao foram
observadas variagbes significativas apo6s 120 dias de armazenamento, com
excecao a fragdo correspondente as proteinas do soro do leite UHT que sofreu
uma reducao significativa ao final deste periodo. Também n&o se observou
diferenga significativa para as fragdes protéicas entre as amostras de leite UHT e
UHTco2 ap6s 120 dias de estocagem.

Tabela 8. Porcentagens das areas dos picos cromatograficos das fracdes
protéicas do leite UHT e UHT¢o2 apds 1 e 120 dias de armazenamento (n=2).

Area dos picos
cromatograficos (%)

Fracoes protéicas Dia 1 Dia 120

«-CN 100° 93,73

Leite UHT a-CN + B-CN 1002 94,13A
a-La + B-Lg 100° 87,9

«-CN 100? 98,3

Leite UHTco2 a-CN + B-CN 1002 92,13A
a-La + B-Lg 100° 95,0

2> Médias com letras minGsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si
(p<0,05).

AB Para cada fracdo protéica, médias com letras maitisculas diferentes na mesma coluna, diferem
significativamente entre si (p<0,05).
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Figura 23. Fragcdes de caseina do leite UHT e UHT¢o2 apds 1 e 120 dias de armazenamento (Processamento 1).



Estes resultados correspondem aos dados dos Processamentos 1 e 2. As
amostras do Processamento 3 ap6s 120 dias de armazenamento néao
apresentaram repetibilidade das areas dos picos e, por isso, os dados referentes a
este processamento ndo foram utilizados. Acredita-se que esse problema deveu-
se a uma possivel alteracdo da coluna nesse periodo de analise. Os
cromatogramas referentes ao leite cru (Processamentos 1, 2 e 3) e ao leite UHT e
UHTco2 dos Processamentos 2 e 3, assim como o0s cromatogramas dos padrdes
individuais utilizados para identificagédo dos picos, encontram-se no Anexo 1. Ao
contrario dos resultados obtidos neste trabalho, Al-Saadi e Deeth (2008) e
Gaucher et al. (2008) observaram a degradacao das fracdes protéicas do leite

UHT apds 120 e 180 dias de armazenamento, respectivamente.

Simultaneamente, através da avaliagdo dos peptideos dos filtrados de leite
precipitado em pH 4,6, observou-se que a protedlise no leite UHT e UHT o, foi
promovida tanto pela plasmina quanto pelas proteases termorresistentes

produzidas por micro-organismos psicrotroficos presentes no leite cru.

Observa-se na Figura 24, que apresenta os cromatogramas com o padrao
de peptideos dos filtrados do leite UHT e UHTco2 em pH 4,6 apds 1, 60 e 120 dias
de armazenamento (Processamento 1), que imediatamente apds o processamento
(Dia 1), os perfis cromatograficos sdo muito semelhantes e apresentam picos
correspondentes a hidrélise tanto por plasmina quanto por proteases microbianas.
Ao longo do periodo de armazenamento a quantidade de peptideos identificados
no leite UHT oz foi praticamente constante (Figura 24, leite UHTco2 — Dia 1, 60 e
120), sendo mais evidente nesta amostra a hidrélise realizada pela plasmina, uma
vez que depois de 120 dias de armazenamento observou-se maior quantidade de
peptideos que eluem ap6s 20 minutos. No leite UHT ocorreu o aumento da
concentragdo de peptideos durante o periodo de armazenamento, produzidos
tanto pela plasmina (que eluem ap6s 20 minutos) quanto por proteases de
psicrotréficos (que eluem até 20 minutos), sugerindo maiores indices de protedlise
neste leite. Os cromatogramas referentes ao leite cru (Processamentos 1,2 e 3) e
ao leite UHT e UHTco2 dos Processamentos 2 e 3, encontram-se no Anexo 2.
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Figura 24. Padrao de peptideos dos filtrados do leite UHT e UHTco. em pH 4,6

apoés 1, 60 e 120 dias de armazenamento (Processamento 1).

O aumento da protedlise possivelmente influenciou na sedimentacdo do

leite UHT. A sedimentagé@o pode ser medida através de método gravimétrico, no

qual as embalagens do tipo cartonada tem o leite cuidadosamente esgotado, para

pesagem do sedimento que acumula no fundo das caixas. Esta metodologia ndo

pode ser aplicada as embalagens flexiveis utilizadas neste trabalho, pela

dificuldade no esgotamento do leite sem homogeneizacdo do sedimento. Apesar

de n&o ter sido avaliada, a sedimentacao foi observada em ambas as amostras e

foi aparentemente maior no leite UHT (Figura 25).
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Figura 25. Sedimentacao observada no leite UHT e UHTcoo.

O tratamento e o tempo de armazenamento afetaram significativamente a
fracdo NNP/NT (Tabela 7). Independente do tratamento, o NNP/NT aumentou ao
longo do tempo (Figura 26) e foi, em média, maior no leite UHT do que no leite
UHTcoz (6,58+0,32% e 6,30+0,34%, respectivamente).
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Figura 26. Efeito do tempo de armazenamento sobre o nitrogénio ndo protéico

como porcentagem do nitrogénio total (NNP/NT).

A Figura 27 apresenta os cromatogramas correspondentes aos filtrados
obtidos pela precipitacdo do leite com TCA 24% apdés 1, 60 e 120 dias de
armazenamento (Processamento 1). Os cromatogramas referentes ao leite cru
(Processamentos 1, 2 e 3) e ao leite UHT e UHT¢p2 dos Processamentos 2 e 3

encontram-se no Anexo 3.

Observa-se na Figura 27 que nao foram detectados picos correspondentes
a protedlise por micro-organismos, ou seja, que eluem em até 20 minutos, tanto
para o leite UHT como para o0 UHT¢o2. Segundo Datta e Deeth (2003), peptideos
produzidos por acdo de micro-organismos, 0S quais S40 em sua maioria menores
gue os produzidos por plasmina, seriam detectados apds precipitacao do leite com
TCA. Desta forma, embora tenha se observado protedlise por micro-organismos
para ambas as amostras (Figura 24), € provavel que os peptideos formados
durante 120 dias de armazenamento sejam ainda precipitaveis pelo TCA 24%, e
nao foram, portanto, identificados pela cromatografia.
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Figura 27. Padrao de peptideos dos filtrados de TCA do leite UHT e UHTco2 apos

1, 60 e 120 dias de armazenamento (Processamento 1).

Embora alguns pequenos picos produzidos por plasmina, os quais eluem

entre 20-40 minutos, tenham sido detectados para ambas as amostras (Figura 27,
UHT — Dia 60 e 120; UHTco2— Dia 120), segundo Datta e Deeth (2003), peptideos

gerados pela agao da plasmina sobre a -caseina sao precipitados pelo TCA e,

portanto, ndo deveriam estar presentes nos filtrados analisados. Esses resultados

sugerem que 0s pequenos picos detectados para ambas as amostras (Figura 27)

possam ser originarios da hidrélise, por plasmina, de outras fracées protéicas,

uma vez que todas as fragdes sofreram hidrélise ao longo do tempo, conforme

apresentado na Figura 23.
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6. CONCLUSOES

1.

A adicdo de CO, ao leite cru retardou o desenvolvimento microbiano e
favoreceu a manutengao da sua qualidade fisico-quimica tanto a 4°C como
a 7°C, com maior eficiéncia na menor temperatura. Amostras armazenadas
a 4°C e adicionadas de CO, apresentaram menor protedlise e lipdlise,
relacionado a menor contagem de micro-organismos psicrotréficos neste

leite.

O leite cru adicionado de CO; apresentou melhor qualidade fisico-quimica e
microbiolégica apdés 6 dias de armazenamento refrigerado, quando
comparado ao leite ndo adicionado de CO.. O leite UHT obtido a partir de
leite cru adicionado de CO, apresentou menor protedlise e lipdlise durante
120 dias de armazenamento. Em ambas as amostras a hidrolise protéica
deveu-se a acdo de plasmina e de proteases microbianas, entretanto no
leite UHT obtido a partir de leite cru adicionado de CO, observou-se menor
quantidade de peptideos liberados pela hidrélise por proteases

microbianas.

Os resultados desse trabalho indicaram que a adicado de CO, manteve a

qualidade fisico-quimica e microbiolégica do leite cru durante seu armazenamento

refrigerado, o que afetou positivamente a qualidade fisico-quimica do leite UHT. A

melhor qualidade microbioldgica obtida através da adicdo de CO, ao leite cru

resultou num produto UHT com menor protedlise, e, possivelmente, menos

susceptivel a gelificagao.

No Brasil, o leite cru refrigerado é transportado por longas distancias entre

0s centros produtores e de beneficiamento, podendo ser processado muitos dias

apds sua ordenha. Desta forma, a adicdo de CO, ao leite cru, associada as

condigcbes adequadas de higiene na ordenha, armazenamento e transporte

possibilitariam o beneficiamento de uma matéria-prima de melhor qualidade para o

processamento de leite UHT e demais produtos lacteos.
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ANEXO 1

Cromatogramas das fragdes de caseina do leite cru no Dia 0 e apds 6 dias de
armazenamento refrigerado (Processamentos 1, 2 e 3).

Cromatogramas das fragdes de caseina do leite UHT e UHT o2 apds 1 e 120 dias

de armazenamento (Processamentos 2 e 3).

Cromatogramas dos padrdes de caseina utilizados para identificagdo dos picos

cromatograficos.
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(Processamento 1).
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ANEXO 2

Padrao de peptideos dos filtrados em pH 4,6 do leite cru no Dia 0 e ap6s 6 dias de
armazenamento refrigerado (Processamentos 1, 2 e 3).

Padrao de peptideos dos filtrados em pH 4,6 do leite UHT e UHT¢o2 apds 1, 60 e
120 dias de armazenamento (Processamentos 2 e 3).
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armazenamento a 4°C (Processamento 1).
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Padrao de peptideos dos filtrados em pH 4,6: (a) leite cru no dia da recepcao; (b)
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armazenamento a 4°C (Processamento 2).
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86



200 300 400

100

200 300 400
L L

100
s

400

300

200

100

Detector A-210nm
—— P2D1PH2S . 3
P2_D1PH2S.dat UHT - Dla 1
Name F400
F300
L2
F20%
1 F100
Fo
p
7 F
N /
T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Minutes
Detector A210nm
4 — P2 oeopHzs z E
P2_DEOPH2S.dat UHT - Dla 60
I Name F400
F300
£ 2
<
F 206
F100
N -
Fo
T T T T T T T T T T T F
10 20 30 40 50 60
Minutes
Detector A210 nm
1 — P2.p120_PH 25 .
P2_D120_PH_2S.dat UHT - Dia 120
400
300
[
2
€
200
A 100
RN
Y t
0
T T —— T T T
10 20 30 40 50 60
Minutes

Detector A-210 nm .
—— P2 D1PHIC E
- P2 D1PH1C.dat UHTCOZ - Dla 1
< Name E 400
s
g 3 F300
g | F 2
g8 1 F206E
o 4
) \J\ 3
1 - \ N E
KW/\,.J-‘/ S AA \_\V
o \ Fo
/
k| /B
AN /
T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Minutes
Detector A-210 nm
—— P2_D60PH2C -
° P2 pepPHaCAn UHTc02 — Dia 60
< Name 400
8
g8 1 F300
s 2
g F206
<
g /\ \\ F100
3 JAJ\WJ ) M, E
° Fo
T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60
Minutes
Detector A210 nm
1| — p2_p120 PH_1C . F
P2_D120_PH_1C.dat UHTCOZ —Dia 120
400 400
300 300
1 2
E
200 200
100 100
0 0
- r - T . ; e
10 20 30 40 50 60
Minutes
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UHTco2 ap6s 1, 60 e 120 dias de armazenamento (Processamento 3).
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ANEXO 3

Padrao de peptideos dos filtrados em TCA do leite cru no Dia 0 e ap6s 6 dias de
armazenamento refrigerado (Processamentos 1, 2 e 3).

Padrao de peptideos dos filtrados em TCA do leite UHT e UHT o2 apos 1, 60 e
120 dias de armazenamento (Processamentos 2 e 3).
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Padrao de peptideos dos filtrados de TCA: (a) leite cru no dia da recepcéao; (b)
leite cru sem adicdo de CO, e (c) leite cru adicionado de CO; apds 6 dias de

armazenamento a 4°C (Processamento 1).
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Padrao de peptideos dos filtrados de TCA: (a) leite cru no dia da recepcéao; (b)
leite cru sem adicdo de CO, e (c) leite cru adicionado de CO; apds 6 dias de

armazenamento a 4°C (Processamento 2).
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leite cru sem adicdo de CO, e (c) leite cru adicionado de CO; apds 6 dias de

armazenamento a 4°C (Processamento 3).
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Padréao de peptideos dos filtrados em TCA do leite UHT e UHTco2 apés 1, 60 e
120 dias de armazenamento (Processamento 2).
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Padréao de peptideos dos filtrados em TCA do leite UHT e UHTco2 apés 1, 60 e
120 dias de armazenamento (Processamento 3).
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