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RESUMO

O leite esterilizado UHT pode sofrer alteragdes importantes durante o
armazenamento, limitando seu periodo de conservagdo. Essas alteracdes so
atribuidas a agédo de proteases produzidas por bactérias psicrotréficas ou a
plasmina. Poucas pesquisas tem sido realizadas, no Brasil, dificultando a
identificagdo correta do problema.

Foram verificadas as condigbes proteoliticas e as alteracdes nas
fragbes da caseina do leite UHT adquirido no comércio. Foram realizados, também,
experimentos com adicdo de 7 tratamentos diferentes durante 180 dias de
manutengado a temperatura ambiente, empregando metodologia padronizada, com

densitogramas obtidos através de eletroforese (PAGE) da caseina total.

Os resultados mostraram que a didlise ndo foi eficaz como método
alternativo de fracionamento, na avaliagdo da atividade proteolitica. No entanto, o
método da ninidrina &cida mostrou-se eficiente para monitorar alteracées na «-
caseina. A adigdo de citrato de s6dio 0,025% protegeu o leite de geleificacéo pela
acao da plasmina, embora os densitogramas tenham mostrado alteragbes nas
fragcGes de caseina. N&o foi observado geleificagdo em todos os outros tratamentos,
apesar de se observar evolugdo da protedlise sobre a caseina evidenciada pelas

variagbes de absorbancia e pelos respectivos densitogramas.

O leite cru refrigerado apresentou qualidade microbioldgica adequada,
com contagens menores nas andlises efetuadas durante o periodo de junho e,
contagens maiores para as amostras analisadas em dezembro, possibilitando um
reconhecimento das condigbes microbiolégicas das regides de Campinas e

Botucatu.
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SUMMARY

Alterations occurred during the storage of UHT sterilised milk limit its
shelf-life. These alterations are probable due to proteinases coming from
psychrotrofic bacteria or to plasmin. The lack of research on this subject, in Brazil,

difficult the correct identification of the problem.

In the present work it was determined the proteolitic conditions and
casein alterations of UHT milk usually found in the market. In addition, it were also
performed experiments during 180 days of storage, with 7 different treatments, at
room temperature employing standardised methodology through whole casein
electrophoresis (PAGE).

The results showed that the dialysis did not work as an alternative
method for the fractionation to evaluate the proteolytic activity. However, the acid
nihydrin method was shown to be a efficient way to control the x-casein alterations.
The addition of sodium citrate (0.025%) avoided the occurrence of milk gelation due
to the plasmin action, although the densitograms showed alterations in the casein
fractions. It iwas not observed gelation with all other treatments, in spite of the
evolution of the proteolitic activity on the casein, evidenced by absorbance variation

and respective densitograms.
The raw milk showed adequate microbiological quality. The bacterial

counts were lower in June and higher in December allowing the determination of the

microbiological conditions in Campinas and Botucatu areas.
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INTRODUGAO



O leite € um produto de grande importancia na alimentagdo humana,
porque fornece uma proporgao equilibrada de nutrientes. E um dos produtos
alimenticios em estado liquido de maior volume atualmente vendido em todo o
mundo. Por ser um alimento bastante perecivel, tornou-se necessario submeté-lo a
um tratamento térmico, a fim de que o seu periodo de conservacdo se tornasse
maior. O processo de esterilizagdo UHT ( Ultra High Temperature Treatment ) € um
dos métodos que permite a conservagdo e o prolongamento de sua durabilidade em

condi¢des de temperatura ambiente.

Entretanto, o leite tratado pelo sistema UHT, pode sofrer alteragOes
importantes durante o armazenamento, limitando o seu periodo de conservacdo. A
causa principal destas alteragbes tem sido atribuida a agdo de lipases e proteases,
proprias do leite ( nativas ) ou de origem bacteriana, que ndo sendo afetadas pelo

tratamento térmico, permanecem ativas.

A atividade proteolitica estd associada a desestabilizacdo do leite
“longa vida" durante o periodo de armazenamento. Ela é responsavel pela rarefagao
ou aumento de transparéncia, gelificagdo e coagulagdo, aparecimento de sabor

amargo e aumento gradual do nitrogenio ndo proteico (NNP).

A utilizag&o de baixas temperaturas para possibilitar um maior periodo
de armazenamento do leite cru, a nivel de produgdo, tem favorecido a selegdo e
desenvolvimento de microrganismos psicrotréficos, principalmente do género
Pseudomonas, com capacidade de produzir proteases extracelulares, que
demonstram extrema resisténcia aos tratamentos térmicos convencionais de

laticinios.

A presenga de plasmina ou de seu precursor, plasminogénio, tem sido
apontados como fatores limitantes para o armazenamento do leite UHT. Sabe-se
que essa enzima assume um papel importante frente as aiteragdes proteoliticas,

porém sua situagdo € praticamente invariavel e encontra-se bem definida.



O defeito de gelificagdo tem sido verificado em partidas de leites
comerciais, fazendo com que, na maioria das vezes, a industria reduza o tempo de
validade de seu produto. E sabido qQue esse tempo pode ser de até seis meses a
temperatura ambiente e o que se verifica, na prética, € que o aparecimento de

alteragbes geralmente ocorre por voita de trés meses.

Poucas pesquisa sobre o assunto tem sido conduzidas no Brasil. Isso
faz com que ndo haja uma identificacdo correta das causas do defeito quando ele
ocorre no leite UHT nacional. N&o se conhecem os verdadeiros parametros
envolvidos na gelificagdo, ou seja, se ela é decorrente do excesso de
microrganismos psicrotréficos no leite cru, ou devido ao mecanismo plasmina-
plasminogénio, ou da somatéria desses fatores.

Através de metodologia utilizando dialise e espectrometria na regido
ultravioleta do espectro, em comprimentos de onda de 210 a 220 nanémetros,
pode-se determinar de forma simples a atividade proteolitica em amostras de leite.
Outros métodos que utilizem reacdes com ninidrina, na faixa visivel do espectro,
também foram aplicados, tentando fornecer parametros que possam auxiliar na
detecgéo precoce da protedlise, de forma a poder identificar leites com potencial de
geleificacdo antes da ocorréncia deste defeito. Em paralelo tentou-se conhecer o

comportamento microbiano do leite cru, em regibes produtoras de leite tipo B.



OBJETIVOS



O presente trabalho sera dividido em trés fases com os objetivos
seguintes:

- Verificar as condigbes proteoliticas do leite UHT comercializado, utilizando marcas
e caracteristicas diferentes, durante periodo prolongado, utilizando, para tanto
metodologia espectrofotométrica nas regides ultravioleta e visivel do espectro.

- Monitorar possiveis alteragGes nas diferentes fragbes da caseina no leite UHT
comercial, utilizando procedimentos variados para obtencdo das fragbes
nitrogenadas, com analises efetuadas através de metodologias diferentes.

- Reconhecer a qualidade microbiolégica do leite cru, mantido sob refrigeragdo, em
NOssoO meio, visando identificar a representatividade dos principais grupos de
microrganismos envolvidos em alteragbes proteoliticas,

- Caracterizar a evolugdo proteolitica em amostras de leite UHT comercial, de
mesma marca, caracteristica e partida, empregando tratamentos diferentes e
metodologia padronizada, durante armazenagem por 210 dias a temperatura
ambiente.

- llustrar as possiveis alteragdes proteoliticas, ja caracterizadas, empregando
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE).



REVISAO BIBLIOGRAFICA



1. Consideragoes gerais

Alguns aspectos basicos da conservagcdo de alimentos devem ser
considerados. Até cerca de 150 a 200 anos atrds ndo existiam conhecimentos
suficientes que permitissem elaborar alimentos duradouros mediante a aplicagdo de
calor. Gragas aos avangos no campo da microbiologia, aos conhecimentos sobre as
regras de destruicdo térmica e devido aos desenvolvimentos técnicos das industrias

alimentares, conseguiu-se a elaboragéo de conservas alimentares duradouras.

O envase asséptico em latas foi desenvolvido nos anos 40 pela
companhia americana Dole-Martin. Esse sistema utilizava vapor a 273° a 300°C
durante 40 segundos para esterilizar as latas e para manter a esterilidade até o final
do processo. Ha relativamente poucos anos sabe-se que se pode utilizar, também,
um processo esterilizador que segue ordem inversa, isto é, esteriliza-se e, apos, faz-
se o envase, tal como é praticado no processo UHT. Esse processo tem sido
considerado por alguns pesquisadores como um dos mais destacados avancgos,
depois que o francés Louis Pasteur demonstrou o efeito benéfico do aquecimento
sobre vinhos e liquidos similares. O aquecimento do leite por temperatura ultra alta
(UHT) junto com o envase asséptico teve, a partir dos anos sessenta, uma
crescente aceitacdo em todo o mundo. (SCHULZ, 1994).

SOUZA (1975) em artigo técnico sobre o leite UHT faz a seguinte
ponderagéo interessante: “Quando o leite longa-vida em suas embalagens
assépticas ird substituir o leite pasteurizado no Brasil? A resposta a essa pergunta
podera vir no dia em que o leite longa-vida competir em sabor e preco com o leite

pasteurizado”.

No Brasil, pode-se considerar que somente na década de 90, mais
precisamente nos trés Gltimos anos, é que o consumo de leite longa-vida vem se
acentuando. O consumo cresceu de 184 milhées de litros em 1990 para 759 milhGes
de litros em 1994 , estimulado pelo preco que, as vezes, se iguala ao do tipo B.



Poucos artigos nacionais de pesquisa foram encontrados sobre o
assunto durante esta revisdo, embora haja sérios problemas ocorrendo durante o

tempo de prateleira do leite UHT, envolvendo o equilibrio fisico-quimico do leite.

Sabe-se que a gelificagdo que pode ocorrer com os produtos lacteos
durante o seu tempo de prateleira pode ter dois mecanismos diferentes. Um deles é
a degradacéo proteolitica da caseina, que torna as micelas sensiveis a agregacao.
Algo semelhante ao que ocorre na coagulacéo pela renina sucede em leite UHT,
porque as proteinases, especialmente algumas bacterianas, resistem ao tratamento
térmico. O armazenamento do leite cru durante alguns dias a temperaturas baixas
agrava consideravelmente o problema pelo crescimento de psicrotroficos que
produzem proteinases termorresistentes. Se existe proteinase lactea (plasmina)
havera dissolugdo da caseina muito mais marcante do que sua geleificagdo. Um
outro mecanismo envolve a ocorréncia de reagbes quimicas, indicando o papel
importante dos enlaces quimicos cruzados. Varidveis diversas envolvem efeitos
distintos nessa instabilidade, tais como: as reagbes redox, a reagdo de Maillard,
concentragées do leite, armazenamento & temperaturas baixas, tratamento térmico
intenso, adicdo de aglicares, adigdo de polifosfatos, adicdo de sequestrantes de
calcio, etc. (WALSTRA & JENNESS, 1987).

2. Caracterizagdo das fragdes protéicas do leite.

A caseina é a principal envolvida na instabilidade do sistema durante o
armazenamento do leite UHT, sendo que as proteinas soltveis também influenciam
no processo. As concentragbes das diversas fracdes que compdem as proteinas do

leite, estdo relacionadas na tabela 1.



Tabela 1. Concentragéo das proteinas e suas fracdes no leite de vaca

concentragao no leite % prot total
g.kg” p/p
mmol.m™

proteina total 33.0 ~1490 100.0
caseina total 26.0 1170 79.5
prot. do soro 6.3 ~320 19.3
prot na membrana
do glob. gordura 0.4 1.2
caseina-os 10.0 440 30.6
caseina-os; 2.6 110 80
caseina-p 9.3 400 28.4
caseina-y * 0.8 40 24
caseina-x 3.3 180 10.1
a-lactoalbumina 1.2 90 37
B-lactoglobulina 3.2 180 9.8
soroalbumina 0.4 6 1.2
imunoglobulinas 0.7 ~4 2.1
varias (incluida 0.8 ~40 24

proteose-peptona)

* fragbes resultantes de acdo enzimatica sobre B-caseina
Fonte: Walstra & Jenness (1987).

Originalmente, as caseinas sdo definidas como fosfoproteinas que se
precipitam, no leite cru, apds acidificagdo a pH 4.6, a 20 °C. Sua solubilidade,
nessas condigdes, € muito menor que a de qualquer proteina do soro, 0 que permite
uma separagao eficiente. Sob o ponto de vista de composigdo, a marca de pureza
das caseinas é o enlace éster-fosfato. Todas as cadeias polipeptidicas de caseina
tém, ao menos, um destes grupos por molécula, enquanto nenhuma proteina do soro
os contém. As caseinas as e p ndo possuem residuos de cisteina; as caseinas as,
€ k possuem dois cada uma; o conteido de prolina é alto em todas as fragbes
(WALSTRA & JENNESS, 1987).



Nenhuma das quatro fragdes de caseina tem uma estrutura secundaria
muito organizada. Os métodos de analise sugerem nada mais que estruturas de o-
hélice e lamina B de longitudes curtas. Sua conformagéo se parece muito com a das
proteinas globulares desnaturadas. O numero elevado e a distribuicao uniforme dos
residuos de prolina permitem uma estrutura secundaria densa e ordenada. Uma
pequena parte de aS,-cn aparece como dimero unido por pontes dissulfeto, e a
caseina k se apresenta naturalmente como uma mistura de oligébmeros unidos por
pontes dissulfeto. As quatro caseinas diferem muito entre si na distribuicdo de carga
e na tendéncia a agregar-se na auséncia e presenca de ions célcio. (WALSTRA &
JENNESS, 1987).

As figuras 1, 2 e 3 mostram um modelo molecular tridimensional das
fragGes da caseina mais diretamente envolvidas com a acao enzimatica, B-caseina,

as-Cn e por ultimo a configurag&o da fragdo k-cn.

10 20 30 40

BRLLRR /N TN MWL RR8R8R

P SP SPSPSspP SP

50 60 70 80

TNRRRRRA /" SAWWAVWA /N SN
. TP - P P P P P PP

90 100 110 120
TNV TNTVWVYVVWWAL /TN 7 N NN
P PP P p P P P P

130 140 150 160
_‘—NVM——-_Q——”/-;W‘—/:—\—P.—-/:\_/_P’:\

170 180 190 200
TN TN e ST VWVWWWWY TN

Fonte: Kumosinski et alii (1993)
Figura 1. Estrutura espacial da B-caseina A%, P significa prolina e SP serina fosfato
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PO

Fonte: Kumosinski et alii (1991)

Figura 2. Estrutura tridimensional da aS;-caseina.



4: Shio de ataque da quimosina
G : Parte glucidica

Fonte: Cheftel et alii (1989)

Figura 3. Estrutura tridimensional da x-caseina.
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As fragGes as; e as, sdo calcio sensiveis, precipitando com 0.4 M de
CaCl, apH 7.0 e a 4°C. Sao conhecidas 5 variantes genéticas da aSy-cn: A, D, B, C
e E, de acordo com sua mobilidade eletroforética. Para reconhecimento de sitios
especificos de fosforilagdo que podem caracterizar as variantes A, C e D
atualmente, tem sido utilizado a espectrometria de massa. (FERRANTI et alii, 1995).

De todas as proteinas alimentares, a proteina do leite bovino tem sido
a mais caracterizada quimicamente, fisicamente e geneticamente A fragdo beta é o
componente com maior nimero de variantes genéticas (7 variantes). Sao resultantes
dessa fragdo os fragmentos gama, as proteoses e peptonas, presentes no leite,
quando ocorre agdo da enzima plasmina. A k-caseina possui duas variantes
genéticas A e B. E sensivel a renina ( quimosina ) e sua hidrélise ocorre em posicéo
bem definida, residuos Phe-Met (105-106), originando para-k-caseina (residuo 1-
105) e um macro ou glicomacropeptideo (residuo 106-169). Existe diferenca na
liberagdo desse macropeptideo  por determinagdo genética. H& uma maior
proporcao glicidica localizada na banda de proteina derivada do alelo B da K-
caseina. A proporgdo destas fragdes na caseina total é: aS; = 38%, aS; = 10%, B =
36% e x = 13%. A sensibilidade ao calcio ibnico esta relacionada com o contetido de
fosfoserina (Ser-P) e essa sensibilidade aumenta na ordem: aS; > aSy > B > k-
caseina.  (WHITNTY, 1988, POULIOT et alli, 1994: VAN EENENNAAM &
MEDRANO, 1991).

Com a protedlise, pela propria estrutura das caseinas, um certo
numero de residuos susceptiveis s3do mais rapidamente hidrolizados
enzimaticamente. Esses residuos ocorrem nas regides mais flexiveis da estrutura
proteica, que usualmente representa residuos em sitios ou regides entre dominios

hidrofébico e polar, conforme mostra a Tabela 2.
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Tabela 2. Alguns peptideos ou fragmentos derivados da caseina (cn) por protedlise

limitada
enzima peptideo ou fragmento funcionalidade
plasmina Y-cn
(Fibrinolisina, B-cn X(f29-209) hidrofébico
EC 3.4.21.7) B-cn X(f106-209) hidrofébico

B-cn X(f108-209) hidrofdbico
proteose-peptona
B-cn X(f1-105 ou 107)  termoestavel, muito solavel

B-cn X(f29-105 ou 107) termoestavel, muito soltvel

B-cn X(f1-28) termoestavel, muito soluvel
Renina ou para-k-cn; x-cn X(f1-105)  hidrofébico, baixa solubilidade
quimosina GMP; k-cn X(f106-169) muito polar, muito solavel

as1-cn |; asicn B C (f25- aumenta hidroficidade
(EC 3.4.99.19)

199)
quimotripsina B-cn X (f1-52) possivel hélice alifatica
(EC3.4.211))
tripsina peptideos da regido da B-cn peptideos amargos
(EC 3.4.21.4) X(f196-209)
Pepsina
(EC.3.4.23.1), peptides da regido da B-cn atividade apidica
enzimas X (f60-70)
intestinais

Fonte: Swaisgood (1993).

A maior parte das variagbes que causam a heterogeneidade da x-cn
ocorre na regiao do x-macropeptideo (glicomacropeptideo ou GMP). Este GMP
contém os carboidratos originalmente presentes na x-cn. A hidrélise do x-MP tem
sido objeto de varios estudos porque ele possui muitas fungoes fisiologicas.
(SHAMMET et alii, 1992a).
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Cromatogramas dos produtos da hidrélise com renina de bezerro, com
Mucor miehei e com Cryphonectria parasitica revelaram que as enzimas
hidrolizaram a x-caseina diferentemente. A hidrélise pela quimosina foi limitada pela
formagdo de «- macropeptideo e k-paracaseina; as reninas microbianas,
particularmente de M. miehei produziu uma extensa hidrolise nao especifica, de «-
caseina e k-paracaseina. O macropeptideo foi resistente a agao enzimatica da
quimosina (SHAMMET et alii, 1992b).

Através de técnica imunoldgica, utilizando anticorpos especificos, é
possivel analisar leite de diferentes espécies baseando-se na detecgdo do
glicomacropeptideo bovino . A reprodutibilidade dos resultados levaram BITRI et
alii (1993) a recomendarem esse método como alternativo, para quantificar a
presenca de leite bovino, em produtos caprinos ou ovinos via detecgdo de x-cn ou
GMP. Os resultados foram eficientes tanto para leite cru como para leite tratado
termicamente, uma vez que os tratamentos tecnoldgicos podem produzir mudangas
qualitativas nas fragdes protéicas.

A importancia das variantes genéticas esta relacionada com a
amplitude de coagulacdo dos leites, isto porque essas variantes tém sequéncias
diferentes de aminodcidos, permitindo ou n3o o acesso a clivagem enzimatica que é
especifica. No caso, para um mesmo contelido de caseina a variabilidade de
coagulagdo esté relacionada com a frequéncia da variante B da x-caseina. O
conteudo de caseina, a frequéncia de x-cn B e a estacdo do ano sao responsaveis
por 82% da variabilidade na firmeza de coagulagdo (MARTIN & COULON, 1995).

As proteinas do soro sdo descritas como aquelas remanescentes no
soro, apos a precipitagdo das caseinas. Incluem as B-lactoglobulinas, a-
lactoabuminas, soro-albuminas e imunoglobulinas. Dessas proteinas soluveis,
somente a B-lactoglobulina esta mais relacionada com a estabilidade de leite UHT
durante o armazenamento. O peso molecular dessa proteina é proximo daquele da
B-cn, sendo uma proteina classificada como hidrofébica-transportadora. Junto com a
B-cn, a B-lactoglobulina tem sido amplamente caracterizada quanto aos sitios de
clivagem enzimatica (WHITNEY, 1988 ; BRIAND et alii, 1994).
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As proteinas do soro representam a maior parte das proteinas
funcionais utilizadas em alimentos, podendo constituir em um isolado obtido através
de dialise. Esse isolado pode sofrer modificagbes durante sua armazenagem, como
hidrélise parcial e polimerizagdo, afetando suas propriedades. (RECTOR et alii,
1991).

No leite, o equilibrio fisico é atribuido ao complexo caseina-proteina
que é essencial para a manutengdo de sua estabilidade. E responsavel, ainda, pela
tensa@o do coagulo formado nos queijos e, também, pela produgdo de alimentos
sintéticos que utilizem caseinatos. O fosfocaseinato nativo & um produto
relativamente novo obtido da microfiltragdo de leite desnatado, que oferece novas
possibilidades de enriquecimento protéico em queijos e possibilidades de se obter B-
caseina pela sua solubilizagdo. Sao forgas responsaveis pela estabilidade do
complexo-caseina: as interagdes hidrofobicas, as interagbes eletrostaticas, as
estruturas terciarias e secundarias, as pontes de hidrogénio, as ligacdes dissulfito e
o fosfato de calcio coloidal. (FARREL, 1988).

3. Leite UHT.
3.1. Consideragdes gerais.

O processo UHT pode ser descrito como um tratamento térmico
utilizado para pasteurizar ou esterilizar o leite. No caso da esterilizagédo, que é o
objetivo principal desta revisdo, utilizam-se temperaturas de 135-150° C. por nao
menos que 1 segundo, seguido por envase asséptico, sendo o leite obrigatoriamente
homogeneizado, exceto quando desnatado. Os microrganismos s&o destruidos pelo
calor quando suas proteinas coagulam e as enzimas requeridas para seu
metabolismo s&o inativadas. O tratamento pode ser classificado como direto ou
indireto de acordo com o equipamento utilizado no processo, havendo, no primeiro
caso, injegdo de vapor seguida da retirada do mesmo ou injecdo do leite (spray) em
uma atmosfera de vapor. No segundo caso existe uma barreira entre o leite e
condutor de calor, que geralmente é de ago inoxidavel, ndo havendo portanto

contato fisico e o meio de aquecimento. Em ambos os sistemas, parte da

16



transferéncia de calor sera regenerada, o que representa uma consideravel
economia no uso de energia para o aquecimento. Portanto mesmo assim chamado
sistema “direto”, a maior parte da troca de calor é indireta, e somente nos ultimos
estagios do aquecimento até a temperatura de esterilizacdo, o aquecimento é feito
pelo metodo direto. (MEHTA, 1980).

As principais etapas dos processos UHT podem ser relacionadas, com
as diferengas existentes entre os fluxogramas, conforme o esquema a seguir:

Processos UHT

indireto direto
tanque de balango tanque de balango
pré-aquecimento pré-aquecimento
bomba de aita pressao bomba
homogeneizador aquecimento UHT
aquecimento UHT esfriamento por expansao
recuperacéao térmica bomba asséptica
resfriamento final homogeneizador asséptico

resfriamento final

envase asséptico envase asseéptico
Fonte: "Schulz (1994)

A grande vantagem do sistema de aquecimento direto é o rapido
aquecimento e resfriamento, o que, sem duvida, reduz a possibilidade de haver
mudangas fisicas e quimicas que poderiam ocorrer durante o tratamento UHT, no
entanto, torna-se importante a qualidade do vapor. Ja no sistema de aquecimento
indireto o vapor ou agua quente circulam entre as paredes do trocador de calor. Da
mesma forma, o resfriamento do leite é indireto pela utilizacdo de varios meios
refrigerantes. Os aparelhos utilizados em ambos sistemas, possuem as
caracteristicas de serem compactos, inteiramente automaticos, de baixo custo de
operagao e com circuito fechado de limpeza e esterilizagdo. (SOUZA, 1975).
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3.2. Alteragoes decorrentes do processamento UHT.

Do ponto de vista nutricional o leite apods tratamento térmico elevado,
sofre algumas alteragdes apenas em seu contetido vitaminico. Com a utilizagdo do
sistema UHT, essas perdas também foram minimizadas como pode-se observar
pelos dados mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Perdas vitaminicas em leite de vaca esterilizado pelo processo classico
e pelo processo UHT

vitamina leite de vaca esterilizagao UHT
classica
(por 100 ml) (perda %) (perda %)
tiamina 45ug 30 10
riboflavina 180ug ns ns
a.nicotinico 80ug ns ns
vitamina Bg 40ug 20 10
vitamina B, 0.3ug <90 10
ac. pantotenico 350pg ns ns
biotina 2.0ug ns ns
ac. folico 5.0ug 50 15
vitamina C 2.0ug 90 25
vitamina A 30ug ns ns
vitamina D 22ug ns ns
vitamina E 17ug ns ns
ns - ndo significativo esterilizagao - 115°C por 30min.

Fonte: Schulz, 1994

Ja, do ponto de vista quimico, alteragdes significativas podem ocorrer
com os principais componentes do leite como proteinas e aglcar. A gordura sofre
poucas alteragbes com o tratamento UHT, uma vez que o leite é obrigatoriamente
homogeneizado. O que se observa sdo eventuais actimulos de gordura na superficie
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do leite durante um armazenamento prolongado. Ndo ha uma maneira segura de
diferenciar as alteragdes que sdo decorrentes apenas do processo térmico daquelas
provenientes do tempo de prateleira, porque a maior parte delas irdo se instalar
durante a vida (til ou periodo de estocagem do leite UHT ( WALSTRA & JENNESS,
1987).

O tratamento UHT causa um aumento da viscosidade do Ieite. Durante
os primeiros dias de estocagem essa viscosidade diminui, permanecendo constante
por um periodo relativamente longo e, depois, rapidamente aumenta até a
gelificag&o, sinalizando o final do tempo de prateleira . Isso pode acontecer apos um
més, mas geralmente ocorre apds 3 meses. A estabilidade das proteinas ao etanol,
a coagulagdo pela renina e a sensibilidade aos ions célcio decrescem durante a
estocagem (HILL, 1988).

DALGLAEISH (1992), através de calculos matematicos, mostrou que a
micela de caseina possui uma tendéncia a sedimentagdo durante a armazenagem
por varios meses, produzindo uma camada de material sedimentado que € mais
pronunciada em leites concentrados, sendo o efeito de difusdo insuficiente para
compensar essa tendéncia. O resultado dos calculos mostraram que a formacao de
sedimento pode ser um efeito puramente fisico, que é inevitavel quando o leite
permanece em repouso por extensos periodos, sendo agravado pela concentragao

antes da armazenagem.

Um outro problema que pode ocorrer durante a armazenagem foi
relacionado por ZIN EL-DIN et alii (1991), e consiste na polimerizagdo e degradacéo
da caseina. O leite foi mantido a 5 e 30°C durante 150 dias e, os resultados ,
segundo os autores, sugerem que a caseina é polimerizada gradualmente,
originando dimeros, trimeros ou polimeros, confirmados por cromatografia de alta
eficiéncia - gel filtracdo. Os resultados obtidos mostraram formagdo de dimeros e
trimeros, sendo, no entanto, maior a formagéo de polimeros, quando comparada com
a formagéo de trimeros. O efeito foi maior & temperatura de 30°C. De acordo com as
conclusées relatadas, a polimerizagéo e degradagéo da caseina podem ocorrer pela

acao de enzimas proteoliticas ou como efeito resultante da reacao de Maillard.
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O calor induz reagdo de condensag&o entre o aldeido livre da lactose e
0 grupo amino livre dos aminoéacidos do leite, principalmente lisina, provocando
efeitos visiveis durante o processamento (escurecimento), ou no armazenamento
prolongado de leite UHT. E a reagdo de Maillard. Varios intermediarios sdo formados
durante a reagdo, cujas concentragdes determinam a severidade do tratamento pelo
calor durante o processamento e, as condigbes de temperatura, durante o estoque
de leite processado UHT (ADHIKARI & SINGHAL, 1991).

A interagdo da proteina e lactose, que ocorre com a reacao de
Maillard, pode ter participagdo na gelificagdo por envelhecimento de leites UHT
concentrados. VENKATACHALAM et alii (1993) utilizaram amostras com teores
variados de lactose e sacarose e, verificaram que todas as amostras gelificaram ao
serem estocadas a 4 e 20°C apés 21 semanas. As amostras mantidas a 35°C ndo
formaram gel, reagdes intermicelar proteina-proteina promoveram uma protecao
contra o envelhecimento, antes que ocorresse a reagcao carboidrato-proteina da
reagdo de Maillard. A gelificagdo que ocorre nesses concentrados pode ser
explicada, em um estagio inicial, por um aumento de reatividade na superficie das
micelas de caseina pelo acumulo de proteinas dissociadas. Esse acdmulo pode ser
acelerado pela protedlise da caseina dentro das micelas. O segundo estagio ocorre
com a agregacdo dessas particulas coloidais ativadas que permanecem na
superficie da micela, de forma diferente do que ocorre na superficie original quando

da coagulagéo do leite por renina ou acido.

O aquecimento prolongado a altas temperaturas, promove alguma
protedlise da caseina. LAW et alli (1994) evidenciaram como o calor pode induzir
mudancas nas proteinas do soro e na caseina. O calor acima de 60°C aumenta a
conformagé&o globular e promove a associagdo das proteinas do soro com a caseina,
atraves de interagdes dissulfito ou hidrofébicas. Nesse estudo foi mostrado que as
proteinas do soro se desnaturaram apos 5 minutos a 110°C e, acima dessas
temperaturas, houve mudangas da caseina induzidas pela desnaturacdo daquelas

proteinas soluveis.
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As micelas de caseina sdo mais resistentes a alteragbes estruturais,
enquanto  as proteinas soluveis, especialmente a p-lactoglobulina, sofrem
modificagdes que podem estar associadas a problemas de sedimentagdo e sabor de
leites UHT. Ha formagdo de complexo caseina-proteinas do soro, quando a
concentragdo de calcio idnico diminui, significativamente, depois do processamento
UHT (HANSEN & MELO, 1977).

O aquecimento a 80°C aumenta a velocidade de hidrélise da fraggo -
cn pela tripsina e, também, protege uma parte da x-cn, provavelmente como
resultado da interagdo com as proteinas do soro. A aS-cn e, principalmente, a f-cn
hidrolizadas por tripsina imobilizada, aumentam significativamente apoés o
aquecimento. LEAVER & THOMSOM (1993) sugerem que o aquecimento pode
Causar um rearranjo da estrutura micelar que nao é reversivel com o resfriamento.

A interacdo da caseina com ions célcio e sais de calcio (fosfato de
calcio coloidal) é necessaria para a formagdo e manutengéo das micelas de caseina.
A solubilidade das caseinas, na presenca de célcio, diminui com o aumento da
temperatura e pH. Na presenca de fosfato inorgénico e outros ions dos sais do leite,
como os citratos, a interagdo do calcio com a caseina é mais complexa. Tais
interagGes tem papel chave para a estrutura e estabilidade natural da micela do leite.
(SWAISGOOD, 1993a).

Para SHARMA et alii (1994), a hidrélise da k-caseina,quando
relacionada com a concentragio do leite, pH e temperatura, mostra uma relacao
maior apenas com a concentracéo, decrescendo com o aumento dessa, confirmando
que o tempo de agregacio e de coagulagéo estdo diretamente relacionados com a

extenséo da hidrolise da fragdo k-caseina.

O estudo de GMP glicosilado e livre de carboidrato foi conduzido por
FERRON-BAUMY et alii (1992), analisando leite cru coagulado por renina e leite
UHT ( 140°C por 10 seg). O tratamento UHT diminuiu em 40% o contetdo final da
forma glicosilada, comparado ao valor determinado no leite cru. Os resultados

mostraram que a x-caseina livre de carboidrato constituia 52% de toda a x-cn.
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existente. Somente a forma glicosilada pareceu ser influenciada pela f-
lactoglobulina quando o leite foi tratado pelo processo UHT.

A protedlise durante a armazenagem de leite UHT parece estar
relacionada com o processo de aquecimento (direto ou indireto) e com o teor de
matéria graxa. De acordo com LOPEZ-FANDINO et alii ( 1993 ), a degradacéo da
caseina esta diretamente relacionada com o teor de matéria graxa do leite, existindo
maior atividade proteolitica no leite desnatado durante a armazenagem Houve um
aumento tanto na atividade da protease nativa ( plasmina ) quanto daquela de
origem bacteriana. Com relagdo ao processo de aquecimento, os autores
observaram que houve menos protedlise nas amostras tratadas com UHT indireto do
que naquelas tratadas com o sistema direto.

O processo IBT (inativagdo a baixa temperatura) tem sido usado para o
controle de gelificagdo que ocorre durante armazenagem em leite esterilizado UHT.
E um tratamento térmico de 55°C por 60 minutos,realizado depois do processamento
UHT, para inativar proteases termorresistentes. KOCAK & ZADOW (1985)
aplicaram o tratamento IBT antes da esterilizagéo, por 5, 10 e 60 minutos,
observando uma redugdo de protedlise na faixa de 12-27%, 8-78% e 18-81%,
respectivamente. Altos niveis de inibigdo de protedlise ndo foram, necessariamente,
associados com o aumento do tempo de prateleira.Os mesmos autores observaram
que o IBT, depois do tratamento UHT, com periodos de aquecimento de 10-60
minutos, resultou em altos niveis de inibicdo de protedlise. A vida de prateleira
dobrou nas amostras tratadas por 60 minutos. Para as amostras tratadas por poucos
minutos o aumento da vida util nao foi significativo, embora os niveis de inibigdo de
protedlise tenham sido semelhantes ao observado com IBT-60 minutos.

Nessa mesma linha, ZADOW (1991) observou que o tratamento IBT
em leite cru com altas contagens microbianas pode ter éxito no aumento da vida de
prateleira. O autor utilizou hexametafosfato de sédio com IBT para obter o resultado
citado. A adigdo de hexametafosfato, sozinho, teve efeito na prevencdo da
gelificacdo prevenindo a agregacdo das micelas de caseina, mas néo tendo papel

22



efetivo nas mudangas quimicas provocadas por enzimas. Nesse caso, somente o
tratamento IBT foi efetivo.

O controle da gelificagdo pelo envelhecimento pode ser feito pelo uso
de aditivos. KOKAK & ZADOW (1985a) investigaram essa adic&o relacionando-a
com as propriedades do leite UHT durante a armazenagem. A adi¢do de citrato de
sodio e EDTA (0.1 - 0.3%) acelerou a gelificacdo. A adicdo de hexametafosfato de
s6dio (0.05-0.1%) estendeu a vida dtil do leite. Ambos foram adicionados no leite cru
armazenado sob refrigeragdo. O cloreto de calcio teve sua efetividade relacionada
com pH. O ajuste do pH do leite cru contendo CaCl, para 6.75, antes do tratamento,
deu bons resultados, impedindo a gelificagdo, mas houve desenvolvimento de
sedimento. Os aditivos estudados n&o tiveram efeito marcante na extensao ou
velocidade de protedlise nas amostras de leite UHTarmazenadas. A hipétese
proposta foi de que o mecanismo de gelificagcdo possui dois estagios: o primeiro
envolve alguma protedlise das proteinas do leite e, 0 segundo estagio envolve
mudangas fisico-quimicas induzidas pela armazenagem, que afetam a agregacio ou
desestabilizam as micelas de caseina. Os aditivos agiriam nesse segundo estagio.

Houve um decréscimo significativo na tensdo do gel de proteinas
hidrossoluveis, obtidos por diglise, quando se usou quelantes de calcio, mostrando,
pelos resultados obtidos por KUHN & FOEGEDING (1991), que um minimo de calcio
ou complexos de calcio sdo importantes na gelificagédo das proteinas do soro.

MITTAL et alii (1990) utilizaram hexametafosfato de sédio e nado
observaram, durante estocagem prolongada a 5 e 30°C , henhum efeito na
separagdo de gordura ou na sedimentagdo das amostras analisadas. O
hexametafosfato protegeu contra a gelificagdo durante mais de 75 semanas quando
o produto foi estocado a 30°C, enquanto as amostras mantidas a 5°C gelificaram em

66 semanas.

A eficacia dos polifosfatos, como aditivos de leite UHT também foi
verificada por KOCAK & ZADOW (1985 b), que n&o encontraram diferengas entre as
formas adicionadas e observaram uma protedlise similar para as amostras, inclusive
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nos controles. Os autores ressaltaram a necessidade de caracterizar a composicéo
desses polifosfatos antes de se fazer uma indicacdo para o uso comercial.

McMAHON et alii (1991), trabalhando com leite UHT concentrado trés
vezes (redugéo de volume) por ultrafiltragdo, adicionaram fosfato de sédio e citrato
de so6dio. Essa forma de processamento é de interesse para a industria de laticinios,
pela facilidade de manuseio devido ao volume reduzido, mas é limitada pela
geleificacdo que ocorre durante o estoque, com os mesmos mecanismos daquela
que pode ocorrer com o leite fluido. No leite com aditivos a formagéo de gel por
adic&o de renina foi prejudicada e, por esse motivo, 0s autores sugerem que ndo se
faca a adicdo no leite concentrado, quando este for utilizado na fabricagdo de
queijos.

4. Enzimas proteoliticas

Em 1979, HUMBERT & ALAIS publicaram uma extensa revisio sobre o
sistema de proteases no leite. Dois aspectos foram ressaltados; a existéncia de
atividade proteolitica no leite, através do isolamento e purificagdo das enzimas e
estudo de suas propriedades e, em um segundo aspecto, o papel das proteinases
em produtos derivados do leite e em tecnologia geral. Em suas conclusées, os
autores enfatizam a persisténcia de atividade proteolitica depois do tratamento UHT,
relacionando tanto a enzima de psicrotréficos quanto a proteinase alcalina, que

necessita ainda ser extensivamente estudada.

No ano seguinte, LAW (1979) publicou uma importante revisdo sobre
enzimas de psicrotroficos, seu efeito no leite e nos produtos de leite. O autor
relacionou os grupos de microrganismos, o mecanismo de acéo de suas enzimas,
sua especificidade e os efeitos dessas enzimas no leite. Relacionou ainda, a
resisténcia térmica, os fatores que afetam a produgé@o e os métodos de deteccdo

dessas enzimas.

As enzimas proteoliticas podem ter aplicagéo potencial em laticinios,
como o largo uso de renina na fabricagdo de queijos. Podem ainda produzir
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hidrolisados de caseina, peptideos fisiologicamente ativos como os resultantes da
hidrélise da B-cn e, também , modificar a funcionalidade das proteinas por hidrolise

limitada, para utilizag&o na industria de alimentos (FOX, 1993).

Quando se trata de leite esterilizado pelo processo UHT, as proteases
assumem importancia pelo seu papel na conservacédo desse leite, durante o
periodo em que ele permanece armazenado. Tem-se a acao de enzimas produzidas
por microrganismos psicrotroficos e de enzimas provenientes do préprio leite, como
a plasmina e seu precursor plasminogénio.

4.1. Enzimas proteoliticas de origem microbiana.

Existem evidéncias de que ha um modelo de indug&o-repressao para
regular a produgdo extracelular de proteinases por bactérias Gram-negativas, que
s&o induzidas por peptideos e por alguns aminoacidos (acido glutamico e glutamina
para Pseudomonas). As proteinases s&o reprimidas por formas facilmente
metabolizadas de carbono como o citrato, que nao parecem ser mediadas por AMPc
(adenosina monofosfato ciclica) nas espécies de Pseudomonas. O controle também
é feito por certos aminoacidos. A producéo de proteinases pode ser afetada por
nutrientes minerais do meio que tem efeito, indiretamente, no metabolismo celular,
como o cobalto e o zinco. (FAIRBAIRN & LAW, 1986).

O ambiente também influencia na produgdo de proteinases; a
temperatura 6tima para crescimento de Pseudomonas sp € 20°C a pH neutro, porém
a produgdo de proteinases, frequentemente, aumenta com a diminuicdo da
temperatura. O oxigénio dissolvido e o pH também tém efeito na produgdo. Essas
enzimas sio sintetizadas e secretadas através da membrana pelo ligamento de um
péptide-sinal ao N-terminal do fim do polipeptideo. Varias espécies de
Pseudomonas, quando presentes em numero de 10%ufc/ml no leite cru, produzem
metaloproteases neutras, extracelulares e termoresistentes, acarretando sérios
problemas apés o processamento, tanto para o leite fluido como para seus derivados
(FAIRBAIRN & LAW, 1986).
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Os psicrotréficos, de maneira geral, produzem enzimas que ndo sdo
completamente inativadas pelo tratamento UHT. A contagem desse grupo representa
menos do que 10% da flora inicial do leite cru, entretanto esses microrganismos
crescem rapidamente e, constituem o grupo dominante, durante a permanéncia do
leite cru sob refrigeragdo. O genero mais comum, encontrado no leite sdo
Pseudomonas sp, particularmente P. fluorescens. Outros microrganismos
psicrotréficos incluem Bacillus, Micrococcus, Acinetobacter e Aeromonas. As
proteases produzidas pelos psicrotréficos podem, mesmo a baixas concentracgdes,
hidrolisar as proteinas do leite causando sabor amargo e gelificagdo na
armazenagem de leite UHT. Pseudomonas e Acinetobacter a partir de niveis de
10°ufc / ml , no leite cru, podem produzir protease suficiente para degradar niveis
detectaveis de caseina (SHAH, 1994).

MOTTAR (1981) verificou a influéncia dessas enzimas nas
modificagbes do leite UHT armazenado. Das amostras analisadas, 97% continham
proteases termorresistentes que nio foram completamente inativadas depois do
tratamento UHT. A qualidade bacteriolégica do leite cru, mais particularmente a cifra
de psicrotroficos, determina a natureza e a quantidade dessas enzimas
termorresistentes.  Consequentemente, somente leite de boa qualidade

microbiolégica deve ser usado para a manufatura de leite UHT.

Algumas espécies de Micrococcus podem produzir enzimas
proteoliticas extracelulares. Algumas delas degradam as-caseina. A temperatura
6tima para crescimento de Micrococcus GF e producéo de proteinase extracelular é
de 30°C. Este género constitui a maior fragdo da populagdo termodurica do leite. A
inibicho de atividade enzimatica pela adigdo de EDTA, indica que séao
metaloproteases. As enzimas produzidas por micrococos, no leite cru, tém
importancia somente na maturagéo de queijos, ndo constituindo maiores problemas
em produtos esterilizados, como leite UHT, porque sdo termolébeis (valor Z = 7.58)
(BHOWMIK & MARTH, 1990).

Ja os microrganismos psicrotréficos , como Bacillus Sp., por produzirem
esporos resistentes ao calor, podem causar problemas organolépticos no leite
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UHT, interferindo em sua qualidade durante a armazenagem ( 22°C - 37°C),
principalmente pelo desenvolvimento de rancificagdo, uma vez que produzem,
também, lipases termorresistentes (ADHIKARI & SINGHAL, 1992).

KOHLMANN et alii (1991c) testaram culturas de psicrotréficos com
habilidade para producdo de proteases, crescendo sob refrigeracdo. Destas duas
culturas P. fluorescens e P. fragi poduziram proteases extracelulares. No entanto, P.
fluorescens produziu, também, uma enzima intracelular com atividade proteolitica
maior do que a enzima extracelular até 20 horas de incubacdo. A atividade da
enzima intracelular permaneceu constante até que a atividade extracelular
(periplasméatica) a ultrapassou, o que ocorreu apds 6 dias de incubagdo. Ambas
culturas produziram enzimas cuja atividades foram inibidas por EDTA, quelante de
metais, indicando serem metaloproteases.

Quantidades significativas de D-alanina, D-acido aspartico e D-acido
glutamico livres, podem ser encontradas no leite cru de vaca . Essa quantidade ndo
aumenta com a pasteurizagéo, esterilizacdo ou tratamento UHT. No entanto , O
contetudo de D-alanina em amostras de leite cru aumenta durante o estoque a 4°C,
isto sugere que D-Ala pode ser considerado como um indicador de contaminagéao
microbiana no leite. As presencas de D-Ala, D-Asp e D-Glu, detectadas em
hidrolisados de proteinas do leite, podem ser atribuidas a condigbes ndo adequadas
durante a hidrélise (GANDOLFI et alii, 1992).

Outras metodologias para medir atividade proteolitica foram
relacionadas por MOTTAR (1987) : medida de liberagdo de tirosina, métodos
colorimétricos com substratos especificos (azocaseina), métodos fluorescentes
(fluorescamina), espectrométricos (TNBS, ninidrina), medida das modificagdes de N,
metodo de difusao radial, radioativos e imunoensaios (ELISA).

KOHLMANN et alii (1991b) caracterizaram uma protease extracelular
de Pseudomonas fluorescens M3/6, que foi purificada usando fracionamento com
sulfato de amoénia, cromatografia com troca iénica e filtracdo em gel. A protease

isolada possuia atividade em substrato de azocaseina, a, B e kx-caseinas e em um
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substrato para plasmina (S - 2251), mas n&o apresentou atividade de plasminogénio-
ativador. A adi¢do de EDTA (1mM) reduzia a atividade em 60%, e uma concentracdo
de 10mM inibia totalmente a enzima. Protease de P. fluorescens tem atividade sobre

as caseinas, preferindox a o e B-caseinas.

Uma outra cepa de P. fluorescens, INIA 724, foi utilizada por UCEDA et
alii (1993) em leite de ovelha, afim de averiguar se a hidrélise ocorre como no leite
de vaca. Os autores observaram uma quebra preferencial da B-cn quando o leite de
ovelha foi inoculado com esta cepa e deixado por 6 dias a 4°C (24.12%) ou a 8°C
(29.07%). No leite controle, sem inoculagéo do microrganismo, a-S-cn foi mais
rapidamente degradada a 4°C (17.47%) e a 8°C (23.33%) do que a p-cn.

Em outro estudo realizado por GOBBETT! & CORSETT! (1995) foi
constatado que Pseudomonas fluorescens ATCC 948 produz uma aminopeptidase
com atividade associada a célula. Essa enzima com uma estrutura monomeérica tinha
um PM de 50.000. A atividade 6tima da enzima ocorreu a pH 7.5 e a 45°C, sendo
fortemente ativada por Co?* e completamente inibida por EDTA, Os resultados foram
obtidos utilizando péptides sintéticos como substrato. A especificidade revelada por
esta enzima, levou & conclusio que: se existe a possibilidade de Pseudomonas sp
produzir proteinases responsaveis pela presenca de péptides amargos e, a
possibilidade de alguns microrganismos de clivar esses péptides, entdo, a
aminopeptidase produzida por P. fluorescens ATCC 948 pode ser utilizada, por sua
particularidade de remogéo de amargor, em leites com altos niveis de contaminagao
por Pseudomonas sp.

Nos ultimos anos, o sistema péptide-hidrolase das bactérias laticas
utilizadas como fermento latico tem sido extensivamente caracterizado.
Aminopeptidases intracelulares de Streptococcus salivarius subsp thermophilus,
Lactobacillus  delbrueckii subsp bulgaricus, Lactobacillus casei subsp casei,
Lactobacillus sp tem sido purificadas e caracterizadas. A principal diferenga entre as
cepas que produzem ou ndo sabor amargo esta na presenca de aminopeptidase
intracelular, que é fundamental para o ‘flavor'( RAJAGOPAL & SANDINE, 1990;
BROOME & HICKEY, 1991 ; KOJIC et alii, 1991).
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O efeito da aminopeptidase produzida por Pseudomonas fluorescens
ATCC 948 também foi estudado por GOBBETTI et alii (1995), sobre peptideos
sintéticos amargos e, sobre uma endoprotease produzida por Bacillus
amyloliquefaciens, responsavel pelo aparecimento de péptides amargos em leite
UHT. A aminopeptidase estudada, manteve 44% de sua atividade maxima na
temperatura de 20°C que, de acordo com os autores, é a temperatura média de
armazenagem de leite UHT, podendo ser, entdo, um mecanismo de controle desses
peptideos quando presentes no leite.

COLLINS et alii (1993) investigaram a influéncia do crescimento de
psicrotroficos no leite cru na aceitabilidade e durabilidade do leite UHT desnatado
durante armazenagem. As amostras foram armazenadas por 120 dias a 20, 30 e
40°C. O numero de psicrotroficos no leite cru foi altamente correlacionado com a
extensao de protedlise (r=0.9476). Correlagdes entre a extensdo de protedlise e
pontuagéo de amargor no leite foi alta a 30°C (r=0.916) e a 40°C (r = 0.896), mas
ndo a 20°C (r = -0.233). Essa investigagdo sugeriu que o tempo e a temperatura de
armazenagem tiveram uma maior influéncia na aceitacdo sensorial e na vida de

prateleira do leite desnatado UHT do que a contagem de psicrotréficos no leite cru.

O crescimento de psicrotréficos durante a refrigeracdo do leite cru,
produzindo proteinases termoresistentes resultam em hidrolise da caseina depois do
tratamento térmico do leite. Nessas condigbes, peptideos semelhantes ao
glicomacropeptideo podem estar presentes e interferir nos métodos de deteccao de
soro de queijo. Durante o armazenamento de leite cru nos tanques de refrigeracdo
até 48 horas, ndo se detectou aparecimento de GMP. Quando esse periodo
aumentou para 4 dias a 7°C e o nimero de psicrotréficos foi superior a 10%ufc/ml, a
protedlise comegou a ser detectada na forma de GMP. Foi comprovada uma
protedlise mais intensa em leite desnatado do que no integral, isto provavelmente
pela presenca de pequenos péptides que induziram a formagdo de proteases. Os
leites UHT, analisados, sofreram extensiva protedlise durante a armazenagem,
medida em termos do aumento de GMP ou analogos. J4, os leites esterilizados em
garrafas sofrem processos menores de protedlises durante sua vida util. Os autores
sugerem o uso de CLAE ( cromatografia liquida de alta eficiéncia) fase inversa, em

29



vez de CLAE-Coluna de filtragdo por gel para detecgéo de soro de queijo em leite,
para evitar interferéncias devido a protedlise (PENAGOS et alii, 1993).

4.2. Plasmina (EC 3.4.21.7)

O leite normal contém cerca de trinta enzimas nativas, uma parte ligada
a fase-soro, parte associada & micela de caseina, a8 membrana do globulo de
gordura ou a particulas do microssoma. A protease alcalina isolada do leite e a
plasmina isolada do sangue bovino tém as mesmas caracteristicas, de estabilidade
térmica, de sensibilidade a varios inibidores, mesmo peso molecular, mesma
especificidade sobre as caseinas, indicando uma identidade entre elas. A protease
alcalina do leite € uma serina-proteinase com atividade semelhante a tripsina, ataca
as ligagoes peptidicas no carbono terminal do lado dos residuos Arg- Lys, sendo que
a hidrdlise Lys-X é mais rapida do que a de Arg-X. A enzima é inibida por tripsina-
inibidores, com temperatura ideal de agdo a 37°C, podendo promover protedlise
durante estocagem de leite UHT (GRUFFERTY & FOX, 1988).

Plasmina (EC 3.4.21.7), a principal enzima proteolitica presente no
leite, & uma enzima do sangue que passa para o leite. Sua atividade resulta na
producéo de y-caseina e proteose-peptonas derivadas da B-caseina. As proteinas
mais sensiveis sdo as caseinas B e as,, seguida pela asy, porém a x-cn é
relativamente resistente e as proteinas do soro (B-lactoglobulina e o-lactoalbumina),
n&o s&o afetadas. Seu valor é baixo no leite normal, e parte da enzima existe como
proenzima plasminogénio. A adigdo de uroquinase, que converte plasminogénio em
plasmina, aumenta a atividade proteolitica nativa do leite, indicando que o leite
também contem plasminogénio. A raca, o nimero de lactagdes, o estagio de
lactacdo e a estag&o do ano, tém sido apontados como possiveis responsaveis pela
variagdo de plasmina no leite. Desses fatores citados, o numero de lactagéo tem a
maior influéncia na atividade da plasmina, que aumenta durante toda a lactagéo. A
atividade da enzima né&o é influenciada pela alimentacdo, pH, proteina ou gordura.
O estagio de lactagdo e estagdes do ano sdo fatores que influenciam principalmente
0 plasminogénio (BASTIAN et alii, 1991a).
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A purificagdo da proteinase alcalina do leite bovino e a purificagdo de
plasminogénio ou plasmina do sangue bovino foram realizadas por HUMBERT et alii
(1991) por um novo método de purificacdo, confirmando a semeilhanga existente
entre as proteinases do sangue e do leite.

As concentragdes de plasmina e plasminogénio no leite de vacas da
regido de Montbeliard (Franga) foram determinadas. No volume analisado, a
atividade de plasmina foi minima em setembro (0.15ug./ml de leite) e maxima em
junho (0.32ug./ml); a concentracdo anual foi 0.23ug./ml. O contelido de
pasminogénio variou em torno de 1.28pg./ml de leite, com decréscimo acentuado em
setembro (0.83pg./ml) e o maximo em outubro (1.59ug/ml). As amostras de leite com
alta proporgdo de fragmentos y-cn, ndo foram aquelas com alto conteudo de

plasmina e sim as com alto teor de plasminogenio. (BENSLIMANE et alii, 1990).

A lactagdo é um processo fisiolégico caracterizado pela secregdo de
grandes quantidades de proteina, carboidrato e lipidios. Para manter a produgéo, a
glandula mamaria aumenta de tamanho e se diferencia. Ambos processos requerem
extensa remodelagéo de tecido que comeca com uma protedlise cuidadosamente
controlada da matriz extracelular e adesdo de proteinas célula-célula. A plasmina é
uma serina protease que tem sido implicada na remodelacéo de tecido, associada
com o declinio da fase de lactacdo e involugdo mamaria. (TURNER & HUYNG,
1991).

A distribuicdo de plasmina e plasminogénio no leite bovino foi
averiguada por POLITIS et alii (1992). As andlises mostraram a presenca de varias
formas de plasminogénio no leite bovino. As predominantes, identificadas por
eletroforese, eram proteinas com peso molecular de 88.000, 152.000 e 160.000.
Depois da eletroforese, a determinagéo pelo método ELISA, mostrou que 82% do
plasminogénio estava associado & caseina. Pequenas quantidades de
plasminogénio estavam associadas ao soro, a fracdo de creme e aos glébulos de
gordura. Plasmina ativa estava presente nas mesmas fragcbes do leite nas quais o
plasminogénio foi detectado: caseina, soro e creme.
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Os ativadores de plasminogénio (AP) foram estudados em fragées
diferentes de leite produzido por vacas holandesas. A reacao em cascata que leva a
ativagéo do plasminogénio é regulada por complexas interagées moleculares entre
os ativadores (AP, uroquinase, tecido-ativador) e inibidores especificos de ativagéo
(API-1 e API-2). O leite cru foi centrifugado para obter o desnatado e o “pellet” de
células somaticas. Os ativadores foram principalmente localizados na fracdo de
caseina, sendo 42 vezes maior do que no soro e em associacdo com as células
somaticas. (WHITE et alii, 1995)

DEHARVENG & NIELSEN (1991), detectaram 4 ativadores nativos de
plasminogénio no leite bovino. Dois deles foram parcialmente purificados apds
serem dissociados da caseina e, pela caracterizagdo efetuada, pareciam ser

plasminogénio ativador tipo-uroquinase.

Os ativadores de plasminogénio s&o serina-proteinases que convertem
a proenzima plasminogénio, abundantes nos fluidos do corpo, em plasmina ativa.
Existe efeito das caseinas individuais (fragbes) na velocidade de ativagdo de
plasminogénio pelos ativadores tipo-uroquinase bovina e tipo-tecido ativador. Todas
as caseinas ( alfa, beta e kappa) acentuaram a atividade de ambos tipos de ativador
de plasminogénio. (POLITIS et alii, 1995).

LU & NIELSEN (1993), testaram a inativag&o pelo calor de ativadores
naturais de plasminogénio no leite bovino. Deduziram a equacao de Arrhenius de
inativaggo pelo calor e calcularam a velocidade de inativacdo na faixa de 60 a
140°C. O tempo de redugio decimal ( valor D) foi de 109 minutos a 70°C e 32
segundos a 140°C. Isso indicou que ativadores nativos de plasminogénio ndo sdo
afetados pela pasteurizagdo e, em grande extensdo, nédo sdo inativados pelas

condigdes do processo UHT utilizado em laticinios.

As fontes de ativadores, responsaveis pela conversdo de
plasminogénio em plasmina no leite ndo foram totalmente estabelecidas.
Microrganismos psicrotréficos, comumente encontrados em leite cru e pasteurizado,
produzem quantidades significativas de enzimas (acima de 106ufc/ml). Uma enzima
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proteolitica de bactérias psicrotréficas pode ser uma fonte de ativador de
plasminogénio (PA) no leite. Leites mastiticos tem elevado teor de PA e, as bactérias
responsaveis pela infecgdo podem estar produzindo enzimas atuantes como ativador
de plasminogenio. (VERDI & BARBANO, 1991).

Ao pesquisar inibicdo da atividade de proteinase em leites mastiticos,
FANG & SANDHOLM (1995) estudaram a atividade antiproteolitica de inibidores de
proteinases selecionados nesses leites e a atividade de uroquinase em leites
normais .O perfil de inibicdo dos leites mastiticos e dos leites ativados com
uroquinase foram comparados com o perfil de proteinases purificadas, revelando
diferengas entre eles, que podem significar a presenca de tipos mistos do sistema de
proteinase em leites mastiticos. Os autores sugerem utilizagdo de drogas que se
mostraram promissoras, com consideraveis possibilidades de aplicagdes, para
controlar o efeito proteolitico em cascata que advem do Ubere inflamado. S&o

drogas que merecem, ainda, estudos “in vivo” quanto a sua agdo farmacolégica.

O efeito do aquecimento e de alguns tratamentos quimicos na
protedlise de leite desnatado, causado pelo principal sistema de proteinase,
plasmina, foi investigado por IGARASHI (1990). O grau de protedlise foi expresso
pelo aumento do contetdo de y-cn no leite desnatado. As condicbes de
pasteurizagdo néo tiveram efeito aparente no teor de protedlise. Adicdo de acido
ascorbico (0.2mg/100mi) ou H,0, (1.5mg/100ml) ao leite ndo aquecido, aumentou a
protedlise em 38 e 28%, respectivamente. Quantidades maiores desses compostos
reduziram este aumento. Com a exposicao a luz por tempo superior a trés horas,
houve um aumento constante da proteélise (33%). Esses resultados sugeriram que
condicdes oxidativas levaram o leite desnatado a desenvolver protedlise por
inativacéo de inibidor(es), que sdo operantes no sistema plasmina do leite.

Pode-se adicionar plasmina na fabricagdo de queijos. Sua atividade
aumenta com o aumento da temperatura de cozimento da massa, dependendo dela
durante a manufatura. Essa atividade, no entanto, deve ser controlada porque,
embora a protedlise seja desejada em alguns tipos de queijos, a adi¢do de plasmina
pode interferir na qualidade do queijo, uma vez que acelera a maturagdo . A adicao
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de uroquinase e iodato de potassio foi feita para melhorar a qualidade de queijos
elaborados com ultrafiltagdo. Foram adicionados juntos e separados, antes da
fabricagdo. O iodato inibiu o crescimento do “starter’, mas ndo influenciou a
atividade de plasmina e a maturacéo. A ativacdo do plasminogénio pode ajudar na
maturagdo de alguns tipos de queijos com ultrafiltracdo. (BASTIAN et alii, 1991c¢;
FARKYE & FOX, 1990; FARKYE & LANDKAMMER, 1992).

O iogurte é fabricado com leite que, freqlentemente, pode sofrer
degradag&o proteica por proteases nativas ou bacterianas. Em estudo realizados por
GASSEM & FRANK (1991) foram adicionados extrato de protease bacteriana em
algumas amostras e plasmina purificada, antes da elaboragdo do iogurte. Os
resultados indicaram que a protedlise do leite resultou em iogurtes com diferencgas
substanciais nas suas propriedades fisicas, e que os efeitos das proteases de
psicrotréficos e da plasmina, nas caracteristicas do logurte também diferiram entre

Si.

MADKOR & FOX (1991) examinaram a atividade proteolitica da
plasmina em leite e caseina de bufala. A atividade foi primariamente associada com
a fracdo de caseina, mostrando grandes variagbes entre as preparacgdes analisadas.
Na caseina coagulada por renina, a acéo de plasmina foi mais intensa do que na
caseina obtida por centrifugagdo ou precipitagdo acida. Houve pouca atividade
sobre a caseina das amostras tratadas com 3-15% de NaCl, mas a incubacdo da
solucéo de caseina com 1-15% de NaCl, causou protedlise em todas as amostras. A
atividade da plasmina no leite de bufala indicou que a enzima esteve associada,
primariamente, com a caseina, com as fracbes beta e alfa. Depois de 60 horas a B-
cn foi quase completamente hidrolizada, a semelhanga do que ocorre com a caseina

bovina.

A utilizagdo de plasmina imobilizada sobre extrato de B-caseina foi
estudada. A cinética da reagao revelou perda perceptivel de atividade pela enzima
imobilizada. A eletroforese indicou ter havido pouca influéncia na formagdo dos

residuos e no C-terminal dos péptides resultantes da B-caseina hidrolizada. O uso

da enzima imobilizada para a hidrélise de B-cn pode permitir a obtencdo de
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fragmentos puros, livres de poluicdo pela enzima e de inibidores, sendo, desta
forma, mais facilmente utilizado para preparagéo de anticorpos poli e monoclonais.
(BENALI et alii, 1994).

O substrato sintético H-D-valyl-L-leucyl-L-lysyl-4-nitroanilide (S-2251),
foi utilizado para verificar atividade de plasmina, através de variacdes de
absorbancia a 405nm. A interferéncia da caseina foi verificada neste ensaio. A
plasmina, pela alta afinidade pelos residuos de lisina, cliva, preferencialmente,
ligagbes Lys-X. Por ser a caseina um substrato natural para plasmina no leite, ela
compete pelos sitios ativos durante analise com substrato sintético. A adicao de
substrato suficiente ou decréscimo na concentracdo de caseina removeram a
interferéncia. Substrato com 0.4mM de concentragdo associado com 5mg/ml de
caseina removeram a inibigdo. (BASTIAN et alii, 1991b).

KOHLMANN et alii (1991a) verificaram os efeitos da adicdo de baixas
concentragGes de plasmina em leite processado UHT. A relagéo entre protedlise e
gelificacéo foi estudada ap6s adigdo asséptica de plasmina em uma concentragdo
de 0.15mgl/l. O leite utilizado foi adquirido no comércio, j& processados (134.4°C por
14.2seg, injecao direta de vapor) e embalados. As amostras foram injetadas com
plasmina uma semana depois do processamento e foram mantidas a temperatura
ambiente (23°C). Durante 6 meses foram examinadas mudangas na aparéncia, pH,
viscosidade aparente, formagdo de gel, atividade enzimatica e quebra da caseina.
As amostras do controle ndo formaram gel durante o experimento, porém aquelas
que receberam plasmina formaram gel depois de 90 dias. Essa geleificagao foi
acompanhada por aumento na viscosidade aparente. A atividade da plasmina foi
detectada utilizando S-2251 e a quebra da caseina por eletroforese em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), mostrando que houve
hidrélise preferencial, da enzima, por B-caseina e a-caseina antes da k-caseina.
Essa evidéncia deu suporte a relagdo entre a atividade de baixos niveis de plasmina
e a gelificagcdo que ocorre em leite UHT.

FARKYE et alii (1991), verificaram, através de eletroforetogramas
obtidos, que a protedlise ocorria em queijo mussarela por ag&o residual de plasmina.
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Houve hidrélise de as; -caseina, evidenciada pela presenca de asi, péptides, e
decréscimo da intensidade da banda correspondente & B-caseina com concomitante

aumento na regiao da y-caseina.

5. Consideragdes sobre métodos de monitoragdo de atividade

proteolitica

Para monitorar a atividade proteolitica existem métodos que permitem
o fracionamento da proteina, que s&o aqueles métodos de extragdo e precipitacao.
CHRISTENSEN et alii (1991) relacionaram varios métodos de separagdo de
compostos nitrogenados em queijos, através dos quais, resultam fragbes
heterogéneas contendo proteinas, peptideos e aminoacidos. O quadro abaixo

resume esses métodos de fracionamento.

Tabela 4. Composicao das fragdes nitrogenadas soltvel obtida por diferentes
técnicas de precipitagéo

Fracionamento quimico Componente nitrogenado
na frac&o soluvel
Agua
Acido Proteinas, peptideos
CaCl, aminoacidos
NaCl
Peptideos hidrofobicos,
Cloroformio-metanol aminoacidos
Acido tricloroacético (TCA)
Etanol Peptideos, aminoacidos
Acido sulfosalicilico (SSA)
Acido fosfotungstico (PTA) Peptideos muito pequenos
aminoacidos

Fonte: Christensen et alii (1991)
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Desses fracionamentos e em fungdo da composicdo das diferentes
fragbes, varios sdo os métodos utilizados para averiguagéo de protedlise. O quadro
seguinte mostra alguns métodos de estimacéo de protedlise em queijos.

Tabela 5. Métodos para estimagéo de protedlise em queijos

Métodos Compostos medidos

Kjeldhal Nitrogénio

Absorbancia a 280nm
Hull, Folin, Triptofano e tirosina
reagente fenol

Amido-preto Proteinas/
OrangeG peptideos séo precipitados
Orange acida 12

Titulagcdo com formol

Titulagdo

TNBS, absorbancia Grupos amina livres
Ninidrina, absorbancia

OAP (o-ftaldialdeido), absorbancia

Fluorescamina, fluorimetria

Fonte: Ardo & Meisel (1991).

A analise eletroforética de proteinas é uma técnica bem conhecida.
Infelizmente, somente peptideos de grande tamanho podem ser visualizados
adequadamente com esta técnica, o que limita a estimativa de pequenos produtos
derivados da protedlise da caseina. Os quatro métodos primarios de eletroforese
diferem pela natureza de seu meio de suporte: gel de amido ( sistema vertical e
horizontal), gel de poliacrilamida, de agarose e gel de celulose-acetato. As siglas
para cada tipo s&o, na sequéncia mencionada, as seguintes: SGE, PAGE, AGE e
CAGE. (MURPHY et alii,1990).
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As vantagens de se usar o sistema SGE vertical incluem o fendbmeno
conhecido como eletrodecantagéo, as proteinas migram no gel mas as enzimas de
alto peso molecular tendem a permanecer no fundo, fazendo com que a parte
superior do gel seja inadequada para separacao dessas proteinas. (MURPHY et alii,
1990).

O gel de poliacrilamida (PAGE) é formado por polimerizagdo catalitica
de mondémeros de acrilamida e bisacrilamida. A separacao das proteinas ¢ feita por
tamanho e peso. O tamanho dos poros do gel pode ser controlado por alteragbes na
concentracdo de acrilamida e bisacrilamida, tornando esse método bastante

acurado na separagéo de particulas pelo peso molecular. (MURPHY et alii, 1990)

O sistema CAGE possibilita boa repetibilidade dos experimentos, a
maior vantagem é que a eletroforese pode ser feita com quantidades pequenas de
homogeneizados de tecido. O gel de agar ou agarose é preparado como o de amido.
E utilizado em condigbes onde a osmolaridade interfere na separagao da proteina.
(MURPHY et alii, 1990).

KIM & JIMENEZ-FLORES (1994) consideraram o PAGE um método
vantajoso para comparagéo das principais proteinas de mamiferos, pela rapida e
simultanea separacdo em até 20 fragbes. Esse fracionamento permitiu o uso de
procedimentos analiticos adicionais para a comparacao eficiente das propriedades
quimicas e fisicas de proteinas. Foram comparadas proteinas de varios mamiferos,
de forma efetiva, pela separacgdo gréfica simultanea.

A protedlise em queijos foi verificada por ADDEO et alii (1995), através
de imunodetecgdo, utilizando anticorpos policlonais de coelho adicionados ao gel
apoés a realizagdo de PAGE. Os anticorpos eram contra g e aS, - caseina, tornando

mais sensivel e especifico o0 método tradicional de eletroforese.

A densitometria, apos a realizagédo de PAGE, permite uma melhor
visualizagdo da separagdo das fracdes de proteina, podendo quantifica-las. As
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figuras a seguir (4 e 5), mostram resultados obtidos da caseina apds eletroforese em
gel de poliacrilamida.

00 4590 0m

2,0{ ‘3

1,01

A

-r

10 20 30 40 50 60

Fonte: Collin et alii (1991)
Figura 4. Separagéo eletroforética PAGE da caseina total. Amostras obtidas a
pH 4.6, gel corado com Coomassie R250. Densitograma a 590nm

Analises de caseina-macropeptideo tém sido realizadas por
cromatografia (exclus&o por tamanho, fase-reversa, troca idbnica), mais comumente
depois de precipitagdo com TCA (acido tricloroacético). Na maioria desses métodos
somente um pico é visivel representando o GMP n3o glicosilado ou 0 GMP junto com
outras formas . Por eletroforese capilar, usando tampao fosfato e borato a pH 6-9, o
GMP isolado aparece como um pico principal e um ou mais picos menores,
significando vantagens para o estudo da cinética de coagulagdo (OTTE et alii,
1995).
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Fonte: Hansen & Melo (1977)
Figura 5. Comparagéo de densitometria de caseina total obtida de leite cru e
de leite esterilizado UHT. (— leite cru; --——— leite UHT)

O acido N-acetilneuraminico (NANA ou acido sialico), que faz parte do
GMP, foi determinado por FUKUDA (1994) em leite e soro, com adaptagao do
método descrito por YAO et alii (1989), utilizando como reagente a ninidrina acida,
obtendo economia de tempo e possibilidades de estudo de interferéncias, por ser um
teste espectrofotométrico rapido e simples na faixa de radiagao visivel.

PRATA (1991) utilizando o mesmo principio basico de aplicacdo de
dialise proposto por MISTRY & KOSIKOWSKI (1983) para medida de atividade
proteolitica no leite, protocolou metodologia que utiliza absorgdo na regiao
ultravioleta do espectro. A ligagao peptidica, unidade estrutural da proteina, é a
responsavel por 70-80% da absorgdo nessa faixa. A quase totalidade das proteinas
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purificadas sdo incolores quando em solugdo, portanto ndo absorvem na regiao
visivel do espectro. Todos os métodos sugeridos nesta regido necessitam de
reagGes preliminares que levem ao desenvolvimento de alguma cor, situando-se ai,
de acordo com o mesmo pesquisador, os principais inconvenientes das adaptagdes
de tais métodos para estimag&o da atividade proteolitica.

PRATA & OLIVEIRA (1991a) observaram que a utilizacdo de
membrana de celulose para realizacdo de didlise em leite, em substituicdo a
membrana importada, ndo provocou diferencas significativas entre os limites de
retencdo ou exclusdo das duas membranas de celulose quando avaliadas pelo
metodo de Hull. Constataram que a membrana nacional € mais grosseira na sua
constituicdo, demandando maiores cuidados durante a preparacéo e requerendo
trabalhar-se com triplicatas para resguardar o aproveitamento das duplicatas dos
resultados.

PRATA & OLIVEIRA (1991b) utilizaram, para diluigdo das amostras,
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) que é um detergente que apresenta algumas
propriedades importantes: nas concentragbes necessarias, sua absorcdo nessa
regido do espectro é pequena, atua sobre possiveis resquicios de gordura
eliminando interferéncias e dissocia a proteina em sub-unidades, desenrolando
completamente cada cadeia polipeptitica para formar um complexo alongado em
bastonete.

O leite possui cor dominante, que dificulta as analises
espectrofotométricas. Uma forma classica para obtenc&o de filtrados transparentes
seria a precipitagdo com &cido tricloroacético (TCA). Tal procedimento possibilita a
analise apenas na regido visivel do espectro, porque o TCA, assim como uma série
de outros compostos, absorve fortemente na regiao dos 200-230 nm. O problema foi
resolvido aplicando o principio de dialise contra agua para obtengzo dos fragmentos
liberados das proteinas, pela acao de proteases, permitindo sua andlise sem os
inconvenientes anteriormente aventados (PRATA, 1991c).
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Um dos métodos mais aceitaveis para estimativa da protedlise em leite
e derivados baseia-se na determinagéo de aminoacidos aromaticos liberados, quer
seja pela medida de absorgdo a 280nm ou pelo desenvolvimento de reagédo e
determinagdo colorimétrica. Os maiores componentes da caseina inicialmente
sofrem uma agdo limitada das enzimas, resultando em fragmentos apenas
parcialmente sollveis em TCA, além do fato de nem todos esses produtos conterem
aminoacidos aromaticos.

O método da ninidrina utiliza a reagao com os grupamentos « - NH,,
promovendo aparecimento de cor, ndo s6 com os aminoacidos, mas também com
peptideos, proteinas e outras classes de substancias que possuirem grupos amino
livres. Pelo método da ninidrina,na monitoragdo de evolugéo proteolitica de produtos
lacteos, pequenas variagbes podem ser detectadas, enquanto que para o método
de Hull seriam necessarias grandes variagbes na fragdo dialisada. (PRATA &
OLIVEIRA, 1991a).

A dtililizagdo do reagente Cd-ninidrina para acompanhar a protedlise
durante a maturagdo de queijos foi conduzida por FOLKERTSMA & FOX (1992). De
acordo com esses autores, a utilizagdo de extratos obtidos pela extracdo em TCA
n&o s&o indicados para o metodo, porque apresentaram diferengas significativas no
desenvolvimento de cor durante o experimento, quando comparados com amostras

controle.

A cromatogafia liquida de alta eficiéncia (HPLC ou CLAE) e a
cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC) tém sido utilizadas para analises de
fragbes nitrogenadas. Essa fragdo tem grande interésse em laticinios pelos seus
aspectos nutricionais, biolégicos e tecnolégicos. Métodos rapidos e especificos tém
sido desenvolvidos em resposta as altas taxas de produgéo, sdo métodos versateis,
de alta resolugio, adaptaveis aos procedimentos de automagdo (GONZALEZ-
LLANO et alii, 1990).

LOPEZ-FANDINO et alii (1993), utilizaram HPLC de fase-reversa para
estudar protedlise em leite UHT. Segundo esses autores, a técnica PAGE era
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insuficiente para detectar peptideos de baixa massa molecular e insuficiente para
ser adaptada a processos automatizados. A pesquisa desenvolvida descreve o uso
de RP-HPLC ou FPLC na investigacdo de protedlise durante armazenagem de leite
UHT, comparando cromatogramas de amostras de leite com cromatogramas de
digest&o de caseina por plasmina e por enzimas produzidas por psicrotréficos.

A comparagéo dos métodos eletroforético e cromatogréfico foi realizada
por COLLIN et alii (1991). A correlagdo entre os resultados obtidos foi de 0.80 para
fracdo yi, 0.77 para B-caseina, 0.74 para fragdo y, e 0.65 para aS-caseina.
Correlagdo muito pequena foi obtida para a fragdo y; e x-caseina. O estudo das
relagdes entre as diferentes caseinas, no leite, mostrou boa correlagéo entre as trés

fragOes v, diferentemente do que ocorria em queijos.

Apbs a introdugdo da filtraggo por membranas, a utilizagdo de produtos
com alteragbes nas proporgées de caseina-proteinas sollveis, tem-se desenvolvido
bastante, porque esses concentrados podem ser utilizados para varias finalidades,
como ingredientes altamente funcionais. Varios métodos tem sido utilizados para
determinar a proporcio dessas proteinas em leite e produtos derivados. MEISEL
(1995), tendo por base que as proteinas tem um espectro de absor¢do caracteristico
na regi&o ultravioleta, utilizou um método espectrofotométrico. A quantificaggo foi
baseada na absorgdo UV dos aminoacidos triptofano e tirosina, com caracterizagzo
maxima e minima entre 270 e 300nm.
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1. Matéria prima
1.1. Leite “longa-vida”(UHT).

O leite utilizado foi adquirido no comércio com aproximadamente 30
dias de fabricagdo. Foram utilizadas diferentes marcas com teores de gordura
variaveis: desnatado, semi-desnatado e integral, mas sempre pertencendo & mesma
partida. Para facilitar as analises, foram adquiridos em blocos de trés, de marcas
diferentes, cada um constando de uma caixa com 10-12 embalagens. O
armazenamento foi por 5 meses a temperatura ambiente. As analises foram feitas
com intervalo médio de 30 dias entre elas, correspondendo a primeira fase do

experimento.

Na segunda fase foram utilizados leites do comércio, de 3 marcas
diferentes, constituindo 3 blocos compostos por 12 embalagens, todas de uma
mesma partida, com aproximadamente 30 dias de fabricagdo. As analises foram
efetuadas a cada 30 dias, durante 5 meses & temperatura ambiente.

A Ultima fase foi constituida por 91 amostras de leite, todas de um
mesmo lote de fabricagdo, de mesma marca e mesmo teor de gordura (desnatado),
também adquiridas no comércio. As amostras foram separadas em 7 blocos com 7
tratamentos diferentes. Cada bloco continha 13 amostras, que foram analisadas a
cada 15 dias, durante 180 dias de armazenamento & temperatura ambiente, no
periodo de novembro a abril. O tempo zero (To) foi estipulado como sendo 30 dias,
porque esse foi o tempo real de fabricagdo do leite, ao se iniciar a pesquisa. Dessa
forma, os 180 dias de experimento, foram distribuidos de 30 a 210 dias. Tomou-se
0 cuidado de se manter a mais pelo menos 6 amostras de cada tratamento para

eventuais perdas.
As amostras de leite, durante as analises, foram constituidas por uma

embalagem inteira, homogeneizadas ao abrir e descartadas apos utilizagdo, em
todas as fases do experimento. Para a primeira e segunda fases, a aquisicdo dos
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produtos foi feita obedecendo a uma data maxima de fabricacdo de 30 dias, sendo
esse considerado o tempo zero (0), quando n&o estiver especificado.

1.2. Leite cru

As amostras de leite cru foram obtidas de produtores de leite tipo B,
cadastrados pela Cooperativa de Produtores da Regido de Campinas. As analises
microbiologicas foram efetuadas no leite com intervalo de dez dias entre elas. Foram
escolhidos dez produtores, obedecendo a ordem de chegada do leite ao laticinio. O
leite de cada produtor foi analisado trés vezes.

Tal procedimento foi repetido com os produtores de leite tipo B da
regiao de Botucatu, sendo cadastrados cinco produtores que tiveram seus leites

analisados cinco vezes, com intervalo de uma semana entre cada analise.

1.3. Tratamentos efetuados na matéria prima (UHT).

O leite UHT utilizado durante a terceira fase do experimento, recebeu
7 tratamentos diferentes, uma semana antes de se iniciarem as analises, com 30
dias de fabricagdo. O bloco controle, sem nenhuma adigdo, recebeu a sigla de

tratamento 0 (zero). O esquema adotado foi o seguinte:

Tratamento 1. Adicdo de plasmina 0.256mg por litro. Dissolveu-se 16mg de
plasmina (Sigma) e completou-se o volume para 100mi com solugéo salina estéril.

Tratamento 2. Adicdo de plasmina 0.256 mg/l + citrato de sodio 0.025%. Da
solucdo esterilizada de citrato adicionou-se 1 ml por litro para se obter a
concentracéo de 0.025% na amostra.

Tratamento 3. Adigdo de 2 ml de caldo inativado de Pseudomonas. O caldo foi
preparado apos cultivos sucessivos de Pseudomonas fluorescens ATCC-1 3525 em
agar inclinado, lavados com solugdo salina (0.85%) estéril e coletados em frascos
esterilizados. O controle da massa celular bacteriana do caldo foi feito através de
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leitura da densidade 6tica e plaqueamento com leituras a 24 e 48 horas. O nivel
obtido de 4.1x10° ufc/ml foi, entdo, centrifugado e tratado em banho de glicerina para
esterilizag&o, confirmada por plaqueamento. Desse caldo, foram inoculados 2ml por

embalagem de leite, que corresponderiam a uma contagem de 8.0 x10° ufc/mi.

Tratamento 4. Adicdo de Pseudomonas ( 2ml de caldo com 8.0 x 10%fc/mi

inativados) mais 1ml de citrato de sodio.

Tratamento 5. Adigdo de plasmina mais caldo de pseudomonas, sendo metade da
concentragéo adicionada em T1 e T3, ou seja, 0.128mg de plasmina e 1.0ml do

caldo de pseudomonas por litro de leite.

Tratamento 6. Correspondia ao T5 mais adicdo de 1ml de citrato de sodio
(0.025%).

As inoculagdes foram feitas em camara de fluxo laminar, utilizando
seringas descartaveis. A oclusdo dos orificios foi feita com adesivo vedante, 100%
borracha de silicone - Silastic 732RTU-DownCorning (KOHLMANN et alii, 1991a;
KOHJMANN et alii, 1991b; SHAH, 1994).

2. Atividade proteolitica.

A atividade proteolitica foi determinada nas amostras de leite

esterilizado "longa vida".
2.1 Dialise

Foram adquiridas membranas de celulose industrial, nacionais,
utilizadas como envoltério de alimentos embutidos, com didmetro achatado de
aproximadamente 28mm. Para a preparagdo dos sacos de dialise, os rolos foram
cortados em segmentos de 25 cm de comprimento, exaustivamente lavados e
fervidos em agua destilada deionizada e estocados em refrigerador, renovando-se o
estoque a cada 15 dias.
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Apods a colocagdo de 10ml da amostra, oclusdo e fechamento com
barbante, os sacos de didlise eram cuidadosamente lavados em agua deionizada
corrente e colocados em tubos de ensaios, recebendo a seguir 20ml de agua
destilada para ocorréncia da didlise, efetuada a 37° C por 2 horas. Terminada a
incubagéo, procedia-se a estimagdo da protedlise no dialisado, de acordo com os
métodos seguintes: ultravioleta e ninidrina.

2.2. Método ultravioleta.

A cada 500 pl do dialisado das amostras, em duplicatas, adicionou-se
4,5 ml de solugéo de dodecil sulfato de sodio a 0,5%, levando-se a incubacéo a 20°C
por 60 minutos ao abrigo da luz. Apds esse periodo foram realizadas as leituras de
absorbancia a 220 e 210nm, contra branco da amostra constituido de agua destilada
e dodecil sulfato de sédio (PRATA, 1991).

2.3. Método da ninidrina

A cada 200pl do dialisado das amostras, em duplicatas adicionou-se
800 pul de tampéo acetato de sddio 0,05M, pH 5,0 e 1ml da solugédo de ninidrina,
aquecendo a 100°C durante 15 minutos. Apos resfriamento, adicionou-se 8ml de
etanol 60%, procedendo-se, em seguida, a leitura de absorbancia a 570nm contra
branco da amostra (MOORE, 1968).

2.4. Método da ninidrina acida.

O leite foi desproteinizado com TCA a 24% em quantidades iguais ao
leite, afim de obter-se uma concentragdo de 12% na solugéo final. Tomou-se 10ml
do filtrado que, apds centrifugagdes com &cido fosfotungstico 20% e etanol (para
eliminar residuos de lactose) e desprezar o sobrenadante, resultou em “pellets”. A
esse residuo seco adicionou-se acido acético glacial, ninidrina acida (ninidrina+
acido cloridrico + acido acético glacial) e aqueceu-se em banho-maria fervente por
10 minutos. Ap6s resfriamento foram feitas leituras espectrofotométrica a 470nm
(FUKUDA, 1994).
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2.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE).

As amostras utilizadas para eletroforese (PAGE) foram obtidas
durante a ultima fase do experimento, sendo retiradas de cada tratamento (0 a 6),
em trés épocas: tempo inicial (30dias), 120 dias e 210 dias. Constavam de 10ml de
leite, precipitados por acido acético glacial até pH 4.6, seguidos por centrifugacdo
comum e ressuspensao em agua deionizada por trés vezes. Apos, foram congeladas

e entio analisadas.

A técnica utilizada foi a descrita por HAMES & RICKWOOD (1990). Foi
utilizada uréia na preparagéo do gel de separagéo e de empilhamento e a corrida
eletroforética foi efetuada por 5 horas, mantendo-se uma corrente de 200V. Para
revelacéo das bandas utilizou-se corante Comassie R250 por uma noite, seguido
por uma descoloragdo em solugdo descorante de Comassie, composta por agua,
metanol e acido acético (5:4:1), até a revelagdo das bandas. A leitura das bandas,
apos revelagao, foi feita em Densitdometro CELM DS - 75.

3. Acidez Domic.

Determinada nas amostras de leite UHT, segundo técnica descrita pelo
INSTITUTO ADOLFO LUTZ (1976).

4. Provas de estabilidade do leite UHT

4.1. Ao calor.
As amostras foram aquecidas, em chama, até ebuligdo para verificar
possiveis alteragdes na aparéncia durante o aquecimento.

4.2 Ao alcool.

As amostras foram misturadas, em partes iguais, com alcool 74%,

buscando alteragées visuais.
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5. Analises microbiolégicas.

As analises microbiolégicas foram realizadas no leite cru, segundo
HARRIGAN & Mc CANCE (1976) com relacio a amostragem, diluigdes e técnicas de
plaqueamento. As amostras foram coletadas assepticamente em frascos
esterilizados, na plataforma de recepcdo dos laticinios e transportadas, sob

refrigeracéo, até o laboratério para serem analisadas.
5.1. Psicrotréficos

A contagem de microrganismos psicrotroficos foi feita de acordo com
STANDARD METHODS FOR THE EXAMINATION OF DAIRY PRODUCTS (1972),
onde o meio de cultura utilizado foi o “Plate Count Agar” (PCA) , a temperatura de
7°Ce tempo de 10 dias de incubagdo. As diluicbes foram feitas em agua peptonada
0.1% até o valor de 107,

5.2. Psicrotréficos proteoliticos

Os microrganismos desse grupo foram contados em meio PCA,
acrescido de 10% de leite desnatado esterilizado. O tempo e temperatura de
incubag&o foram os mesmos utilizados para o item anterior (MOTTAR, 1981). Foram
consideradas as colonias com formagéo de halo de protedlise.

5.3. Pseudomonas sp.
O meio seletivo utilizado foi o PCA acrescido de peptona e NaCl, mais
uma solugéo de trifenil tetrazolio cloridrico a 5%. As placas foram incubadas a 22°C

por 24 horas ( BRANDT & LEDFORD, 1981 ). As leituras foram confirmadas apés 48

horas.
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6. Andlise estatistica.

As andlises estatisticas foram realizadas através de programas
computadorizados, empregando-se as andlises que mais se adequassem a cada
situagdo, tais como: médias, desvios-padrao, coeficientes de variagdo e ANOVA -
Andlise de  Variancia, com teste de comparagao de médias pelo Tukey, todas
embasadas em GOMES (1984), aplicadas a fase nimero 3.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ
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1. Monitoragao da proteélise no leite UHT comercial.

Todos os resultados que estdo relacionados nas tabelas e graficos,
apresentados a seguir, constituem a média de duplicatas. O parametro utilizado para
detectar a atividade proteolitica foi a variagdo na medida de absorbancia, variando
apenas os comprimentos de onda de acordo com o método utilizado. Com os
resultados obtidos na primeira fase, foi possivel verificar o nivel proteolitico dos
leites UHT comerciais, de marcas e teores de gordura diferentes durante um periodo
de estocagem prolongado. Esses resultados s&o apresentados nas tabelas 6,7e8e
figuras6e 7.

Utilizou-se, nessa fase, leituras na regido ultravioleta do espectro,a 210
e220nm, tendo por base que as ligagbes peptidicas absorveriam no UV quando
houvesse fragmentos de proteinas no dialisado e, como consequéncia, quanto maior
a atividade enzimica (proteolise), maior incremento seria observado na absorbancia
obtida. Utilizou-se, também, leituras na regido visivel do espéctro a 570nm para o
método da ninidrina, afim de detectar as mesmas variacdes que seriam utilizadas

para comparagées.

Vérios tipos de leite, quanto a marcas e teor de gordura, foram
utilizados. A auséncia de valores que se observa (3 primeiras amostras) a 30 e 60
dias nas tabelas 6, 7 e 8, foi porque essa leitura foi adicionada sémente apos esse
periodo. A auséncia de valores, nas mesmas tabelas, ap6s 180 dias foi decorrente
do periodo estabelecido para o armazenamento, que teve como principal objetivo

englobar os prazos de validade.

Os valores da tabela 6 se relacionam com as medidas de absorbancia
a 210nm. A tabela 7 relaciona os valores obtidos para leituras de absorbancia a
220nm e foram semelhantes aqueles obtidos por PRATA (1991a), que deram origem

aos testes iniciais desse projeto.
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Tabela 6. Evolugdo da atividade proteolitica em leite UHT armazenado

a temperatura ambiente (A 210nm)

tempo (dias)
amostras | 30 60 90 120 150 180
semidesn. — — 0.8565 0.9680 1.0267 0.9490
desnatado —_— — 0.7204 1.0426 1.0162 0.9794
integral — -— 0.7719 0.9089 0.9923 1.0213
integral 06260 07202 08122 08844 06183 -
desnatado 0.7645 0.9453 0.7326 1.1548 0.7809 —
desnatado | 40190 1.0446 09327  1.0333 08282 -
semidesn. | 08589 09297 09503  1.0167 1.1582 ——
desnatado 0.9969 1.0190 1.0780 0.9646 1.2618 -—
integral 0.8086 0.8255  0.9077 09771 08130 -
integral 0.7628 0.9775 0.7694 0.7806 0.8277 e
média 0.8338 0.8974 0.8531 0.9731 0.9331 0.9832
s* 0.1385 0.1199 0.1139 0.1014 0.1943 0.0363
cv** 16.62% 13.37% 13.35% 10.42% 20.89% 3.69%

* - desvio-padrao

** - coeficiente de variagdo
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Tabela 7. Evolugdo da atividade proteolitica em leite UHT armazenado

a temperatura ambiente (A 220nm)

tempo (dias)

amostras| 30 60 90 120 150 180
semidesn. — 05436 05146 06027 0.6389 0.5774
desnatado - 05212 04263 06506 0.6390 0.6056
Integral —— 05191 04854 05835 0.6444 06610
 integral 0.3813 0.4356 04984 05503 0.3685 -

desnatado | 04482 0.5540 0.4270 07014 04504  —
desnatado | 06304 0.6266 05524  0.6275 0.4868 -
semidesn. | 05229 05621 05782 0.6136 06351 -
desnatado | 06112 0.6167 06568  0.5818 07273
integral 0.5057 0.5169 05704 06102 0.4201 -
integral 0.4280 04343 04289  0.4263 0.4802 -

média | 0.4954 0.5330 0.5138 0.5948 0.5491 0.6147
s* 0.1077 0.0641 0.0765 0.0721 0.1211 0.0425
cv** 21.74% 12.03% 14.89% 12.13% 22.06% 6.92%

* - desvio-padrao

** - coeficiente de variagéo

As amostras analisadas apresentaram medidas de atividade
proteolitica com valores maximos a 120 dias, seguidas de decréscimo aos 150 dias
de armazenagem a temperatura ambiente (fig.6). O coeficiente de variagio (cv) foi
ligeiramente superior quando se fez leitura a 220nm, comparado com as variagées a

210nm, embora o comportamento das curvas obtidas tenha sido semelhante (fig.6).

O decréscimo que ocorreu a 150 dias pode ser explicado pela perda de
sensibilidade do método UV, uma vez que pode ocorrer polimerizagdo da caseina
durante a armazenagem (EL-DIN & KAKO, 1991), dificultando a passagem dos
fragmentos durante a dialise O decréscimo das leituras aos 150 dias pode ser
explicado, também, por ter havido diminui¢do de ligagbes peptidicas, considerando
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que os fragmentos resultantes da proteblise estejam presentes na forma de
aminoacidos. Por esse motivo foi incluido o método da ninidrina (A 570nm) que
indica, fundamentalmente, a presenga de aminoacidos pela reagdo que ocorre com o

grupamento NH;.

1.5+

1.0+

0.5 ———A———a— 4 —— A220

"y —— A570

absorbancia

0.0 T T 1 1
0 50 100 150 200

dias

Figura 6. Média dos valores obtidos para os métodos utilizados
na avaliagao da atividade proteolitica de leite UHT.

Embora as variagbes na absorbancia tenham sido semelhantes, o que
se pode observar, pela tabela 8 e figura 6, & que esses valores sado inferiores
quando comparados aos obtidos pelo método UV. No entanto, o coeficiente de

variacao foi mais elevado com utilizagdo do método da ninidrina (570nm).

O comportamento de amostras individuais de leite UHT desnatado e
integral pode ser observado pela figura 7, que evidencia a existéncia de diferengas
entre as marcas comerciais utilizadas no experimento, com relagdo ao teor de
gordura das amostras. As amostras de leite semidesnatado ndo foram utilizadas na
elabororagdo dessa figura por serem apenas duas marcas diferentes. Quando se
comparam as médias (fig.7) o comportamento das amostras de leite UHT desnatado
e integral se diferenciam. As curvas obtidas foram semelhantes para os dois
comprimentos de onda: desnatado a 220nm e 570nm e integral a 220nm e 570nm. A
observagéo de que houve maior atividade proteolitica no leite UHT desnatado do

que no integral, durante a armazenagem, esta de acordo com os resultados obtidos

56



por LOPEZ-FANDINO et alii (1993), que sugerem haver uma prote¢cdo contra

protedlise, exercida pela gordura.

Tabela 8. Evolugdo de atividade proteolitica em leite UHT armazenado a

temperatura ambiente (A 570nm)

Tempo (dias)
amostras| 30 60 90 120 150 180
semidesnat. — 0.2480 0.2360 0.3426 0.3100 0.3928
desnatado —— 04146 02438 02318 03120 02855
integral -—-- 0.3224 0.2501 0.2471 0.2255 0.2687
integeal 03039 02130 03524 03182 01880 -

desmatado | 03132 0.2520  0.3907  0.3087 02151 -
desnatado | 02557 02420  0.3895  0.3527 0.1626 -
semidesnat. | 02867 0.3301 0.2560  0.3671 0.4105 -
desnatado | 02470 0.3500  0.2840  0.3840 05063 -
integral 02270 02734 01955  0.2489 02768 -
integral 0.2460 02974 02220 02699 01742 -

média | 0.2685 0.2943 0.2820 0.3071 0.2781 0.3156
s* 0.0327 0.0609 0.0705 0.0548 0.1109 0.0673
cv** 12.20% 20.69% 24.99% 17.84% 39.89% 21.32%

* - desvio-padrao

** - coeficiente de variagao
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Figura 7. Comparagdo das médias obtidas durante armazenamento
de varios tipos de leite UHT em dois comprimentos de on-
das. (220 e 570nm).

Os niveis iniciais de protedlise foram elevados (tabelas 6, 7 e 8)
significando que, possivelmente, ja havia ocorrido alguma modificagdo nas
proteinas do leite, decorrentes, talvez, do tratamento térmico do processo UHT, de
uma possivel agdo residual de proteases microbianas,ou da plasmina com possivel
liberacédo de fragmentos iniciais da B-cn. Esses resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por PRATA (1991a) que obteve valores médios de 0.48 de absorbancia
(220nm), para leite UHT armazenado sob condigbes semelhantes, no tempo de 30
dias, e valores médios de 0.31 para amostras de leite cru.

De acordo com LAW et alii (1994), o calor acima de 60°C aumenta a
conformacgdo globular e promove a associagdo das proteinas do soro com a
caseina. A temperaturas acima de 110°C ocorrem mudancas da caseina, induzidas
pela desnaturagdo das proteinas soluveis. Ha formagdo de complexo caseina-
proteinas do soro quando a concentragdo de calcio idnico diminui,
significativamente, depois do processamento UHT.

Ainda, de acordo com os dados de absorbancia das tabelas 6, 7 e 8,
pode-se verificar um ligeiro aumento na atividade proteolitica, tanto a 210, 220 e
570nm em fungdo do tempo. Isso pode ser, provavelmente, em fungdo de uma

intensificacdo da protedlise decorrente da sobrevivencia térmica de possiveis
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enzimas presentes que, no entanto, em fungéo da possivel polimerizagdo aventada
por ZIN EL-DIN (1991), nao liberou fragmentos menores que possam ser dializados

e, consequentemente, avaliados pelos métodos aplicados.

Portanto, diferentemente da sugestdo de MISTRY & KOSIKOWISKI
(1983), também confirmada por PRATA (1991), de que a didlise € um método
alternativo de fracionamento para posterior avaliagdo da atividade proteolitica em
queijos, nao foi confirmada para o presente caso, utilizada para leite UHT. Muito
possivelmente as razdes estariam ligadas as diferengas da protedlise nesses dois
sistemas. Enquanto em queijos, de modo geral a protedlise é progressiva, levando a
uma quebra cada vez mais acentuada das moléculas protéicas, o que contribui para
intensificar a quantidade de pequenas moléculas cada vez mais faceis de serem
dialisadas, no leite UHT isso n&o ocorreria , ao menos ndo com a mesma
intensidade dentro dos prazos estudados, agravado pela possibilidade da

polimerizagao.

Em fung¢do dos resultados obtidos na primeira fase e dessas razées
hipotéticas, optou-se por realizar uma nova série de experimentos com leite UHT
comercial, utilizando procedimentos variados de obtengdo das fragées nitrogenadas
(soluvel e pellets) e analisa-los por diferentes métodos ( UV 210 e 220, visivel 570 e
470). Optou-se por manter os procedimentos usados anteriormente, ou seja, a
dialise e os métodos UV e visivel, para se obter dados comparativos para a escolha
do ou dos métodos que se mostrassem mais adequados a situagdo estudada e que
melhor correspondessem as alteragées que estivessem ocorrendo, como também,
que, possivelmente, confirmassem as conclusées hipotéticas do experimento

anterior.

A tabela 9, alem de relacionar os varios métodos utilizados na segunda
fase da pesquisa, mostra as variagbes obtidas para acidez e aparéncia geral. Os
nuameros 1, 2 e 3 significam marcas diferentes utilizadas para as amostras. Pode-se
notar que houve declinio dos valores de acidez durante o armazenamento, que pode

estar relacionado com o incremento na protedlise, se considerarmos que a hidrolise
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da proteina liberou fragmentos basicos. A aparéncia geral das amostras foi normal

durante todo o experimento.

Tabela 9. Evolucgdo de protedlise. Comparagao de metodologia

tempo (dias)
amostras 15 45 75 105 150
1 0.5414 0.3850 0.3849 0.4638 0.3394
Ay 2 0.4709 0.3730 0.5068 0.5124 0.5435
3 0.3547 0.3877 0.4258 0.4333 0.3803
1 0.9232 0.6926 0.6642 0.8184 0.6291
Ao 2 0.7609 0.6897 0.8602 0.8711 0.9691
3 0.6574 0.6763 0.7567 0.7685 0.7253
1 0.1740 0.2006 0.3187 0.4163 0.3979
Asoe 2 0.2260 0.3055 0.3716 0.3609 0.6777
3 0.2711 0.1135 0.2798 0.2967 0.3767
1 0.2698 0.2685 0.2754 0.3136 0.2126
Aso 2 0.3441 0.2948 0.4011 0.3864 0.2847
D 3 0.1889 0.3164 0.2866 0.3341 0.2416
1 1.3430 1.6431 1.6997 1.5686 1.1549
Asio 2 1.2560 1.8742 1.6505 1.6777 1.3010
TCA 3 1.3325 1.4190 1.4232 1.3989 1.0000
1 0.1151 0.6807 1.0000 1.0245 1.0000
Aso 2 0.2758 0.7585 1.1549 1.4201 1.5228
pellet 3 0.3190 0.5624 .09586 0.8995 0.9208
1 20 22 21 22 18
acidez 2 20 20 20 21 19
‘D 3 20 20 20 21 19
1 sm* sm* sm* sm* sm*
aparén 2 sm* sm* sm* sm* sm*
cia 3 sm* sm* sm* sm* sm*

* - sem modificagfes visuais

Os testes para verificar a estabilidade ao calor e ao alcool foram
efetuados em todas as amostras analisadas até essa fase, ndo havendo

modificagbes visuais em nenhuma delas.
As convengdes utilizadas serdo renomeadas, para melhor

acompanhamento da discussdo: Az © Az s@0 siglas referentes ao método

ultravioleta, A470 @0 método da ninidrina acida, As;D referente ao método da
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ninidrina com dialise, As;o TCA ao método ninidrina com precipitagéo por TCA e Aszo

“pellet’ referente ao método ninidrina apés obtengéo do “pellet”.

A figura 8 mostra a comparagdo dos resultados obtidos com os
diferentes métodos. Az, Ao © 570D confirmando os resultados obtidos
anteriormente, durante a primeira fase, ou seja, pode se observar uma flutuagao

desses resultados decorrente, possivelmente, da dialise.

Os valores médios obtidos (fig.8), com utilizacdo de fragéo soluvel,
confirmam os resultados de FOLKERTSMA & FOX (1992) de que o reagente
ninidrina, ndo pode ser utilizado diretamente em amostras extraidas em TCA,
porque esse acido vai interferir nos resultados , uma vez que os valores foram bem
elevados (570T). J4a, as médias, observadas na mesma figura, quando se utilizou o
“pellet” apresentaram um comportamento ascendente, com certa uniformidade,
embora, pode-se notar, uma ligeira interferéncia causada por residuos de TCA. E
importante salientar que o0 método As;o (D, TCA e ‘“pellet’) esta diretamente
relacionado com a proteina total, ou seja, estdo sendo computadas todas as fragbes

da caseina.

Pela mesma figura, pode-se observar um comportamento ascendente
quando se utilizou o método da ninidrina acida (A470) proposto por FUKUDA
(1994), nas amostras de leite UHT. Tal método evidencia as variagdes do
glicomacropeptideo por acdo enzimica na ligagdo Phesws - Meties da x-caseina,
monitorando as alteragdes dessa fragdo que possam estar ocorrendo, € exclusivo
para kx-caseina. Observou-se e comprovou-se, por esse método, altera¢des precoces
ocorrendo na x-caseina no leite UHT, que se tornam importantes, devendo ser
confirmadas, pois a k-caseina € importante na manuteng¢ao da estrutura micelar e no

equilibrio do sistema.
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Figura 8. Evolugao da protedlise. Comparacdo de metodologia
(média dos valores obtidos)

Com esses resultados obtidos, analisando a sequéncia de aminoacidos
da x-caseina, e o sitio de hidrolise da renina e da plasmina (Lys -X,
preferencialmente Lys-Lys), citados por WALSTRA & JENNESS (1987), optou-se
por utilizar o método da ninidrina acida (A 470) na ultima fase do experimento, em
busca de alguma evidéncia de que a ligagdo Lyss1 - Lysq12 da k-caseina tambeém

estaria sendo afetada, possivelmente pela plasmina, durante o armazenamento.

A decisio de se efetuar, também, analises com a utilizagdo de ninidrina
comum (570P), foi pela observagao do comportamento das amostras na figura 8, que
mostrou melhores resultados quando se utilizou “pellet” do que apenas com
extragdo por TCA (nitrogénio solivel). Desta forma, na etapa seguinte, esses

métodos foram eleitos para monitorar possiveis alteragées de k-caseina (ninidrina

acida) e da a e B-caseinas (ninidrina comum + “pellet”).

2. Avaliagao microbiolégica do leite cru refrigerado.

Nessa fase do experimento, o reconhecimento das condigbes
microbiologicas do leite cru foi realizado, porque é importante para a conservagéo
do leite UHT, principalmente quando obtido de leites mantidos sob refrigeracao
desde a fazenda, pela possivel selegdo de psicrotroficos. Trata-se de um pequeno

reconhecimento, pois n&o foram encontrados dados coerentes em nosso meio. Os
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artigos de pesquisa citam uma realidade que, na maioria das vezes, ndo é a nossa.
O leite cru utilizado para esterilizacdo UHT nem sempre provem de propriedades
consideradas como produtoras de tipo B, em alguns casos se utiliza também leite
tipo C . No entanto, foram escolhidas, exatamente, amostras de produtores de leite
B, no sentido de se acrescentar alguns parametros para discussao do que pode
estar acontecendo no leite UHT, obtido em nossas condigdes. As tabelas

seguintes, de 10 a 17, ilustram esse reconhecimento.

Pelos valores da tabela 10, pode-se ter um panorama da situagao
microbiolégica do leite cru dos produtores utilizados na amostragem. Através dessa
contagem total € que o laticinio classifica o leite de seus produtores cadastrados
como tipo B. Todos os valores encontram-se dentro dos limites aceitaveis pela
cooperativa regida pela Inspecdo Federal. Entretanto, deve-se ressaitar que a
Industria utiliza temperatura de 35°C para incubar as placas e que, a essa
temperatura, geralmente ocorre uma sub-estimagdo quando comparada com a de
32° C, definida pelo STANDARD METHODS OF DAIRY PRODUCTS. Os leites
analisados estiveram com valores proximos aqueles encontrados por KOCAK &
ZADOW (1985) que consideravam leite cru de boa qualidade para processamento
UHT uma contagem padrao (PCA) de 1.3 x 10*, de até 7.3x10° para psicrotréficos e

de até 1.7x10°ufc/ml para psicrotréficos proteoliticos.
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Tabela 10. Contagem total* de leite cru ( ufc/ml), fornecida pela Industria,

para produtores cadastrados como fornecedores do tipo B.

repeticoes
produtores 1 2 3
1 3,0x10* 2,1x10° 4,0 x10*
2 7,5 x10* 1,7 x10° 1,7x10°
3 8,0 x10* 1,2 x10° 4,0 x10*
4 1,5 x10* 4,0 x10* 5,0 x10*
5 1,0 x10* 1,0 x10* 1,0 x10*
6 2,5 x10* 2,0 x10* 3,5 x10*
7 1,5 x10* 1,0 x10* 2,5 x10*
8 1,0 x10* 1,0 x10* 4,5x10*
9 2,0 x10* 2,0 x10* 5,0 x10*
10 57 x10° 3,0x10* 5,0 x10*

* Média dos valores obtidos com 24 e 48h de incubagéao

Pela tabela 11 pode-se observar que os psicrotroficos, em suas
contagens, estiveram em torno de 9.9x10° e < 10° ufc/ml para os produtores
analisados. Somente o produtor 3 e 0 8 é que superaram essas cifras (1.2x10% e 5.4
x 10, respectivamente). Os valores observados sao inferiores aqueles que podem
causar problemas apos o tratamento de esterilizagdo (UHT), que seria de 10° ufc/mi
(MOTTAR, 1981). Apés 2 dias a 4°C, o nivel de psicrotréficos/ml encontrado por
PICARD et alii (1994) foi < 107 ufc/mi.

Entretanto, convém salientar que esses resultados espelham a

realidade do leite tipo B, obrigatoriamente mantido sob refrigeragcdo antes do
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processamento e que, apesar disso, ndo apresentou contagens de microrganismos

psicrotréficos capazes de causar alteragbes posteriores.

Tabela11. Microrganismos psicrotréficos em leite cru (ufc/ml)

obtido de produtores cadastrados como tipo B**

repeticdes
produtores 1 2 3 média
1 9,0x10° 22x10° 4,3 x107 3,9 x10°
2 2,5x10° 42x10° 2,7 x101 9,9 x10°
3 6,0x10° 7,9x10° 2,5x101 1,2 x10*
4 <10°* 1,2x10° 1,0x10° 1,1 x10°
5 <10°* <10°*  0.3x10°
6 3,5x10° 9,9x10° 7,4x107 1,7 x10°
7 1,5x10° 2,0x10° 2,6 x10? 1,2 x10°
8 <10 1,0x10° 8,3x10? 5,4 x10*
9 1,2x10° 59x10* 2,5x10’ 5,0 x10°
10 9,5 x10° P 5,8 x10 5,0 x10°
* numero estimado P parcela perdida

** valores obtidos na regido de Campinas
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Tabela 12. Psicrotréficos proteoliticos (ufc/ml) em leite cru obtido

de produtores cadastrados como tipo B**

repeticoes

produtores 1 2 3 média
1 <10°* <10* 0.7x10°
2 <10** 02x10° 1,1x10° 0.6x10°
3 1,0x10°  3,4x10° 0.9x10? 4,7x10°
4 <10°* 74x10° <10*
5 <10°* <10* <10*
6 1,0x10°  0.3x10°  0.6x10° 3,6x10°
7 <10* 22x10° 0.1x10? 1,2x10°
8 <10* 2,1x10* 3,5x107 1,0x10*
9 <10* 0.1x10* 0.3x10 0.2x10°
10 1,0x10° P 0.2x10 5,1x10°

* numero estimado
P parcela perdida

** valores obtidos na regido de Campinas

Os psicrotréficos proteoliticos (tab.12) estiveram presentes em valores
inferiores a 10> ufc/ml entre os produtores, com excegédo do nimero 8 que superou

essa cifra (1.0x10* ufc/mi).

Para obter valores de psicrotroficos entre 7.7x10% e 8.5x10° ufc/mi foi
preciso que o leite cru permanecesse 10 dias sob refrigeragdo (COLLINS et alii,
1993). Nas condigbes aqui estudadas o leite cru n&o atinge um periodo superior a 48
horas antes do processamento. Isso pode ocorrer somente nos entrepostos, quando

se considera o periodo utilizado para o transporte.

Considerando que o leite utilizado para processo UHT pode estar
sujeito a uma flora variada, incluindo possiveis psicrotréficos e muitos proteoliticos, e
sujeito também a presenca e agao da plasmina e plasminogénio, e que, na industria

pode permanecer em tanques ou silos refrigerados por tempo variado antes do
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processamento, torna-se dificil a aplicagdo das conclusdes observadas a essa
situacdo especifica.

Tabela 13. Valores médios das contagens microbianas (ufc/ml) obtidas de

de leite cru refrigerado e suas relagdes percentuais.

contagem contagem contagem CP/CT CPP/ICP CPPICT
produ- total psicrot. psicr. prot. % % %
tores cT™ cp* cpp**
1 133.30 3.90 0.07 2.90 1.80 0.05
2 196.70 10.00 0.10 5.07 0.60 0.05
3 140.00 13.00 0.50 9.25 3.62 0.33
4 53.30 1.70 0.60 1.99 54.71 1.09
5 36.70 0.30 0.01* 0.08 2.94* 0.03*
6 40.00 1.80 0.40 435 20.68 0.90
7 23.30 1.20 0.10 5.36 9.60 0.51
8 20.00 54.10 10.70 100.00 19.70 53.35
9 40.00 5.00 0.02 12.57 0.39 0.05
10 143.30 5.00 0.50 3.21 10.12 0.35
X 82.70 9.50 1.30
s 63.80 16.20 3.30

*

numero estimado

*k

multiplicados por 10°

A tabela 13 mostra os valores médios obtidos apés todas as contagens
microbianas e suas relagdes percentuais. Pode-se observar que os produtores que
apresentaram maior contagem total (2>10>3>1>4>6 e 9>5>7>8), nao
corresponderam as maiores contagens de psicrotréficos e de psicrotroficos
proteoliticos.

Com relagéo a porcentagem CP/CT, o produtor 8 excedeu o valor em
170%, o que pode indicar erro na contagem global, porque esta deve conter as
outras duas contagens. Possivelmente esse seja um dos efeitos da temperatura de

35°C para incubagéo citado anteriormente. O mesmo produtor apresentou o maior
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valor para CPP, podendo ser considerado o de maior potencial para desenvolver

protedlise dentre os produtores analisados.

O produtor 3, pela mesma tabela, apresentou cifra elevada de
psicrotréficos (1,3x10° ufc/ml), correspodendo a 9.25% da contagem total, porém a
relacdo CPP/CP foi de 3.62% . Pela analise da coluna CPP/CP%, pode-se colocar
em ordem decrescente os produtores que poderdo acarretar problemas de
protedlise: nimero 4 com maior valor (54.71%), seguido pelo 6 (20.68%), pelo 8
(19.70%), 10 (10.12%), 7 (9.60%), 3 (3.62%) e pelo 1, 5,2 e 9 com 1.80, 2.94, 0.60 e
0.39%, respectivamente.

Esse bloco de produtores foi analisado durante o periodo de inverno
(junho), quando as condigbes de crescimento do grupo psicrotrofico sdo mais

favorecidas, por ser uma época onde a temperatura ambiente é mais favoravel.

As tabelas 14, 15, 16 e 17 referem-se a novo bloco de produtores que
tiveram o seu leite analisado durante o més de Dezembro. A usina de
beneficiamento possuia apenas 5 produtores catalogados como fornecedores de
leite tipo B, que foram analisados com relagdo & contagem total, psicrotréficos

proteoliticos e Pseudomonas sp.

A contagem total, conforme pode ser observado pela tabela 14,
permaneceu dentro dos limites permitidos para o leite B, com as mesmas ressalvas
feitas anteriomente. Todos os valores foram inferiores a 5x10° ufc/ml, apenas 0s
produtores 3 e 5 apresentaram cifras menos elevadas (1.8x1 0° e 2x10° ufc/ml).
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Tabela 14. Contagem total de leite cru refrigerado * (ufc/ml) obtido de

produtores cadastrados como tipo B**

repeticdes
produtores 1 2 3 4 5 média
1 1,5x10° 6,8x10° 1,4x10° 5,0x10° 7,4x10° 4 4x10°

46x10° 6,2x10° 2.3x10° 7,2x10° 2,5x10° 4,6x10°
1,9x10° 2,0x10* 7,0x10* 6,0x10* 5,6x10° 1,8x10°
40x10° 7,3x10° 3,4x10° 1,4x10° 1,4x10° 3,5x10°
2,1x10° 9,0x10* 1,4x10° 2,6x10° 2,6x10° 2,0x10°

<N b WN

* valores fornecidos pela Usina
** regido de Botucatu

Tabela 15. Microrganismos psicrotréficos proteoliticos (ufc/mi) em leite cru

obtido de produtores cadastrados como tipo B**

repeticdes
produtores 1 2 3 4 5 média
1 3,1x10* 2,9x10* 1,7x10° 9,0x10* 1,2x10° 4,4x10°

41x10* 2,7x10* 2,0x10° 4,0x10° 1,7x10°|  4,6x10°
9,0x10° 3,8x10* 0.4x10° 1,2x10° 0.6x10? 1,8x10°
2,7x10° 1,5x10° 1,4x10° 3,0x10° 1,5x10°|  3,5x10°
6,8x10° 6,0x10° <10*  1,9x10° 0.1x10°|  2,0x10°

* numero estimado

g A ON

** regiao de Botucatu

Os psicrotroficos proteoliticos (tab.15), apresentaram valores inferiores
a 10° ufc/ml, que é considerado como limite, conforme KOHLMANN et alii (1991c¢),
podendo, a partir dessas cifras, causar problemas posteriores em leite UHT, durante

0 armazenamento.
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Os produtores 1 e 2 apresentaram as maiores contagens desse grupo
e, também apresentaram cifras elevadas de contagem total, conforme pode ser visto
na tabela 10. Os resultados obtidos por GANDOLFI et alii (1992), para contagem
total de leite cru estavam entre 1x10° e 3x10° /ml. Valores esses menores do que 0s
obtidos neste experimento. O leite dessa segunda regido mostrou qualidade
microbiologica inferior & primeira regido analisada, possivelmente pela época
escolhida para analise.

Os valores obtidos para Pseudomonas sp encontram-se relacionados
na tabela 16. A média observada para os 5 produtores foi elevada, aproximando-se
dos valores medios encontrados para a contagem total. Uma amostra desse
material isolado das placas foi identificado, sendo classificado como Pseudomonas
fluorescens. Nesse material havia também outro microrganismo que foi isolado e
classificado como Enferobacteria cloacae, que possivelmente, interferiu nos valores

obtidos em meio especifico para pseudomonas.

Tabela 16. Pseudomonas sp. (ufc/ml) em leite cru obtido de produtores

cadastrados como tipo B.*

repeticdes
produtores 1 2 3 4 5 média
1 1,7x10* 54x10* 2,5x10* 1,8x10* 1,3x10° 2,3x10*

3,0x10° 1,5x10° 2,5x10° 1,0x10* 2,7x10* 1,5x10°
1,6x10° 1,9x10°  1,5x10*  1,1x10* 1,1x10?|  4,3x10*
1,5x10° 1,7x10° 3,6x10° <10*> 6,8x10° 1,5x10°
1,3x10* 42x10° 8,3x10° <10* 3,8x10° 1,2x10*

N A W N

* regiao de Botucatu

Os produtores analisados durante o0 més de dezembro apresentaram
valores maiores para contagem total e para psicrotroficos proteoliticos. A
porcentagem de pseudomonas em relagdo a contagem total foi superior a relagéo
psicrotroficos proteoliticos / contagem total, para todas as amostras utilizadas

70



chegando a alcangar os valores de 33 e 24% para os produtores 2 e 3,
respectivamente, conforme tabela 17.

Tabela 17 . Valores médios (ufc/ml) das contagens microbianas obtidas de

leite cru de produtores tipo B, e suas relagoes percentuais.

produtores cont. psicrot pseud.* PPICT% PICT%

total* prot.*
1 440 12 23 2.7 52
2 460 15 150 3.3 33.0
3 180 9.6 43 53 240
4 350 0.9 15 0.3 4.3
5 200 1.8 12 0.9 6.0

* multiplicados por 10°

3. Monitoragdo da protedlise em leite UHT desnatado comercial apos os

tratamentos.

Conforme foi salientado, anteriormente, essa fase do experimento foi
delineada porque pouco se conhece, em nossas condigdes, sobre o tempo de
prateleira do leite UHT, Embora, também, exista o problema causado pela
geleificagdo que pode ocorrer pelo envelhecimento, poucas informagbes foram
obtidas, relacionadas com o armazenamento de leite UHT no Brasil.

Definidas as condi¢des anteriores, procurou-se, através de uma série
de experimentos com 7 ftratamentos, caracterizar a evolugdo proteolitica em
amostras de leite UHT comercial, de mesma marca, caracteristica e partida, durante
a estocagem por 210 dias a temperatura ambiente.

Os dados das tabelas 18, 19 e 20 estéo relacionados com a Ultima fase
do experimento, quando se utilizou 7 tratamentos sobre leite UHT desnatado (
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controle, adicéo de plasmina, plasmina+citrato, pseudomonas, pseudomonas+citrato,
plasminatpseudomonas e plasminatpseudomonas+citrato). Para efeito de
discussao dos resultados serdo utilizadas apenas as figuras correspondentes a
essas tabelas, ou seja, as figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14.

Tabela 18. Evolugao de protedlise nos tratamentos de leite UHT desnatado
pelo método da ninidrina acida (A470).

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

TO ]0.202 0.228 0.254 0.319 0.147 0.316 0.477 0.375 0.520 0.486 0.575 0.572 0.747
T1 0.273 0.291 0.335 0.459 0.317 0.583 0.886 0.554 0.703 0.669 0.905 1.280 0.958
T2 ]0.301 0.204 0.327 0.350 0.300 0.440 0.840 0.507 0.557 0.594 0.594 0.615 0.874
T3 [0.393 0.283 0.602 0.553 0.563 0.572 1.751 1.116 1.078 1.263 1.499 1.777 1.831
T4 ]0.303 0.352 0.517 0.515 0.521 0.545 1.557 1.106 1.102 1.393 1.332 1.560 1.495
T5 |0.300 0.381 0.529 0.438 0.367 0.354 0.811 0.834 0.510 1.069 1.167 0.599 0.575

T6é |0.276 0.358 0.539 0.594 0.296 0.542 1.146 0.775 0.898 0.922 1.069 1.124 1.104

Média 1 0.295 0.276 0.366 0.461 0.359 0.480 1.068 0.752 0.764 0.914 1.020 1.075 1.075

A acidez nao apresentou grandes variagdes (Tab.20), porém pode-se
observar um aumento nos valores. Durante o decorrer do experimento apenas duas
amostras apresentaram acidez elevada (>36°D), sendo imediatamente descartadas.
KOCAK & ZADOW (1985) e KOHLMANN et alii (1991a) ndo encontraram relagéo
entre pH e inicio de gelificacdo. Nesse caso os autores observaram uma decréscimo
nos valores de pH, que foram semelhantes aos resultados aqui observados para
acidez.
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Tabela 19. Evolugdo de protedlise nos tratamentos de leite UHT desnatado
pelo método da ninidrina normal (A570)

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

T0 ]0.903 0.802 0.890 1.251 0.707 .0918 0.751 1.090 3.838 1.308 1.816 1.981 2.656
T1 1.733 1106 1.756 2.039 3.592 2.402 5.292 >55 >55 >55 >55 >55 >55
T2 1.792 1.238 1.258 1.365 3.532 2.084 >5.5 2696 >55 3.504 4.372 2.018 4.652
T3 1486 1.012 1.566 2.021 2.296 2.986 >55 2378 >55 3522 3.885 3.636 3.854
T4 |1.422 1.745 1.245 1.768 2.140 2.896 2.794 2.546 >5.5 2.523 3.567 3.756 3.390
T5 1.654 1345 1.344 1909 2280 1.758 1.360 2.204 >55 3.135 2910 2.070 1.478

T6 1.146 1.322 1.362 1.570 2.512 2.502 2.424 1.858 >5.5 2364 2967 2282 2654

Média | 1,449 1.228 1.346 1.703 2.532 2.220 2.524 2.129 - 2.726 3.258 2623 3.114

Tabela 20. Evolugao da acidez ( ° D) dos tratamentos de leite UHT
desnatado

30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210

T0 | 16 18 20 21 20 20 20 20 21 19 19 20 19
T™M|12 22 17 22 20 20 22 22 23 21 18 20 20
T2 116 20 18 18 18 18 18 21 19 20 18 18 19
3|11 2 18 18 18 18 16 18 20 21 19 18 19
T4 | 16 20 18 20 20 19 18 15 17 18 19 19 20
TS | 177 21 7 20 18 20 14 18 18 18 20 19 19
76 | 16 17 17 20 18 19 18 16 20 19 20 20 20

Medlaf 156 20 18 20 19 19 18 18 20 19 19 19 19

A adi¢do de plasmina (T1), conforme pode ser observado pela figura 9,
originou uma curva semelhante a que ocorreu no leite normal (controle). Aos 120
dias havia um depésito visivel que foi se acentuando até que houve uma gelificagéo

total aos 150 dias de armazenamento. Os resultados foram semelhantes aos obtidos

73



por KOHLMANN et alii (1991a), que observaram modificagbes aos 56 dias de
armazenamento, com aparecimento de duas camadas distintas (gel no fundo e
liquido na superficie) com 100 dias. Esses pesquisadores também utilizaram leites
tratados com injecdo indireta de vapor, por ser a forma que produz leite UHT mais

suceptivel a gelificagao.

No T1, apds os 150 dias, também se observou uma clarificagdo, que
normalmente ocorre por agéo de plasmina. A fase liquida superior tonou-se limpida e
ligeiramente amarelada. A adicdo de citrato de s6dio manteve o comportamento da
curva mais proximo da normal (T0), ndo havendo gelificagdo durante todo o
experimento, apenas um ligeiro deposito foi notado a partir de 135 dias. A adigdo de
citrato protegeu o leite frente a agdo de plasmina. Uma possivel explicacdo pode
estar relacionada com modificagées ocorrendo com o pH do leite. De acordo com
WALSTRA & JENNESS (1987), a queda do pH determina primeiro a dissolugdo do
fosfato de calcio coloidal e uma diminuigdo na volumosidade da micela, chegando a

promover, também, alguma dissolugao dessas micelas.

A evolugédo da acidez, apresentada pela tabela 20, pode confirmar esse
mecanismo de protecdo do citrato de sddio a agédo da plasmina. Podemos observar
que os valores obtidos para acidez no tratamento com plasmina foram superiores
aqueles obtidos para o tratamento com plasmina+citrato de sédio (T1 e T2,
respectivamente), ou seja, possivelmente, o citrato manteve o controle da gelificagéo

ao proporcionar essa protegao frente a acidez .

Esse resultado difere do encontrado por KOCAK & ZADOW (1985),
que obtiveram com adicao de 0.3% de citrato um aumento na viscosidade a partir de
90 dias. Eles obtiveram uma curva para leite+citrato inferior a do controle até 100
dias, pela analise de protedlise. Essa curva se tornou ascendente a partir de 90 dias,
superando o controle em 110 dias. A adicéo de citrato acelerou a gelificacdo que

ocorre em leite UHT, durante o seu envelhecimento.
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Figura 9. Evolugdo de protedlise em leite UHT desnatado. Comparacio
dos tratamentos 0, 1 e 2. (A470nm)

O citrato deveria ter sido adicionado ao leite normal durante o
experimento, para possibilitar uma melhor comparagdo de sua efetividade como
protetor. O mecanismo de ag&o do citrato € que ele reduz a concentragdo de Ca
idbnico do soro, fazendo com que o fosfato de calcio coloidal das micelas se
solubilize para manter o equilibrio de célcio. Desta forma ha uma desintegracéo
parcial da micela. MCMAHON et alii (1991), conseguiram prevenir geleificagio pela

adicéo de 0.1% citrato trisddico.

Vale ressaltar que o método especifico, da ninidrina acida, realmente
detectou alteragbes ocorrendo na fragdo x-caseina pela agdo de plasmina e,

também, alteracdes no controle durante o armazenamento (fig.9).

A figura 10, compara o efeito da adigdo de enzima de pseudomonas e
o efeito de citrato como protetor. O que se observou foi que o método da ninidrina
acida realmente mostrou um aumento nos valores de absorbancia a partir de 120
dias, indicando aumento do glicomacropeptideo. Nao houve mudangas visuais em
T3 (com enzima) e em T4 (enzima+citrato), apenas um ligeiro depdsito foi se
formando a partir de 105 dias. Apesar de valores elevados de absorbancia
(superiores a 1), ndo houve geleificagio do leite durante 0 armazenamento. A adi¢éo
de citrato ndo modificou o comportamento da curva obtida com o tratamento 3.
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Figura 10. Evolugdo de protedlise em leite UHT desnatado. Comparagéo
dos tratamentos 0, 3 e 4. ( A470nm)

Quando se adicionou enzimas de pseudomonas, uma atividade
proteolitica mais intensa ocorreu, entdo o método se revelou com maior
sensibilidade, o que pode ser observado quando se compara as figuras 9 e 10. A
acdo dessa enzima sobre a k-caseina &€ bem estabelecida (SHAH, 1994). A figura
10 mostra, com evidencia, que a monitoragdo da protedlise pelo método da ninidrina

acida, foi promissora, revelando as modificagdes da fragéo k-caseina.

Enzimas de Pseudomonas fluorescens sdo metaloproteases, requerem
Ca' e zZn" para sua atividade e estabilidade. Possivelmente a concentracdo de
citrato adicionada néo foi suficiente para interferir no mecanismo que envolve o
calcio ibnico, ou o tempo de armazenamento nao foi suficiente para que ocorresse
coagulagéo. N&o houve a relagdo com modificagdes de acidez, conforme pode ser
observado pela tabela 20. O tratamento com adigdo de citrato de sédio (T4)
apresentou, até, valores superiores de acidez quando comparado com o tratamento

3 (adigéo de extrato de pseudomonas).

De qualquer forma sé&o indicios de que os problemas do leite UHT, ao
envelhecer, ndo s&o decorrentes de enzimas microbianas, simplesmente, embora o

método evidencie uma evolugdo proteolitica sobre a x-caseina de forma mais
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acentuada do que a anterior (plasmina), com grandes diferencas sobre o leite
controle.

A figura 11, mostra as curvas elaboradas a partir dos tratamentos 5
(pseud.+plasmina) e 6 (pseud+plas+citrato). Pode-se observar que o T5 teve dois
picos nos valores de absorbancia, aos 120 e 165 dias de armazenamento, enquanto
0 comportamento da curva para a amostra com citrato se manteve semelhante ao da
fig.10. KOHLMANN et alii (1991) encontraram uma enzima extracelular de P,
fluorescens com atividade semelhante a plasmina em substrato S-2251, que pode
contribuir para o efeito da plasmina no leite. A aparéncia das amostras dos
tratamentos 5 e 6 foi igual & do controle, sem nenhuma modificagdo visual nem

presenca de sedimentos durante todo o decorrer do experimento.

1.5
—o— controle
—o— pseutplas
1.04 --=-- ps+phcit
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o
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] 50 100 150 200 250

dias

Figura 11. Evolugdo de protedlise em leite UHT desnatado. Comparagao
dos tratamentos 0, 5 e 6. (As7onm)

As figuras 12, 13 e 14 relacionam os valores de absorbancia obtidos
com leituras em comprimento de onda de 570nm, pelo método da ninidrina. O
objetivo ao utilizar esse comprimento de onda, foi monitorar as modificagbes que
estariam ocorrendo em todas as fragbes de caseina (o, B e « ), indistintamente,

diferindo do método anterior (ninidrina acida).
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O protocolo utilizado para esse método necessita ser refeito, pois os
valores obtidos foram sempre muito elevados, dificultando as leituras. Pela tabela 19
pode-se observar que, apesar das varias diluigbes efetuadas, ndo foi possivel
analisar as amostras em diferentes periodos, dificultando a analise dos resultados,
principaimente no que se refere ao tratamento com plasmina. A utilizagdo de
ninidrina normal apresentou valores superiores porque enquanto a ninidrina acida
se relaciona, fundamentalmente, com GMP, a comum esta relacionada com a
proteina total.

7.5+ .
* leituras > 5.5
120 dias
1]
0 S04 N 210
c N
«0 N 2
a . 3 3
s N .5
o N N HH
a N N wls
8 25 N g HE
© <NRRN H HH
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N \ 4 MR
3 NNNNN H RE
8 \ A HE
é NN 5. HE
N N ‘o 4
00 ”ﬂﬂ”ﬂﬂﬂ” -l ) E§ \ Melialbule RAEH "B HE
’ 30 controle plasmina plas+citrat.
dias

Figura 12. Comparagdo dos tratamentos 0, 1 e 2 em leite UHT
desnatado. (As7onm)
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Figura 13. Comparagao dos tratamentos 0, 3 e 4 em leite UHT
desnatado. (As70nm)

Conforme pode ser observado pela andlise das figuras 12 e 13, alguns
picos de protedlise foram obtidos. Para o normal, leite controle, isso ocorreu aos 150
dias, para o T1, plasmina, ocorreu a partir de 120 dias, quando néao foi possivel mais
analisa-lo. A adi¢do de citrato, melhorou as condigbes de leitura, com ocorréncia de
picos de absorbéncia aos 120 e 150 dias. No tratamento com enzimas de
pseudomonas os picos também ocorreram aos 120 e 150 dias. A adi¢do de citrato

promoveu o aparecimento de pico de leitura aos 150 dias de armazenagem.

* leituras >5.5

abs.
N
1

ot AR

HNEEN MR
controle pstplas. ps+pl+cit

dias

Figura 14. Comparagao dos tratamentos 0, 5 e 6 em leite UHT
desnatado. (As70nm)
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A figura 14, que também monitora atividade proteolitica pela utilizagio
de ninidrina normal, mostra um comportamento semelhante as duas anteriores. O
pico maximo de leitura, quando se adicionou plasmina e pseudomonas, foi
observado aos 150 dias. A adi¢do de citrato normalizou o comportamento da curva,
mas o pico maximo observado continuou sendo aos 150 dias de armazenagem.

4. Comparagdo de médias pelo teste de Tukey.

Para o teste de comparagdo de meédias foram utilizados os valores
obtidos na ultima fase do experimento, que estao relacionados nas tabelas 18 e 19.
Foram realizados testes de comparagéo entre as médias de todos os tratamentos
para os dois métodos: ninidrina acida e normal.

Houve diferencga significativa, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste de Tukey, apenas entre as médias de TO comparadas com T3 e T4 e, entre as
médias de T2 quando comparadas com T3 e T4, para ninidrina acida. Ndo houve
diferencga significativa entre todas as médias dos tratamentos com a utilizagdo de

ninidrina normal.

Para facilitar o acompanhamento da analise estatistica, a seguir define-
se, novamente, os tratamentos efetuados no leite UHT utilizado:
TO - normal, sem adigbes. T1 - adigido de plasmina. T2 - adicdo de plasmina+citrato
T3 - adigdo de extrato de pseudomonas. T4 - adigdo de pseudomonas+citrato
TS - adigdo de plasmina+pseudomonas e,

T6 - adigdo de plasmina+pseudomonas+citrato
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A comparagdo das médias entre tratamentos foi realizada entre:
TOXT1, TOXT3, TOXTS5, T1XT2, T1XT3, T3XT4, T5XT6, para os dois métodos de

monitorizacdo de protedlise. Os resultados foram os seguintes:

ninid. acida ninid. normal

TOXT1 S S

TOXT3 S S

TOXTS S NS
T1XT2 NS NS
T1XT3 S NS
T3XT4 NS NS
T5XT6 NS . NS

S - significativo NS - néo significativo

Conforme o resumo acima, pode-se observar que houve diferenga
significativa entre as médias, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey,
quando se comparou o controle com os tratamentos: adicdo de plasmina,
pseudomonas e adicdo de plasminat+pseudomonas. A comparagdo entre os
tratamentos com plasmina e com adi¢gdo de pseudomonas também foi significativa,
quando se utilizou ninidrina &cida. Ndo houve diferenga significativa entre as

médias, quando se adicionou o citrato de sédio.

Estes resultados estdo semelhantes aos das figuras 9, 10 e 11, com
excecdo da adigdo de citrato+plasmina e de citrato+plasmina+pseudomonas, que

apresentaram curvas diferentes quando comparados com T1 e T5, respectivamente.

Para ninidrina normal, houve diferenga significativa entre as médias, ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, somente quando se comparou o
leite normal (controle) com os tratamentos com adigdo de plasmina e com extrato de

pseudomonas.

A correlagéo linear entre os dois métodos foi baixa (r=0.48), o que era

esperado, uma vez que estdo avaliando condigbes diferentes. A ninidrina acida,
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somente k-caseina e a ninidrina normal todas as fragdes (grupo amina livres),
conforme ARDO & MEISEL (1991).

Outro aspécto de interesse foi analisar o método ninidrina acida
(A470), correlacionando controle x plasmina e controle x pseudomonas. A
correlagéo linear entre o controle e plasmina foi razoavel (r=0.77), indicando que o
método que avalia GMP correlaciou-se de forma razoavel com a atividade de
plasmina, confirmando o observado na discussdo da figura 9, que houve evolugéo

proteolitica sobre a x-caseina.

Ja a correlacdo entre o controle e o tratamento com extrato de
pseudomonas foi ligeiramente superior (r=0.81), indicando que o método da ninidrina
acida (GMP), correlacionou-se de forma ligeiramente superior com atividade de
enzimas de pseudomonas, 0 que evidencia a agdo sobre a x-caseina conforme ja

discutido na figura 10.

5. Separagdo eletroforética PAGE da caseina inteira

A utilizagdo de separagéo eletroforética (PAGE) foi realizada, a fim de
tentar ilustrar as possiveis alteracdes que estariam ocorrendo nas diferentes fragbes
de caseina. Seria uma tentativa de ilustrar as modificagées, de cada fragdo, apds os
tratamentos, e uma possivel confirmagdo do que foi detectado pelos métodos

utilizados.

Os resultados obtidos pela separagéo eletroforética da caseina total,
estdo relacionados nas figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e 21. Esses resultados serdo
apresentados e discutidos pelos seus respectivos densitogramas. Os valores dentro
das figuras, sob os respectivos picos, exprimem a porcentagem que eles

representam sobre a supeficie total.
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Figura 15. Separagao eletroforética PAGE de caseina total. Densitograma
do leite UHT desnatado controle, obtidos a 30 dias (a), 120 (b) e

a 210 dias (c), mantido a temperatura ambiente.

As analises foram iniciadas ap6s uma semana dos tratamentos. Isso
fez com que, mesmo o tempo zero de amostragem, tivesse a possibilidade de sofrer

alguma alteragao inicial.

Pode-se observar, pela figura 15, que as fragées de caseina do leite
controle sofreram alteragdes durante o periodo de estocagem. A aS;-cn foi mais
degradada do que a -cn e, mesmo se for considerada a possibilidade de, também,
ter havido migragdo de fragmentos de aS; em dire¢do a B-cn. Esses resultados

foram semelhantes aos obtidos por UCEDA et alii (1993), com leite de ovelha.

As alteragbes nas fracbes podem ser explicadas pela presenga
residual de proteinases, da mesma forma que obteve LOPEZ-FANDINO et alii
(1993), quando encontrou, em leite desnatado, aumento tanto de proteinase
microbiana quanto de plasmina. No presente caso, aparentemente ndo houve agéo
de plasmina até 210 dias, visualisada por modificagbes na B-cn. O processamento

direto também favorece o aparecimento de protedlise.

Os valores iniciais de y-cn (4.7) e x-cn (9.3) foram semelhantes aos

obtidos por COLLIN et alii (1991) para as mesmas fragdes : 4.52 e 9.28 % para vy e
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k-cn, respectivamente. A eletroforese subestima o pico k-cn e superestima a p-cn,
devido a incompatibilidade de parte de x-cn glicosilada com a B-cn. O corante de
Coomassie € mal fixado pelas glicoproteinas, mesmo assim, foi possivel detectar um
aumento na fragdo x ( 9.3, 16.0 e 21.5%), sugerindo acdo de enzimas com
preferéncia por essa fragdo, comprovando o que havia sido constatado pelo método
da ninidrina acida.

LU & NIELSON (1993), constataram que os ativadores naturais de
plasminogénio ndo s&o afetados pelo processo UHT. Pelo densitograma acima,
pode-se verificar que, aparentemente, ndo houve agdo de plasmina, pela
porcentagem praticamente constante de residuos y ( 4.7, 6.7 e 6.4), talvez porque o
tempo tenha sido insuficiente para a ativagdo do plasminogénio, que por ventura,

poderia haver nesse leite.

A figura 16, mostra os densitogramas obtidos apés adicéo de plasmina.
Houve uma intensa modificacdo na fragdo B, inicialmente, conforme pode ser
observado em b, com o aparecimento de dois picos y-cn com valores de 13.7 e
20.5% e com reducéo de B-cn de 26.3 para 10.7%. Modificagdo em aS,-cn, pode
ser observada em c ( valores reduzidos de 31.0-30.8 para 24.8%), indicando da
mesma forma que obtida por KOHLMANN et alii (1991), que a plasmina degrada

primeiro p-cn, depois a-cn.

Houve uma redugéo de 64.8% para B-cn e de 20% para a aS;-cn .
FARKYE et alii (1991) obtiveram decréscimo de 40.2% para p-cn e 26.4% para o.S;-
cn, estudando protedlise em queijo mussarela apds 14 dias de armazenamento.

Nao foi possivel verificar alteragées na x-cn através do densitograma
obtido, porém ficou claro que o comportamento semelhante obtido pelas curvas
comparativas do leite com e sem adicdo de plasmina (fig.9), ndo se repetiu apos a
eletroforese, isto €, pela figura 9,analisando as respectivas curvas, podia-se afirmar
que as modificagbes que ocorriam no controle foram muito semelhantes aquelas
ocorridas no leite com plasmina pela. Ja, observando os densitogramas, figs15 e 16,
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pode-se notar que ocorreram difererengas marcantes, nas fragdes, entre os dois

tratamentos.

O objetivo de evidenciar a evolugdo de protedlise sobre a «xk-cn,
constatada pelo método da ninidrina &cida, ficou prejudicado. Isso porque, nessa
regiao do densitograma, parece ter havido uma somatdria dos fragmentos vy
resultantes da B-cn com a fragdo k. No entanto, com o método da ninidrina, embora
bastante prejudicado pelas diluicdes, houve semelhanga constatada pelos

densitogramas, isto €, houve modificagées em todas as fragées.

(151 _

1=13.7
2=205

1=16.1
2=16.4

Figura 16. Separacdo eletroforética PAGE de caseina total. Densitogra-
ma do leite UHT desnatado com plasmina, obtido a 30 (a), 120

(b) e 210 (c) dias, mantido a temperatura ambiente.

A figura 17 mostra o efeito da adigao de citrato de sddio, como protetor.
Pode-se observar que houve menor redugdo da B-cn, quando comparada a figura
anterior. Essa fragao teve ligeira redugdo aos 120 dias ( 29.7 para 22.6) e, aos 210
dias, aparentemente, continuou com a mesma proporgao, embora tenha havido um
aumento consideravel na porcentagem (42.4). Isto pode ter ocorrido porque houve

uma soma com o valor do pico existente entre a e aS-cn.

As regides escuras das figuras, a e b, mostram a existencia de 3 picos

diferentes com valores menores do que o observado para o tratamento com
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plasmina, sem citrato. A aS;-cn permaneceu praticamente igual & figura anterior,

apenas uma pequena redugao pode ser observada aos 210 dias (20.9%).

Nao houve gelificagdo com esse tratamento, embora tenha havido
protedlise, o que estd de acordo com KOHLMANN et alii (1991), que afirmam ser
necessario que haja alguma protedlise parcial da caseina, antes que esta,
fisicamente modificada, se associe para formar um gel.

B sy

AL
2977 323

Figura 17. Separagdo eletroforética PAGE de caseina total. Densitograma
do leite UHT desnatado com plasmina e citrato de sodio, obtido
a 30 (a), 120 (b) e 210 (c) dias, mantido & temperatura ambiente.

O citrato aparentemente estabilizou a estrutura da micela de caseina.
Houve manutenc¢do do pico da B-cn quando se compara as figuras 16 e 17. De
acordo com KOCAK & ZADOW (1985), proximo a geleificagdo, a agregacido da
caseina desestabilizada pode ser aumentada envolvendo a participacdo de ions

citrato, que aumenta as ligagdes calcio-fosfato coloidal.

Modificagdes na fragdo x-cn ndo foram identificadas porque, nessa
regiao no densitograma, sempre ocorreu somatéria de fragmentos, impossibilitando
a obtencao de concluses claras. Talvez, fosse necessario, obter somente a fragéo «
para monitora-la frente a ag&o da plasmina. E possivel que o pico 1 da figura 17,

letras b e c, represente a k-cn, se considerarmos que os picos mais proximos da B-
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cn representem os fragmentos y. Nesse caso houve alteragdo na fragdo «,

provocada pela plasmina.

A figura 18, mostra o densitograma obtido apds a adigdo do extrato de
Pseudomonas fluorescens. Enquanto a B-cn, praticamente, se manteve (38.2, 31.7 e
42.2%), a aSy-cn teve uma redugéo de 32.9% ao final dos 210 dias. A regido da x-cn
também sofreu modificagdo, com um aumento de sua area superficial de 6.0 para
20.1%. Os resultados s&o concordantes com KOHLMANN et alii (1991), que utilizou

outra cepa de Pseudomonas fluorescens, a M3/6.

Esses resultados estdo de acordo com o observado pelo método da
ninidrina acida (A4 nm), confirmando a sensibilidade do método na deteccdo de

modificacbes da k-caseina.

A eletroforese PAGE, mostrou que a atividade proteolitica, ao nivel das
fragbes de caseina, foi semelhante entre o controle (fig15) e o tratamento com
pseudomonas (fig18), conforme pode ser observado pela parte ¢ dos respectivos
densitogramas. O controle teve uma redugdo mais acentuada de aSi-cn do que o
referido tratamento, podendo sugerir que houve agao residual de enzima microbiana

no leite normal (T0).

Praticamente ndo houve alteragcbes no densitograma, quando se
adicionou citrato de soédio, indicando pouco efeito deste como protetor. A producgéo
de proteinases microbianas € reprimida por formas facilmente metabolizadas de
carbono, como os citratos, segundo FAIRBAIRN & LAW (1986). Nesse caso nada
ocorreu, porque adicionou-se um extrato livre de células vidveis do microrganismo

que ja havia produzido a enzima.
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Figura 18. Separagdo eletroforética PAGE de caseina total. Densitograma
do leite UHT desnatado com extrato de Pseudomonas fluorescens,
obtido a 30 (a), 120 (b) e 210 (c) dias, mantido a temperatura

ambiente.

Figura 19. Separagao eletroforética PAGE de caseina total. Densitograma
do leite UHT desnatado com extrato de Pseudomonas fluores -
cens + citrato de sodio, obtido a 30 (a), 120 (b) e a 210 (c) dias,

mantido a temperatura ambiente.

A adicdo de plasmina + pseudomonas (fig.20), fez com que se
obtivesse densitogramas semelhantes ao tratamento com adi¢do de pseudomonas.
A plasmina nao teve efeito sobre a B-cn, e, possivelmente, o efeito observado na
aSq-cn foi decorrente da agdo de pseudomonas. O efeito observado nao foi uma

somatodria da acdo das duas enzimas, possivelmente a concentragdo de plasmina
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néo foi suficiente para promover alteragées. O citrato de sédio teve pouco efeito
quando adicionado a mistura de plasmina + pseudomonas (fig.21), mantendo o

densitograma com as mesmas caracteristicas do tratamento anterior.

oLs,

Figura 20. Separacgao eletroforética PAGE de caseina total. Densitograma
do leite UHT desnatado com plasmina + extrato de Pseudomonas
fluorescens, obtido a 30 (a), 120 (b) e 210 (c) dias, mantido a

temperatura ambiente

Ols

342 7.5

Figura 21. Separagdo eletroforética de caseina total. Densitograma do
leite UHT desnatado com plasmina + extrato de Pseudomonas
fluorescens + citrato de sodio, obtido a 30 (a), 120 (b) e a 210

(c) dias, mantido a temperatura ambiente.
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A ilustragéo obtida pela realizagdo da eletroforese contribuiu para o
reconhecimento de modificagdes nas fragbes de caseina. Através dessa técnica,
embora n&o tenha sido bem individualizada as modificagbes da «-cn, foi possivel
visualizar alteragdes importantes que j& haviam sido detectadas pelos métodos da

ninidrina acida e da ninidrina comum.
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CONCLUSOES
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Os varios experimentos configurados no presente trabalho permitiram

as seguintes conclusdes:

1. Os niveis iniciais de protedlise do leite UHT comercializado foram
elevados, significando que, ja havia ocorrido alguma modificagdo nas proteinas do
leite, decorrentes do tratamento térmico do processo UHT ou de agao enzimatica

somada ao tratamento térmico, com possivel liberagdo de fragmentos iniciais.

2. Pode-se verificar um aumento na atividade proteolitica durante o
armazenamento do leite UHT comercial a temperatura ambiente, tanto a 210, 220 e
570 nm., provavelmente, em fungcdo de uma intensificagéo da protedlise decorrente

da sobrevivencia térmica de enzimas presentes..

3. Embora a didlise seja um método alternativo de fracionamento para
avaliagdo da atividade proteolitica em queijos, néo foi confirmada para leite UHT. As
razdes estariam ligadas as diferengas da protedlise nesses dois sistemas. Em
queijos a protedlise & progressiva, 0 que contribui para intensificar a quantidade de
pequenas moléculas, cada vez mais faceis de serem dialisadas. No leite UHT isso
nao ocorreu , a0 Menos, Nao com a mesma intensidade dentro dos prazos

estudados, agravado pela possibilidade de ocorréncia de polimerizagao.

4. As médias dos resultados obtidos mostraram que as fragbes de
caseina, monitoradas pelo método ninidrina+’pellet’, apresentaram um
comportamento ascendente durante o armazenamento do leite UHT comercial, com

uma ligeira interferéncia causada por residuos de TCA.

5. O método da ninidrina acida proposto para monitorar alteracées na
c-caseina mostrou-se eficiente, sendo confirmadas alteragbes precoces nessa
fragdo, evidenciadas pelas médias dos resultados obtidos durante o armazenamento

do leite UHT comercial

6. As andlises de qualidade microbiol6gica do leite cru refrigerado,

apresentaram valores menores para as contagens efetuadas durante o periodo de
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junho. J4, os leites analisados durante o periodo de dezembro apresentaram cifras
mais elevadas. Embora os resultados tenham sido satisfatérios, ndo puderam ser
aplicados diretamente ao leite para processamento UHT, porque eram destinados a
processamento de tipo B.

7. A evolucéo proteolitica caracterizada nas amostras de leite UHT,
ap6s os tratamentos, mostrou que a adicéo de citrato de sodio 0,025% protegeu o
leite de se geleificar pela agdo de plasmina. Confirmou a eficacia do método da
ninidrina acida em detectar alteragdes na k-caseina, evidenciada nos tratamentos

com plasmina e com extrato de pseudomonas.

8. A analise estatistica dos resultados obtidos ap6s os tratamentos,
empregando o0 método da ninidrina &cida, confirmou que houve diferenca
significativa entre as médias, pelo teste de Tukey (0.05 %) , quando se comparou o
leite controle com os tratamentos com adigdo de plasmina, com extrato de
pseudomonas e com adigdo de plasmina+pseudomonas. A analise mostrou uma
correlacdo linear razoavel (r=0.77) entre o controle e plasmina e uma correlagao
ligeiramente superior (0.81) entre o controle e o tratamento com extrato de
pseudomonas. Essas indicagdes confirmaram que houve evolugao proteolitica sobre

a x-caseina.

9. A eletroforese da caseina inteira (PAGE) ilustrou modificagbes
significativas nas fragdes de caseina do leite controle e uma intensa modificagéo na
fracdo p-caseina antes da as-caseina quando se adicionou plasmina no leite UHT.
Com a adigdo de citrato de s6dio houve uma menor redugéo da f-caseina e, embora

n&o tenha havido geleificac&o, houve protedlise evidenciada pelos densitogramas.

10. As modificacdes observadas nas fragbes da caseina, quando se
adicionou extrato de pseudomonas, confirmou a sensibilidade do metodo da
ninidrina acida ng detecgéo de alteragbes da k-caseina . A ilustracdo obtida pela
realizagdo da eletroforese contribuiu para o reconhecimento de modificagbes nas
fragbes de caseina. Através dessa técnica, embora ndo tenha sido bem

individualizada as modificagdes da x-cn, foi possivel visualizar alteragbes
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importantes que ja haviam sido detectadas pelos métodos da ninidrina acida e da

ninidrina comum.
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