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RESUMO

A mastite é definida como uma inflamacao do ubere e caracteriza-se pelo
aumento de numero de células somaticas no leite. O processo inflamatério
provoca alteracbes da composicdo do leite e da atividade enzimatica, o que da

origem a produtos lacteos de qualidade inferior.

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da contagem de células somaticas
(CCS) do leite sobre a sua composigao, o efeito do tratamento (CCS e tempo de
coagulagao do leite) sobre a composicado do soro e do queijo, assim como, o
rendimento e a maturagao do queijo. Inicialmente, selecionaram-se dois grupos de
animais para obtencdo de leite com concentragcdo de células somaticas baixa (<
200.000 cél/mL) e alta (> 600.000 cél/mL). Os leites foram submetidos a trés
tratamentos para obtencédo de queijo Prato: (1) obtido a partir de leite com CCS
baixa e coagulagcdao em 35 minutos; (2) obtido a partir de leite com CCS alta e
coagulagdo em 35 minutos; (3) obtido a partir de leite com CCS alta e tempo de
coagulagao ajustado. Avaliaram-se as composigdes dos leites, soros e queijos e
calculou—se o rendimento e a recuperagao dos constituintes do leite para o queijo.
Os queijos foram avaliados apos 5, 12, 19, 26, 33 e 40 dias de maturagao quanto
ao pH, umidade, fracdes protéicas, perfis de textura e eletroforético. Calculou-se
os indices de extensao e profundidade de maturagdo. O experimento completo foi
repetido trés vezes e o delineamento experimental utilizado foi em blocos
completamente aleatorizados com um unico fator: a CCS ou o tratamento (CCS e

tempo de coagulagéo).

O leite com CCS alta apresentou concentracdo menor de proteina
verdadeira e maior de nitrogénio nado protéico. Os queijos obtidos com leite de
CCS alta apresentaram maior protedlise do que o queijo de CCS baixa. A

recuperacao de proteinas foi maior para o queijo de CCS baixa e a recuperagéo

XiX



de lactose foi maior para os queijos de CCS alta. Nao se observou diferencga
significativa no rendimento de fabricagao para estes niveis de células somaticas.
Entretanto, os tratamentos afetaram o pH, a umidade e os indices de extensao e
profundidade de maturagéo dos queijos. O queijo de CCS alta apresentou maior
pH, umidade e protedlise mais intensa, seguido do queijo de CCS alta e tempo de
coagulagao ajustado e queijo de CCS baixa. Os tratamentos afetaram os perfis de
textura: o queijo de CCS alta sem ajuste do tempo de coagulagdo apresentou
menor firmeza que os demais, o queijo de CCS baixa apresentou maior
elasticidade que o queijo de CCS alta sem ajuste do tempo de coagulagdo. O
queijo de CCS baixa apresentou maior coesividade que os demais. Todos o0s
queijos com CCS alta apresentaram protedlise mais intensa das fragdes asi- € B-

caseinas ao longo do tempo.

Em concluséo, os queijos com CCS alta, independentemente do tempo de
coagulagao, apresentaram maior pH e umidade, protedlise mais intensa, e
alteracao do perfil de textura, o que pode comprometer a qualidade sensorial tipica

do produto.
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SUMMARY

Mastitis is defined as an inflammation of the udder and is characterized by
an increased of somatic cell count in the milk. The inflammatory process causes
alterations in the milk composition and its enzymatic activity, resulting in milk

products of inferior quality.

The objective of this work was to evaluate the effect of somatic cell count
(SCC) in milk on its composition, and the effect of the treatment (SCC and clotting
time) on the serum and Prato cheese composition, as well as on the cheese yield
and ripening. Initially, two groups of animals were selected to obtain milk with low
(< 200.000 cell/ml) and with high (> 600.000 cell/ml) SCC. The milk was submitted
to three treatments to obtain Prato cheese: (1) from milk with low SCC and clotting
time of 35 minutes; (2) from milk with high SCC and clotting time of 35 minutes;
and (3) from milk with high SCC and adjusted clotting time. Milk, serum and
cheese compositions were evaluated. Cheese yield and recovery of constituents of
milk to cheese were calculated. The cheeses were evaluated after 5, 12, 19, 26,
33, and 40 days of ripening according to pH, moisture, nitrogen fraction, texture
and eletrophoretic profiles. The ratios of width (SNpH4.6/TN*100) and depth (SN-
12%TCA/TN*100) of ripening were calculated. The complete experiment was
repeated three times and a randomized block design was used with a single factor:

either SCC or treatments (SCC and clotting time).

The milk with high SCC showed a smaller concentration of true protein, and
a higher concentration of non-protein nitrogen. The cheeses obtained from the milk
with high SCC presented higher proteolysis than the cheeses with low SCC. The
protein recovery was higher for the cheese with low SCC and the lactose recovery
was higher for the cheeses with high SCC. For these SCC levels, no significant

difference in cheese yield was observed. However, the treatments affected pH,
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moisture and the ratios of width and depth of ripening of the cheeses. The cheese
with high SCC presented higher pH, moisture and more intense proteolysis,
followed by the cheese with high SCC and adjusted coagulation time and the
cheese with low SCC. The treatments affected the texture profiles: the cheese
with high SCC without adjusted clotting time was less firm than the others; the
cheese with low SCC had more elasticity than the cheese with high SCC without
adjusted clotting time. The cheese with low SCC had the most cohesiveness. All
the cheeses with high SCC presented more intense proteolysis of the as- € B-

caseins fractions during ripening.

In conclusion, the cheeses with high SCC, regardless of the coagulation
time, had higher pH and moisture, more intense proteolysis and an alteration of the
texture profile, all of which can compromise the typical sensorial quality of the

product.
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1. INTRODUGAO

Segundo a norma ISO 9001: 2001 define-se qualidade como sendo a
aptiddo de um produto ou de um servigo em satisfazer as exigéncias implicitas e
explicitas do cliente (ASSOCIATION FRANCAISE DE NORMALISATION, 2000).

Atualmente, as industrias agro-alimentares devem adaptar-se a grande
concorréncia devida a quantidade e variedade de produtos disponiveis no
mercado. A qualidade dos produtos comercializados tornou-se a principal
preocupacao das cadeias agro-alimentares, e as empresas devem ser capazes de
disponibilizarem produtos de qualidade para se manterem no mercado. Assim, as
industrias sdo submetidas a numerosas limitagdes que tém como objetivo a
satisfacao do cliente. De fato, o consumidor, cujas necessidades sao cada vez
mais exigentes, tem o principal papel no mercado. Garantir um produto de alta
qualidade tornou-se fundamental para assegurar sua venda e permitir que a
industria permaneg¢a no mercado. A “Qualidade” é sinbnimo de competitividade
para o conjunto dos atores de uma cadeia constituida pelos produtores,
transformadores, transportadores e distribuidores. Portanto, tem sido importante
determinar quais s&o as necessidades e as exigéncias ao longo da cadeia para,
em seguida, definir a composicdo padrdao desejada da matéria-prima. Isto tem
permitido atingir a qualidade tecnologica das matérias-primas para garantir a

seguranga, a qualidade sensorial e dietética do produto final.

Na maioria dos paises, as industrias leiteiras conseguiram melhorar a
qualidade dos seus produtos desenvolvendo programas de qualidade. Assim,
foram implementadas regras de produgado, transporte e armazenamento para
fornecer uma matéria-prima de acordo com as exigéncias dos laticinios. O
sucesso dos programas dependeu dos avangos tecnoldgicos, mas também da
sensibilizagdo dos produtores em relagdo a necessidade da qualidade. Por isso,
implementou-se programas de pagamento diferenciado, onde o preco do litro de

leite é calculado em fungdo da sua composicao e qualidade. Os principais critérios



utilizados para a estimativa da qualidade e pagamento do leite sdo a qualidade
microbiologica, o teor de proteina e de gordura e a contagem de células somaticas
(CCS).

Os progressos constatados foram também o resultado dos trabalhos de
pesquisa através de inovacgao cientifica e de desenvolvimento tecnoldgico. Assim,
a implementacédo de novas técnicas de producido permitiu um melhor controle da
qualidade microbiolégica do leite e da sua composicdo, o que resultou na
obtencao de produtos derivados saudaveis e padronizados. Entretanto, nenhuma
tecnologia € capaz de eliminar ou inibir as atividades enzimaticas originais, as
quais sao influenciadas pela CCS (BARBANO, 2004). Assim, a contagem de
células somaticas pode ser considerada como o importantissimo critério de
qualidade do leite cru, pois o estado sanitario do ubere da vaca leiteira € um fator
significativo de variagdo da composicdo do leite e das suas atividades

enzimaticas.

Na Australia, Unido Européia, Nova Zelandia, Suica e Noruega o limite
maximo de células somaticas admitidas no leite € de 400.000 cél/mL, enquanto o
Canada adota 500.000 cél/mL e os Estados Unidos fixaram em 750.000 cél/mL.
Em todos esses paises, desenvolvem-se pesquisas e programas constantes para
reduzir o limite maximo de CCS, uma vez que a sua elevagdo diminui
significativamente a qualidade do leite, além de estar associada ao aparecimento

de defeitos nos produtos processados com essa matéria-prima.

O Brasil também emprega esforgos para melhorar a qualidade do leite. Este
esforgo iniciou-se com o Programa Nacional de Melhoria de Qualidade do Leite e
culminou com a Instrugcdo Normativa n° 51 de 18 de setembro de 2002 (BRASIL,
2002). Através desta instrucdo, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento reformulou os itens utilizados para a avaliacdo da qualidade do
leite, incluindo, pela primeira vez no Brasil, a CCS como um critério para a

aceitacao do leite. Esta norma estabelece que o limite maximo legal fixado sera de



1.000.000 cél/mL a partir de primeiro de julho de 2005 nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste, e a partir de primeiro de julho 2007 nas regides do Norte e
Nordeste. De julho de 2008 até julho de 2011, a meta € diminuir a CCS para
750.000 cél/mL, que é similar ao nivel encontrado no Estados Unidos. A partir de
julho de 2011, o Programa Nacional de Melhoria de Qualidade do Leite quer
prosseguir os esforcos através de melhorias significativas dos controles da saude
animal e deseja chegar a um padrdo de CCS igual a Unido Européia, ou seja:
400.000 cél/mL (LERAYER et al., 2002).

Varios trabalhos tém discutido o efeito da qualidade do leite sobre as
caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sensorias dos produtos lacteos
em geral, e dos queijos em especial. Entretanto, no Brasil, poucos sdo os
trabalhos desenvolvidos com o objetivo de correlacionar a qualidade do leite a
qualidade do produto lacteo processado. Neste contexto, o objetivo geral deste
trabalho é avaliar o impacto da CCS do leite sobre qualidade do queijo Prato. Esse
queijo foi escolhido por ser tipicamente brasileiro e amplamente consumido no

Pais.



2. OBJETIVOS

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

Avaliar o efeito da CCS do leite sobre sua composigao.

Avaliar o efeito da CCS do leite e da condicado de processamento

sobre:

a) a composicao do queijo Prato;

b) a recuperagao dos constituintes do leite para o queijo;
c) o rendimento de fabricagéo;

d) o desenvolvimento da protedlise e da textura do queijo durante a

maturagao.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A Mastite

Segundo a Fédération Internationale de Laiterie define-se a mastite como
uma inflamagdo da glédndula mamaria (FIL-IDF, 1987). O estado inflamatorio
envolve um ou varios quartos do ubere, qualquer que seja a sua origem
(traumatica, quimica, fisica ou biolégica); sua gravidade (clinica ou subclinica); sua
evolugao (crénica, aguda ou subaguda); ou seu resultado final (cura aparente ou

real, ou morte do animal).

A mastite é considerada a principal patologia infecciosa nos rebanhos de
bovinos leiteiros no mundo e se caracteriza pelo aumento do numero de células
somaticas no leite (ANDREWS et al.,, 1983). Ela é responsavel pelos maiores
prejuizos econdmicos do setor leiteiro. Para o produtor, trés tipos de perdas
econdmicas podem ser consideradas: perda em curto prazo, representadas pelo
descarte de leite, custos de medicamentos e servigos veterinarios e custo de mao
de obra extra; perdas em médio prazo, representadas pelas diminuigdo do preco
do leite devido ao aumento da taxa celular ou da concentracdo de residuos em
antibiéticos; e perdas em longo prazo, representadas pela diminuigdo da produgao
leiteira, perda do animal e perda do potencial genético. Para o laticinio, as
consequéncias econbmicas da mastite dependem da qualidade da matéria prima
recebida. A alteragdo da composi¢cao do leite afeta negativamente os processos
tecnolégicos, alterando a qualidade dos produtos obtidos e o rendimento industrial
(SANTOS, 2003). Em resumo, a mastite é prejudicial ao setor leiteiro, pois ela

representa menor lucro tanto para o produtor quanto ao laticinio.

Distinguem-se dois tipos de mastite em fungdo da forma de apresentacao
da inflamacgao (FIL-IDF, 1987). A primeira é a mastite “clinica”, caracterizada por

uma inflamagao severa. Seu nome se deve aos sintomas clinicos diretamente



perceptiveis (aumento de temperatura, inchago e dor), que sao seguidos, em
casos extremos de febre, que se denomina de mastite aguda. Além disso,
observa-se significativas alteragdes na secrecéo lactea. O leite pode apresentar
alguns grumos e anomalias de cor e odor que podem ser observados nos
primeiros jatos no inicio da ordenha. O segundo tipo de mastite denomina-se
subclinica, por seus sintomas serem quase imperceptiveis. Caracteriza-se pela
inflamacdo moderada do quarto. Apesar de alteragdo da secrecao lactea, a
observacao visual do leite e a palpagdo do quarto ndo permitem detectar a

inflamacao e a mastite fica quase imperceptivel ao criador.

A inflamagdo pode ser devida a um traumatismo ou a uma alteragao
fisiologica, mas é geralmente consequéncia da reacdo de defesa da glandula
mamaria contra as agressdes por patégenos (BRAMLEY e DODD, 1984). Os
microorganismos penetram via ascendente pelo canal do teto, o que explica que
somente um quarto pode estar infetado, visto que os tetos sdo independentes no
ubere. Os fungos, micoplasmas, algas, ou parasitas multicelulares podem ser
associados a esta doenga, porém a maioria das infec¢des da glandula mamaria é
causada por bactérias (BRAMLEY e DODD, 1984; HARMON, 1994). Até hoje,
mais de duzentos agentes etiolégicos responsaveis de mastites foram
identificados. No entanto, constata-se freqientemente a predominancia de cinco
espécies através de isolamento microbioldgico. Distingue-se, de um lado, trés
microorganismos do ambiente que se distribuem nos locais onde a vaca
permanece e sao responsaveis pelas infeccdes mais severas: Escherichia coli,
Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae. Por outro lado, dois
microorganismos contagiosos que se localizam no reservatorio mamario e sao
responsaveis por infeccdo de gravidade moderada: Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae (BRAMLEY e DODD, 1984; HARDNING, 1999;
HARMON, 1994).



3.2 As células somaticas

A mastite é caracterizada pelo aumento do numero de células somaticas
(ANDREWS et al., 1983) e considera-se sob esse termo geral, o conjunto das
células presentes no leite. As células somaticas do leite sdo compostas
basicamente de dois tipos celulares principais: as secretoras, originarias da
descamagao do epitélio mamario e os leucdcitos, que sido provenientes da

circulagdo sanguinea.

As células epiteliais resultam da descamacgdo normal e da remogao do
epitélio secretor da glandula mamaria. Elas representam 80% do total das células
somaticas do leite num animal sadio. Numa vaca que nao apresenta o quadro de
mastite, a contagem total de células somaticas € relativamente baixa, sendo
inferior a 200.000 cél/mL (KITCHEN, 1981). A quantidade de células somaticas
liberadas aumenta com a mastite devido a danificacdo do epitélio provocada pelos
patdgenos. No entanto, a proporcao de células epiteliais diminui na contagem total

em beneficio do outro tipo de células somaticas: os glébulos brancos.

Na verdade, a inflamacgao provoca, sobretudo, a mobilizacdo dos meios de
defesa humoral (anticorpos) e celulares (leucocitos). Assim, o aumento da CCS
observado durante a mastite é principalmente causado pelo afluxo dos leucécitos
do sangue para o leite, cuja proporcdo aumenta segundo a severidade da
infeccdo. Os leucdcitos presentes sao macréfagos, neutrofilos polimorfonucleares
e linfocitos (KITCHEN, 1981). Os macréfagos e os neutrofilos polimorfonucleares
sao fagocitos que podem liberar enzimas proteoliticas e lipoliticas, as quais podem
alterar a composi¢cao do leite. O neutrdfilos polimorfonuclear € o tipo celular
predominante no leite com CCS alta (HARMON, 1994) e no leite ao final da
lactagao (KELLY et al., 1998).

Os fatores susceptiveis de modificar o nivel de CCS do leite sdo de

natureza patoldgica ou fisioldgica. Os principais fatores conhecidos sdo: a raga,



genética, idade do animal, estagio de lactagao, estacdo do ano, horménios da
glandula mamaria, tamanho do rebanho e o nivel de producédo de leite. Mas a
infeccdo da glandula mamaria é o fator determinante e responsavel pelo aumento
da CCS no leite (FONSECA e SANTOS, 2000). A determinagéo da CCS pode ser
feita de maneira direta ou indireta. Dentre as técnicas indiretas, destaca-se o teste
da catalase, os testes colorimétricos (reacao de Feulgen) e os métodos baseados
na reacdo de gelificacdo induzida pela adicdo de um detergente ou de uma
solucdo alcalina: teste de Whiteside, CMT (Californian Mastitis Test), WMT
(Wisconcin Mastitis Test) e MCT (Michigan Mastitis Test). Os métodos diretos de
determinacao de CCS envolvem o uso de microscépio ou de aparelho eletrdnico
automatizado tais como Coulter Counter e o Fossomatic. Para o primeiro, as
particulas do leite passam através de uma sonda entre dois eletrodos e provocam
uma modificacdo da resisténcia elétrica proporcionalmente a seu didmetro. O
Coulter é previamente calibrado com o diametro da célula somatica para efetuar a
contagem. No caso do Fossomatic, necessita-se a coloracdo do DNA das células
somaticas com um corante fluorescente (brometo dietidio). Assim, a fluorescéncia
vermelha emitida permite a contagem das células somaticas pelo aparelho. Dentre
os métodos descritos, o ultimo é o mais usado, pois consiste hum método rapido,
facil de operar e barato (SANTOS, 2001).

3.3 Efeito da mastite sobre produgao e composigao do leite

A coesao do tecido alveolar devido as juncdes apertadas entre as células
epiteliais impede qualquer transito de moléculas por difusdo simples. Todos os
elementos passam do compartimento sanguineo do animal ao leite atravessando
o citoplasma das células epiteliais, o qual possui uma fungéo regulatéria. Desta
forma, a integridade da barreira epitelial e o metabolismo direcionado das células
epiteliais vao permitir o controle da qualidade nutricional, quimica e sanitaria do
leite. A alteracdo do estado sanitario da glandula mamaria &, portanto, um fator
significativo de variagdo da qualidade bioquimica do leite (AULDIST e HUBBLE,

1998; MUNRO et al., 1984). Estas variagdes sao consequéncias das alteracdes do



funcionamento das células epiteliais mamarias, devidas a alteracdo da
permeabilidade das membranas e redugao da sintese dos componentes do leite e
do aumento da concentragao celular responsavel pela modificagcdo das atividades

enzimaticas no leite.

De ponto de vista quantitativo, diversos autores mostraram a existéncia de
uma correlagdo negativa entre a CCS e a producao leiteira. Rajala-Schutz et al.
(1999) acompanharam a produgéo leiteira de vacas atingidas por mastite e vacas
sadias durante um periodo de 305 dias de lactagao e observaram uma diminuigédo
na produgao leiteira, que variou de —-1,8% a —7,4%. Perda de 5% na produgao
leiteira foi também observada por Klei et al. (1998) e Deluyker et al. (1993) em
rebanhos com mastite. O decréscimo da producéo leiteira foi também observado
para rebanho de bufala atingida de mastite (CERON-MUNOZ et al., 2002). Essa
diminuicdo € devida, principalmente, a alteragdo do epitélio secretor pelos
patdogenos ou pela agao de suas toxinas. Esta ndo é a unica causa, pois a sintese
do leite pode ser diretamente inibida pelos horménios da reacdo inflamatéria
(SHUSTER et al.,, 1991), e, consequentemente, os danos sofridos afetam a

capacidade de sintese e de secregao da glandula mamaria.

Além do efeito quantitativo, pode ser adicionado um efeito qualitativo
prejudicial para as industrias leiteiras. O leite com CCS alta sofre mudanga na
composi¢cao, com alteracdo na concentragdo de todos os seus constituintes
(AULDIST e HUBBLE, 1998; KITCHEN, 1981; MITCHELL et al., 1986a; MUNRO
et al., 1984). Essas modificacbes s&o o resultado das alteragbes da sintese e da
perda de permeabilidade do epitélio, que perde seu papel de sistema de controle e

regulacao.

3.3.1 Efeito sobre o teor de sélidos totais.

De uma maneira geral, a mastite pode influenciar o teor de sélidos totais. O

leite com CCS alta sofre diminuicdo do teor de sodlidos totais (LEAVITT et al.,



1982, ROGERS et al., 1989b). No entanto, Marques et al. (2003) relataram que o
teor de solidos totais de leite com CCS alta nao foi alterado, e Fernandes (2003)
constatou um aumento dos sdlidos totais com a elevagao da CCS. Machado et al.
(2000) estudaram a composic¢ao de leite de rebanhos brasileiros, armazenados em
tanques, localizados principalmente no Estado de Sdo Paulo e no sul de Minas
Gerais, distribuidos segundo sua CCS. O trabalho foi realizado a partir do banco
de dados do Laboratério de Fisiologia da Lactacdo da ESALQ-USP, e os
resultados mostraram que a concentragdo de sélidos totais, apesar de néo
significativas, apresentou uma tendéncia a redugdo com aumento da CCS. Além
disso, os autores observaram que o leite dos tanques com maior CCS apresentou
maior variabilidade nas concentragbes dos constituintes do leite. As diferentes
alteracbes sofridas por cada componente permite explicar que o teor de sdlidos
totais pode aumentar, diminuir ou ficar constante. Assim, € mais adequado estudar
o efeito da CSS sobre a concentragdo dos principais constituintes do leite:

proteina, gordura, lactose e minerais.

3.3.2 Efeito sobre o teor de proteina

O leite de vaca sadia contém em média 3,5% de proteinas divididas em
caseinas e proteinas do soro nas proporgdes 80/20 (FOX e McSWEENEY, 1998).
As caseinas sao essenciais a etapa de coagulacao para a fabricagdo dos queijos.
Distinguem-se principalmente quatros tipos de caseinas que séo as fragbes os1-,
as2-, B- € k-caseinas (NG-KWAI-HANG e KROEKER, 1984; SWAISGOOD, 1993)
nas seguintes proporgodes: 37%, 10%, 35% e 15% (FOX et al., 2000). As proteinas
séricas compreendem o-lactalbumina, B-lactoglobulina, soro-albumina bovina,
imunoglobulinas e lactoferrina (NG-KWAI-HANG e KROEKER, 1984).

Os resultados referentes a concentracido de proteina total do leite com CCS
elevada mostraram que as conclusdes dos autores sao discordantes. Leavitt et al.
(1982) demonstraram uma redug¢ao na concentragdo de proteinas totais do leite
com CCS elevada. Outros autores (AULDIST et al., 1996¢; BARBANO et al., 1991;

10



KLEI et al., 1998; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b; SHUSTER et al., 1991)
observaram um aumento da concentragdo protéica, e alguns resultados nao
mostraram nenhuma diferenca na concentragao de proteinas totais entre leite com
CCS baixa e alta (ROGERS et al., 1989a; VERDI et al., 1987). No entanto, é
possivel explicar esse conjunto de resultados aparentemente contraditérios. A
mastite provoca uma diminuicdo da sintese celular, e consequentemente uma
menor sintese protéica. Por outro lado, a perda de permeabilidade do epitélio
permite uma maior passagem direta de proteinas do sangue para o leite. Os
elevados niveis de proteinas totais do leite devem-se, particularmente, ao
aumento de proteinas ndo caseéicas, enquanto que as caseinas diminuem
levemente (POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b). Assim, em fungcéo da severidade
da infeccdo e da mastite, a quantidade de proteinas provenientes da circulagao
sanguinea pode ser superior ou compensar, ou ndo, as perdas provocadas pelo
decréscimo de sintese. Portanto, € mais apropriada a analise das fragoes

protéicas.

O aumento em células somaticas € associado a diminuicdo da quantidade
total de caseinas no leite (LEAVITT et al., 1982; ROGERS e MITCHELL, 1994).
Esse fenbmeno pode ser explicado pela diminuicdo da sintese e, sobretudo, pelo
aumento da protedlise no leite com CCS alta. Varios autores (AULDIST et al.,
1996¢; BARBANO et al., 1991; ROGERS, 1987; ROGERS et al., 1989a; VERDI et
al., 1987) observaram que o aumento da CCS foi acompanhado pela diminuigao
da relacdo caseinas/proteina total. Esta diminui¢cdo foi considerada significativa
quando a CCS foi superior a 200.000 cél/mL (COULON et al., 1998).

Barry e Donnelly (1981) e Rogers et al. (1989a) associaram a presenga de
mastite a reducao das fragdes asy € B-caseina, assim como a diminuicdo menos
pronunciada de as¢-caseina e ao aumento das fragdes de y e k-caseinas. Saeman
et al. (1988) observaram uma diminuigdo de 20% das o- e B-caseinas para 0s
leites com CCS alta. VERDI et al. (1987) confirmaram que a - e a a-caseinas séo

degradadas facilmente e afirmou que a k-caseina € mais resistente a hidrolise.
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Segundo Barry e Donnelly (1981) e Rogers et al. (1989a), o aumento aparente da
fracdo k-caseina no perfil eletroforético da amostra de leite com CCS alta deveu-
se principalmente ao enriquecimento da fracdo de peptideos de mesmo peso
molecular, produzidos a partir da hidrélise de caseinas. O aumento das y-caseinas
resulta da hidrolise, pois elas representam os produtos da clivagem proteolitica da
B-caseina (ANDREWS e ALICHANIDIS, 1983).

A distribuicdo caséica entre as fragcdes soluvel e micelar é afetada pela
CCS. Ali et al. (1980) observaram que com o aumento da CCS houve um aumento
de 37% da fragdo soluvel, a qual era constituida basicamente de B-caseinas,
enquanto as fragdes o e k-caseina praticamente ndo variaram. Isto pode favorecer
a protedlise, uma vez que as caseinas soluveis sdo mais susceptiveis as

degradagdes enzimaticas.

Varios autores (COONEY et al., 2000; ROGERS, 1987; ROGER et al.,
1989a) observaram que com o aumento da CCS houve elevagcdo da relagdo
nitrogénio nao-protéico/nitrogénio total, causada pela protedlise e formacédo de

pequenos peptideos.

Além das alteragcbes observadas sobre as fracbes caséicas, as
concentragbes em proteinas séricas do leite foram igualmente influenciadas pela
mastite, uma vez que foram observadas ainda numerosas variacbes em suas
concentragbes. No que diz respeito as variagbes das concentragbes de a-
lactalbumina e de B-lactoglobulina, frente as variagbes da CCS, os dados da
literatura sdo também conflitantes. Segundo Verdi et al. (1987) as concentragdes
de a-lactalbumina e de B-lactoglobulina ndo foram influenciadas pelo nivel de
CCS. Por outro lado, Caffin et al. (1985) e Rogers et al. (1989a) observaram
diminuicdo das concentragcdes de a-lactalbumina e B-lactoglobulina quando houve
aumento da CCS. Segundo Rogers (1987), somente leite com CCS relativamente
elevada apresentou diminui¢ao significativa nas concentragbes de a-lactalbumina

e B-lactoglobulina.
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As proporgdes em lactoferrina, soro-albumina bovina e imunoglobulina, as
quais representaram 1% das proteinas totais do leite, passaram a representar 4%
das proteinas totais do leite apds a infecgdo. Quando a infecgdo e a mastite foram
eliminadas e o leite passou a ter um nivel baixo de CCS, ocorreu o retorno as
taxas iniciais de lactoferrina, soro-albumina bovina e imunoglobulina (SAEMAN et
al., 1988). O aumento da concentracado de soro-albumina bovina em leite de CCS
alta também foi observado por Ali et al. (1980); Kitchen et al. (1980); Politis et al.
(1989a); Poutrel et al. (1983); Rogers et al. (1989a) e Shuster et al. (1991),
entretanto, esse aumento nao foi constatado em leites com nivel médio de CCS
(VERDI et al., 1987).

Como concluséao geral, observa-se que o aumento da CCS é acompanhado
da diminuicdo das proteinas sintetizadas ao nivel da glandula mamaria, como as
caseinas, a a-lactalbumina e a B-lactoglobulina, e do aumento das proteinas
provenientes da circulagdo sanguinea, como lactoferrina, soro-albumina bovina e

imunoglobulinas.

3.3.3 Efeito sobre o teor de gordura

O leite de vaca sadia contém em média 3,5% de gordura (FOX e
McSWEENEY, 1998). A influéncia da CCS sobre o teor de gordura do leite ndo
tem sido pesquisado como tem a sua influéncia sobre o teor de proteinas.
Entretanto, da mesma forma que para as proteinas, existem relatos na literatura
de aumento e de redugao da quantidade de gordura do leite proveniente de vacas

com mastite.

Vaérios autores (COONEY et al., 2000; MACHADO et al., 2000; SHUSTER
et al., 1991) observaram que a quantidade de gordura do leite aumentou em vacas
com mastite. Entretanto, Auldist et al., 1996c; Leavitt et al. (1982); Politis e Ng-
Kwai-Hang (1988b) observaram uma diminuicdo da quantidade de gordura no leite

com CCS alta. Segundo os autores, a menor concentragdo de gordura deveu-se,
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provavelmente, a diminuicdo da sua sintese, pois o epitélio foi danificado durante
a mastite. Entretanto, o aumento no teor de gordura ndo € totalmente
compreendido. Ma et al. (2000) consideraram que o aumento observado pode ser

causado pela diminui¢do da producao leiteira devido a mastite.

3.3.4 Efeito sobre o teor da lactose

A lactose € o composto sdlido mais abundante do leite, com um teor médio
de 4,8% (FOX e McCSWEENEY, 1998). E o principal carboidrato do leite e tem um
papel importante, pois serve como substrato para a obtengcdo dos produtos
fermentados. No leite, ela participa, juntamente com os ions soluveis (Na*, K" e

CI'), da manutengéo da pressédo osmatica do fluido (FOX et al., 2000).

A concentragao de lactose diminui no leite com CCS alta (ALl et al., 1980;
ROGERS, 1987; ROGERS et al., 1989b; SHUSTER et al., 1991). Céron-Mufioz et
al. (2002) observaram também um decréscimo do teor de lactose em leite de
bufala. Isso se deve, possivelmente, a passagem da lactose do leite para o
sangue, o que pode ser comprovado por sua elevada concentragdo no sangue e
na urina das vacas com mastite (SHUSTER et al., 1991). Além disso, pode-se
considerar a alteracdo da sintese de carboidratos pelo epitélio danificado da
glandula mamaria. Outra explicagdo possivel, € que a diminuicdo do teor em
lactose pode ser correlacionada com o aumento de NaCl no leite com CCS alta. A
elevacdo da concentracédo de sais durante a mastite desencadeia, provavelmente,
a elevacdo da pressao osmotica do leite. Assim, esse aumento pode ser

compensado pela redugéo da concentragao de lactose (FOX et al., 2000).
3.3.5 Efeito sobre o teor de minerais
O leite de uma vaca sadia apresenta em média uma concentracéo de 0,7%

de minerais (FOX e McSWEENEY, 1998). Essa concentragdo, mesmo inferior a

1%, pode ser significativamente afetada pela mastite. As concentragdes de sédio e
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cloro aumentaram no leite infectado, no entanto as de calcio e potassio diminuiram
(KITCHEN, 1981; ROGERS et al., 1989b). Segundo Kitchen et al. (1980), a
concentracdo de sodio duplicou quando a CCS foi superior a 500.000 cél/mL,
entretanto a concentragdo de manganés diminuiu no leite com CCS alta
(KITCHEN, 1981). A redugéao do calcio no leite com CCS alta pode ser explicada
pelo fato de que a maior parte do calcio € ligada as micelas de caseinas, cuja
concentracdo diminui durante a mastite (NEVILLE e WATTERS, 1983). As
alteracbes das concentracbes em minerais devem-se, principalmente, a ruptura do
epitélio, que nesta condicdo ndo regula as trocas entre a luz alveolar e a

circulagao sanguinea, permitindo o livre transito dos componentes.

3.4. Efeito da mastite sobre a atividade enzimatica

Todos os alimentos contém numerosas enzimas, que podem ser
enddgenas ou exdgenas ao alimento e podem desempenhar um papel benéfico ou
nao ao produto, que € dependente da ocorréncia de transformagdes desejaveis ou
indesejaveis. O leite contém varias enzimas naturais que exercem suas atividades
sobre os constituintes da secrecgao lactea. Cerca de 60 enzimas enddgenas foram
descritas no leite normal de vaca (FOX e McSWEENEY, 1998). Todas sao
provenientes da circulagdo sanguinea ou sao liberadas pelas células somaticas.
Isto sugere que a mastite pode alterar a atividade enzimatica através do aumento

da CCS e/ou a deterioragao da permeabilidade do epitélio da glandula mamaria.

Segundo Barbano (2004), nenhuma tecnologia atual permite eliminar ou
inibir as atividades enzimaticas originais do leite, as quais dependem da qualidade
do leite cru e principalmente da contagem de células somaticas. As atividades
proteolitica e lipolitica encontradas no leite sdo as mais relevantes para a industria
lactea e foram as mais estudadas, pois sdo responsaveis pelas alteracdes da
matéria-prima e pelos consequentes defeitos de qualidade dos produtos

processados.
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3.4.1 Atividade proteolitica

A protedlise é a hidrolise das proteinas, que gera a formagéo de peptideos
de tamanho menor. Essa degradagao enzimatica ocorre naturalmente no leite e é
resultante da atividade proteolitica da plasmina e das enzimas liberadas pelas
células somaticas ou pelos microorganismos. No entanto, a plasmina possui maior
importancia no que diz respeito a protedlise natural no leite (FOX e McCSWEENEY,
1998).

O aumento da intensidade da atividade proteolitica no leite foi associado a
mastite e a elevagcdo da CCS (DE RHAM e ANDREWS, 1982; MURPHY et al.,
1989; SAEMAN et al.,, 1988; SENYK et al., 1985; VERDI et al., 1987). Esta
correlagao positiva foi igualmente observada para o leite armazenado com ou sem
pasteurizagdo preliminar, demonstrando que as enzimas envolvidas apresentam
certa estabilidade aos tratamentos térmicos (SENIK et al., 1985). Além disso, a
atividade proteolitica do leite com CCS alta €& parcialmente responsavel pela
alteracao da fragcéo caséica do leite (SAEMAN et al., 1988).

A plasmina faz parte de um sistema enzimatico complexo constituido pela
plasmina (forma ativa da enzima), o plasminogénio (zimogénio ou forma inativa da
plasmina), o inibidor de plasmina, o ativador de plasminogénio e o inibidor de
ativador de plasminogénio (BASTIAN e BROWN, 1996). Plasmina, plasminogénio
e seu ativador sdo associados as micelas de caseinas do leite e sdo naturalmente
incorporados ao queijo durante o processo de fabricagdo, enquanto os dois
inibidores do sistema enzimatico estdo na fase sérica do leite e sao perdidos no
soro (FOX et al., 2000).

A plasmina é uma enzima proteolitica alcalina que participa amplamente da
hidrélise das caseinas (BASTIAN e BROWN, 1996; FOX e McSWEENEY, 1998).
Mais especificamente, a plasmina hidrolisa a asi-caseina e produz fragmentos de

A-caseina (AIMUTIS e EIGEL, 1982), no entanto, também degrada p-caseina (ALI
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et al., 1980; DONNELLY e BARRY, 1983). A quantidade de plasmina e de
plasminogénio aumenta no leite com CCS elevada (POLITIS et al., 1989a). Além
disso, a atividade da plasmina também & aumentada (ANDREWS, 1983a, b;
POLITIS et al., 1989b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b), e segundo Ballou et
al. (1995) essa atividade foi significativamente maior no leite com CCS alta.
Observando-se que o elevado nivel de CCS ¢é associado a elevacao da atividade
proteolitica e ao aumento da concentracdo em plasmina, considera-se que esta
enzima € a principal responsavel pela elevagado da atividade proteolitica no leite
com CCS alta.

Alguns trabalhos relataram que a protedlise ndo acontecia somente em leite
com CCS elevada. Urech et al. (1999) relatou que os quartos com mastite
subclinica produzem leite com mais plasminogénio e com maior atividade de
plasmina. Além disso, O’ Brien et al. (2001) observaram que essa elevacao de
atividade é significativa acima de 300.000 cél/mL e, Le Roux et al. (1995)
demonstrou uma significativa degradacdo das proteinas a partir de 250.000

cel/mL.

O aumento da quantidade de plasmina e de plasminogénio no leite com
CCS alta deve-se a maior transferéncia destes constituintes do sangue para o
leite, devido a degradacdo do epitélio (SHUSTER et al., 1991). A elevagao da
atividade de plasmina no leite é provocada pelas células somaticas que contém
um ativador de plasminogénio, que o converte em plasmina na glandula mamaria.
Verdi e Barbano (1991a) demonstraram que os leucécitos eram capazes de
sintetizar o ativador do plasminogénio somente quando eram estimulados pela
presenca dos patdégenos. A atividade do ativador do plasminogénio aumenta
durante a inflamacao, o que estimula a conversao do plasminogénio em plasmina
(ZACHOS et al., 1992). Aléem disso, o pH do leite com CCS alta aumenta
levemente (GRANDISSON e FORD, 1986; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b;
ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994; ROGERS et al., 1989b), o que

sugere um aumento da atividade de plasmina. O periodo final da lactagdo é
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também caracterizado pela grande quantidade de células somaticas, pelo
aumento da ativagdo do plasminogénio e da concentracdo de plasmina. A maior
parte da protedlise causada pela plasmina acontece na glandula mamaria, antes
da ordenha do leite, pois a temperatura interna do ubere é 6tima para a atuacao
desta protease (BARRY e DONNELLY 1981).

Além da plasmina, outras enzimas originadas das células somaticas e dos
leucocitos contribuem para a atividade proteolitica no leite. Considine et al. (2002)
estudaram a Catepsina-G que é uma das principais proteases liberadas pelos
polimorfonucleares. Os autores demonstraram a capacidade da enzima de
hidrolisar as os1- € B-caseinas com produgéo de peptideos similares aos liberados
pela plasmina, concluindo que a catepsina-G pode contribuir de maneira
significativa para a proteolise que ocorre no leite com CCS alta. Alguns autores
(SAEMAN et al., 1988; VERDI e BARBANO, 1988) observaram no leite com CCS
alta a presenca de produtos de hidrélise de caseinas, diferentes daqueles
produzidos pela plasmina, apds sua inativacdo. Segundo Verdi e Barbano (1991b)
as proteases envolvidas nesta hidrolise foram fornecidas pelos macréfagos, que
apresentaram maior atividade no leite do que no sangue. No entanto, segundo
Grieve e Kitchen (1985), as proteases dos leucdcitos nao participaram de maneira

significativa do aumento da atividade proteolitica.

A atividade proteolitica do leite com CCS alta € muito estavel. Apds a
pasteurizacdo constatou-se uma atividade proteolitica residual que sugeriu que a
plasmina e o plasminogénio foram resistentes ao tratamento térmico
(ALICHANIDIS et al., 1986). Também, observou-se que uma parte da atividade
das proteases fornecida pelos leucécitos resistiu a pasteurizacdo (VERDI e
BARBANO, 1988). Além disso, foi percebido que apds o tratamento da infecgéo e
retorno a um nivel baixo de CCS, uma parte da atividade proteolitica ainda
permaneceu (MURPHY et al., 1989). Saeman et al. (1988) sugeriram que a
plasmina seria o principal responsavel desta protedlise residual relativamente

elevada.
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Em conclusao, a atividade proteolitica € maior no leite com CCS alta e ela é
particularmente estavel. Na verdade, a pasteurizagcao do leite com CCS alta nao
elimina totalmente a sua atividade proteolitica. Também, esta atividade
permanece quando o leite retorna a um nivel baixo de CCS apéds o tratamento da

infeccao.

3.4.2 Atividade lipolitica

A lipdlise é definida como a hidrdlise dos lipidios. No leite, essa degradagao
enzimatica ocorre naturalmente e envolve a hidrdlise dos triacilglicerideos em
acilglicerideos parciais (di- e monoacilglicerideos acidos) e acidos graxos livres. A
lipdlise € um problema para a industria leiteira, pois confere sabor e odor de ranco
ao leite e aos produtos derivados (DEETH, 2002). A lipdlise é resultante da
atividade da lipase lipoprotéica e das lipases liberadas pelas células somaticas.
Segundo Fox e McSweeney (1998) a lipase lipoprotéica é a lipase de maior

importancia no que diz respeito a lipdlise e a geracéo de acidos graxos livres .

Murphy et al., (1989) observaram o aumento da concentragdo de acidos
graxos livres no leite com CCS alta. Este aumento tem sido atribuido a maior
susceptibilidade a lipdlise do que ao aumento da atividade lipolitica do leite.
Acredita-se que os leucécitos, que invadem a glandula mamaria em resposta a
infeccao, produzem enzimas lipoliticas que danificam a membrana dos glébulos de
gordura e expdem os triacilglicerideos para futuras degradagdes pelas lipases
naturais do leite (AULDIST e HUBBLE, 1998). De acordo com Deeth (2002), a
mastite é responsavel pelo aumento de acidos graxos livres no leite. Ele afirma
que a glandula mamaria infectada sintetiza a gordura de maneira incompleta e
apresenta uma maior concentragao inicial de acido graxos livres no leite. Além
disso, admite-se que o leite mastitico apresenta maior tendéncia a lipdlise,
entretanto, considera-se que o efeito sobre o nivel de acidos graxos livres é
relativamente baixo quando comparado a lipdlise espontanea ou a provocada

pelas enzimas bacterianas.
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3.5 Efeito da mastite sobre os derivados lacteos

A qualidade do leite processado e dos produtos lacteos depende da
composicdo e da qualidade da matéria-prima. O aumento da CCS altera a
composi¢cao e as caracteristicas enzimaticas do leite. Portanto, pode afetar
significativamente a qualidade e o rendimento dos produtos lacteos processados.
Desta forma, estudos tém sido desenvolvidos visando correlacionar a CCS do leite
com o rendimento e as caracteristicas fisico-quimicas e sensorias do leite e dos

produtos lacteos, especialmente os queijos.

3.5.1 Efeito sobre o queijo

No que diz respeito a fabricacdo de queijos, tanto para os obtidos por
coagulagdo enzimatica (AULDIST et al., 1996c; BARBANO et al, 1991;
GRANDISSON e FORD, 1986; LEAVITT et al., 1982; MATIOLI et al., 2000;
MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988a, b, c¢; ROGERS,
1987; ROGERS e MITCHELL, 1994), como para os obtidos por coagulagdo acida
(KLEI et al., 1998), a CCS alta tem sido associada ao menor rendimento, a
alteragdo da multiplicacdo microbiana e a qualidade sensorial inferior dos
produtos. Segundo Lucey (1996), leite com CCS alta, produzido por animais em
final de lactagcdo ou atingidos por mastite, deve ser identificado e descartado para

nao ser fornecido as industrias leiteiras.

As alteracbes de pH do leite com CCS alta podem comprometer a
qualidade dos queijos. O pH € um parametro importante, tanto para a coagulagéo
como para a dessoragem do coagulo, e influencia significativamente a sinérese e
a textura do produto final. Varios trabalhos mostraram que o leite com CCS alta
apresentou pH mais alto (GRANDISSON e FORD, 1986; MATIOLI et al., 2000;
ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994), assim como diminuigdo da acidez
titulavel (GRANDISSON e FORD, 1986; MATIOLI et al., 2000 ). Essas alteragbes

podem inibir a acdo da renina e desencadear defeitos de textura no produto
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(MUNRO et al., 1984). Além disso, a inibicdo da acdo da renina pode ser
responsavel pelo tempo mais longo de coagulagdo, que tem sido observado em
leites com CCS alta (ALl et al., 1980; AULDIST et al., 1996¢c; MATIOLI et al., 2000;
OKIGBO et al., 1985; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988c; ROGERS, 1987). O
coagulo obtido apdés a coagulagdo do leite com CCS alta é notadamente mais
fraco, menos firme e mais umido (ALl et al., 1980; GRANDISSON e FORD, 1986;
KLEI et al., 1998; MATIOLI et al., 2000; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988c), o
que afeta significativamente as caracteristicas dos queijos obtidos. Estudos
recentes (SRINIVASAN E LUCEY, 2002) demonstraram que a plasmina, enzima
que aumenta significativamente no leite com CCS alta (POLITIS et al., 1989a)
degrada rapidamente a as1- € B-caseinas desfavorecendo as interagdes proteinas-
proteinas e enfraquecendo a matriz protéica, conforme demonstrado através de

micrografias de géis inoculados com plasmina.

Os diversos autores que compararam a composi¢cdo e o rendimento de
queijos obtidos a partir de leite com CCS alta e baixa, demonstraram que “os
ganhos de matéria medidos no soro” foram resultados das “perdas sofridas pelo
queijo” durante a fabricacdo. Quando a fabricagdo de queijo foi feita a partir de
leite com CCS alta, observou-se no soro um aumento da quantidade de proteinas
totais (BARBANO et al.,, 1991; COONEY et al., 2000; GRANDISSON e FORD,
1986; KLEI et al., 1998; MATIOLI et al., 2000; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988a;
ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994), mais especificamente um
aumento em caseinas e finos (ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994), um
aumento do conteudo de gordura (ALl et al, 1980; BARBANO et al., 1991;
MATIOLI et al., 2000; ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994) e um
aumento da concentracao de lactose (GRANDISSON e FORD, 1986).

Paralelamente, a utilizagdo de leite com CCS alta para a elaboragdo de
queijo foi associada a diminuicdo do teor de sdlidos totais e proteina do queijo
(COONEY et al.,, 2000; GRANDISSON e FORD, 1986; POLITIS e NG-KWAI-
HANG, 1988a). Também observou-se a diminui¢do do teor de gordura (BARBANO
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et al., 1991; MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988a;
ROGERS, 1987) e o aumento do conteudo de umidade (AULDIST et al., 1996c;
BARBANO et al., 1991; GRANDISSON e FORD, 1986; MATIOLI et al., 2000;
MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988a; ROGERS, 1987;
ROGERS e MITCHELL, 1994).

Segundo Lucey e Kelly (1994), os conteudos de proteina e gordura sao os
dois componentes mais importantes em termos de rendimento queijeiro e, desta
forma, as alteragdes descritas anteriormente repercutem sobre o rendimento do
produto final. Segundo Roupas (2001), a mastite faz parte dos principais fatores
que afetam o rendimento queijeiro. Varios autores correlacionaram a diminuigao
do rendimento queijeiro ao aumento de CCS (ALl et al., 1980; AULDIST et al.,
1996¢c; BARBANO et al., 1991; KLEI et al., 1998; LEAVITT et al., 1982; MATIOLI
et al., 2000; MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b;
ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994). Somente Grandisson e Ford
(1986) ndo observaram diferencas de rendimento entre os queijos fabricados a
partir de leite com CCS baixa e alta. Segundo os autores que observaram menor
rendimento queijeiro a partir de leite com CCS alta, isto se deve, principalmente, a
menor quantidade de caseina recuperada durante o processo de fabricagcdo. A
relagdo caseinas soluveis/caseinas micelares aumenta no leite com CCS alta
devido, sobretudo, a passagem da p-caseina da fragdo micelar para a fragéo
soluvel. Esse transito refere-se também as fragbes k- e a-caseinas, porém, em
menor proporgdo. A caseina soluvel € mais susceptivel a protedlise e, portanto,
uma menor quantidade de caseina sera incorporada ao reticulo durante a

formagao do coagulo (ALl et al., 1980), prejudicando o rendimento do produto.

Kalit et al. (2002) avaliaram o papel da plasmina durante a maturagcédo do
queijo Podravec. Apos adigdo de urokinase (ativador de plasminogénio) ao leite de
CCS alta e baixa, os autores observaram um aumento dos indices de extensao e
profundidade de maturacdo para o queijo obtido a partir do leite com CCS acima

de 500.000 cél/mL. Ao mesmo tempo, foi também observado um aumento da
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liberagdo de y-caseinas devido, provavelmente, a degradagédo da p-caseina pela

plasmina.

Durante a maturacédo dos queijos, a analise do perfil eletroforético permite
avaliar a evolugdo da protedlise. Cooney et al. (2000) observaram, ao longo de
140 dias de maturagao do queijo Sui¢o, que a degradagao da as¢-caseina foi mais
rapida nos queijos fabricados a partir de leite com CCS alta, o que resultou numa
producdo mais rapida de asi-I-caseina. Segundo os autores, a hidrélise foi
acelerada pelo aumento da atividade da catepsina-D. A maior hidrdlise da fracao
as1-caseina observada por Cooney et al. (2000) no queijo obtido a partir de leite
com CCS alta pode ser responsavel pelos defeitos de textura relatados por alguns
autores quando da fabricagao de queijos a partir de leite com CCS alta (AULDIST
et al., 1996¢c; GRANDISSON e FORD, 1986; MITCHELL et al., 1986b; ROGERS,
1987; ROGERS e MITCHELL, 1994). De um modo geral, os defeitos de textura
observados por estes autores através da avaliagdo sensorial dos queijos revelou
qgue os queijos obtidos a partir de leite com CCS alta apresentaram-se mais moles,
mais umidos, menos elasticos. Todos os autores revelaram uma tendéncia de

diminuicdo das notas de textura e de sabor dos produtos.

Auldist et al. (1996c) observaram que 0s queijos apresentavam sabor
oxidado ou lipolitico, defeito que foi relacionado a concentragao de acidos graxos

livres no leite.

Froeder Arcuri et al. (1990) avaliaram o efeito de diferentes niveis de
células somaticas sobre a qualidade do queijo Prato. Apos 22 dias de maturacgao,
os queijos fabricados a partir de leite acima de 500.000 cél/mL apresentaram teor
de umidade significativamente maior e depreciacdo da pontuagao sensorial para o

sabor.
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3.5.2 Efeito sobre os outros produtos lacteos

Rogers e Mitchell (1989) estudaram o efeito da CCS sobre o leite
pasteurizado, mas ndo conseguiram demonstrar um efeito significativo da CCS
sobre a sua aceitabilidade sensorial. No entanto, Ma et al. (2000) relataram que o
leite com CCS alta pasteurizado apresentou defeitos sensoriais (significativos)
entre 0 142 e 0 212 dia de armazenamento, sendo que o leite de baixa contagem
nao apresentou mudancas da sua qualidade sensorial. Os defeitos encontrados
foram sabor amargo e rancidez, que resultaram da atividade proteolitica e lipolitica
mais intensa no leite com CCS alta. Segundo Santos et al. (2003a, b), a elevada
CCS do leite resultou em diminuicdo da vida de prateleira do leite pasteurizado e
afetou negativamente sua qualidade sensorial. Harwalkar et al. (1993)
correlacionou a hidrolise da p-caseina pela plasmina e a liberagdo de y-caseinas

responsaveis pelo sabor adstringente do leite pasteurizado.

O efeito da CCS sobre a qualidade do leite UHT foi avaliado por Auldist et
al. (1996b) que observaram que o leite com CCS alta apresentou um menor tempo
de gelificagéo, portanto uma diminuicdo da vida-de-prateleira quando comparado

ao leite com CCS baixa.

Outros pesquisadores estudaram o efeito da CCS alta do leite na fabricag&o
de iogurte. Rogers e Mitchell (1994) relataram que o aumento da CCS prejudicou
as caracteristicas sensoriais dos iogurtes desnatados. Munro et al. (1984)
relataram que o iogurte obtido a partir de leite com CCS alta apresentou alteracao
de cor, caracterizada como levemente amarelo, mas outras caracteristicas
sensoriais ndo foram afetadas pela CCS. Entretanto, Oliveira et al. (2002)
demonstraram um decréscimo na qualidade sensorial do iogurte apds 20 dias de
armazenamento resfriado, especialmente nos atributos consisténcia e sabor
quanto se utilizou um leite com CCS > 800.000 cél/mL. Fernandes (2003)
observou aumento de viscosidade do iogurte batido obtido a partir de leite com

CCS > 800.000 cél/mL, apés 10 dias de armazenamento. Também observou uma
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correlagdo positiva entre a CCS e a concentragdo em acidos graxos livres

presentes no produto.

Alguns estudos correlacionaram o aumento da CCS do leite com a
qualidade da manteiga. Segundo Munro et al. (1984) o leite com CCS alta afetou
principalmente as caracteristicas sensoriais da manteiga como a aroma e o sabor.
Auldist e Hubble (1998) relataram que o aumento da CCS alterou a composi¢ao
da manteiga e afetou o tempo de batedura, o qual foi maior. As propriedades
sensoriais foram também prejudicadas e a manteiga sofreu uma deterioragdo mais
rapidamente durante o armazenamento. Segundo Fonseca e Santos (2000), o
menor tempo de vida-de-prateleira da manteiga € consequéncia da maior lipolise

da gordura.

O efeito da CCS alta sobre a producao de leite em pé foi também avaliada.
Rogers e Mitchell (1989) ndo observaram um efeito da CCS sobre a estabilidade
térmica e a solubilidade do leite em pd, porém observaram alteragdo da
composicao e da acidez do produto, assim como, o aumento da reacdo de
Maillard. Por outro lado, Auldist et al. (1996a) concluiram que o leite em p6é com
CCS alta teve uma menor estabilidade ao calor e as suas propriedades se
deterioraram mais rapidamente em comparacédo a um leite em p6 com CCS baixa,
provavelmente devido a protedlise e lipdlise mais intensas. Fonseca e Santos
(2000) sugeriram que essa deterioracéo resulta da maior degradagao enzimatica

da gordura.

Em relacdo as caracteristicas de creme de leite com CCS elevada, Needs
et al. (1988) mostraram que o aumento da CCS afetou negativamente as
propriedade de batecdo do creme. Além disso, Auldist e Hubble (1998) relataram
que as células somaticas afetaram a capacidade do leite em formar espuma no

caso do café capuccino.

25



3.6 O queijo Prato

O queijo Prato ndo tem sua origem na fabricagdo caseira como o queijo
Minas. Sua obtencdo € mais complexa e necessita de um maior controle do
processo, notadamente na etapa do cozimento da massa. Seu surgimento
relaciona-se, portanto, as primeiras producées em grande escala com finalidade
comercial (OLIVEIRA, 1986). Varios queijos europeus foram introduzidos,
sobretudo na década de 20, e o queijo Prato apareceu sob a influéncia dos
imigrantes dinamarqueses e holandeses. O Prato € um queijo semelhante aos
queijos dinamarqueses: Tybo, Elbo, Fynbo, Havarti e Danbo e ao queijo holandés
Gouda. Entretanto, devido as condi¢cbes climaticas tropicais, o processo de
elaboracdo original foi adaptado considerando as tecnologias holandesas e
dinamarquesas usadas para a fabricacdo do Gouda e do Danbo, respectivamente.
Assim, surgiram as variedades de queijo Prato segundo as adaptagbes locais
desenvolvidas (FURTADO e AMORIM, 2000).

Atualmente, o Prato é um queijo padronizado tecnologicamente cujos
requisitos minimos de qualidade s&o definidos pela legislagao brasileira. Segundo
a Portaria n° 358 de 4 de setembro de 1997 e o Regulamento técnico de 8
setembro de 1997 (BRASIL, 1997), por queijo Prato entende-se o queijo maturado
que se obtém por coagulagdo do leite por meio do coalho e/ou outras enzimas
coagulantes apropriadas, complementada ou nao pela acdo de bactérias lacticas
especificas. A caracteristica distinta do processo de elaboragao € a obtencao de
uma massa semicozida com a remogéao parcial do soro, lavada com agua quente,
submetida a pré-prensagem, sob soro moldada, prensada, salgada e maturada. O
queijo deve ser maturado por pelo menos 25 dias a uma temperatura nao superior

a 12°C. Esse tempo é necessario para adquirir suas caracteristicas especificas.

O queijo Prato é classificado como um queijo gordo, de média umidade

(BRASIL, 1997). Schiftan e Komatsu (1980) estudaram a composi¢do do queijo
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Prato consumido na cidade de Sao Paulo e observaram uma grande variabilidade
dos produtos comercializados: 25,1 a 49,2% de umidade; 0,7 a 3,6% de sal; 2,1 a
5,3% de cinzas e 31,4 a 58,4 % de gordura no extrato seco. Segundo Oliveira
(1986), o queijo Prato apresenta em media 40 % de umidade; 25,5% de proteina;
29% de gordura; 1,8% de lactose; 1,7% de sal; 2% de cinzas; e pH variando entre
5,3 e 5,5. Furtado e Lourengo Neto (1994) definem a composicdo média do queijo
Prato da seguinte forma: 42-44 % de umidade; 26-29% de gordura; 1,6-1,9% de
sal. Apds 10 dias de maturacéo, Spadoti et al.(2004) obteve um queijo Prato com
45,11% de umidade; 25,30% de gordura; 18,2 % de proteina total e 1,85% de sal.
Cichoscki et al. (2002) analisaram a composicdo mineral do queijo Prato e
apresentaram os valores médios em grama por quilo de sdlidos: calcio (14,35,
fésforo (8,9), sédio (6,92), potassio (1,12), magnésio (0,55), zinco (36,60), ferro
(3,34), cobre (0,64) e manganés (0,36).

Do ponto de vista sensorial, o produto apresenta odor e sabor
caracteristico, cor amarela ou amarelo-palha, consisténcia semi-dura e elastica.
Sua textura é compacta, lisa e fechada, mas pode possuir algumas olhaduras
pequenas bem distribuidas. O queijo deve se apresentar sem crosta ou com uma
crosta fina, lisa sem trincas. Com a denominacédo “Queijo Prato” poderdao ser
encontrados os seguintes produtos: “Queijo Prato Lanche ou Sandwich”
(paralelepipedo de secgédo transversal retangular), “Queijo Prato Cobocd”
(cilindrico), “Queijo Prato Esférico ou Bola” (esférico). O peso varia de 0,4 a 5 kg
de acordo com a variedade correspondente (BRASIL, 1997). A variedade lanche é
a mais comercializada, ja que o Prato €& geralmente utilizado por sua boa
fatiabilidade.

3.7 Maturagao e protedlise do queijo Prato

A maturagado do queijo € o periodo durante o qual ocorrem modificagdes dos

seus componentes que se traduz pela melhoria das propriedades sensoriais
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caracteristicas de cada variedades. Os trés eventos enzimaticos responsaveis
pela maturagao sado a protedlise, a lipdlise e a glicolise (FOX, 1993). As reagdes
primarias dizem respeito a hidrolise das macromoléculas tais como: proteinas,
gordura e lactose em compostos menores que sao peptidios, acidos graxos livres
e acido lactico, respectivamente (FOX et al., 2000, WALSTRA et al. 2000). As
reacdes secundarias permitem a degradacgao dos produtos gerados pelas reagdes
primarias em moléculas mais simples. As enzimas envolvidas na maturagéo s&o
numerosas: coalho residual, enzimas endogenas do leite como a plasmina e as
enzimas liberadas pelo fermento lactico e pelos microorganismos contaminantes
(FOX, 1993; FOX,1989).

Dentre os trés eventos da maturagao, a protedlise é a mais importante (FOX,
1989). Ela contribui para o desenvolvimento do aroma e sabor caracteristicos e
para a reducdo da firmeza do produto, que se traduz pelo seu amaciamento. Na
verdade, o queijo recentemente fabricado apresenta uma textura borrachenta que
€ amaciada principalmente durante os quinze primeiros dias de maturacgao.
Segundo Gerrard (2002), as propriedades de textura dos alimentos depende da
matriz tridimensional conferida pelo estado das ligagées proteina-proteina que
sofrem protedlise. Gorostiza et al. (2004) observaram que a hidrélise da os1- € B-
caseina foram similares em varios queijos e que a asi-caseina foi hidrolisada mais
extensivamente (65%) que a B-caseina (20%). Essa degradacgao é o resultado da
acao do coalho residual e da plasmina. E o resultado da hidrélise da ligagao
Phe24 e Val25 da asi-caseina, tem-se a formacio da as¢-l-caseina. Essa quebra
especifica € responsavel pela diminuigdo da firmeza que ocorre no estagio inicial
da maturagao dos queijos (CREAMER e OLSON, 1982).

Durante a maturagdo, Schultz (2003) e Spadoti (2003) observaram a
diminuicdo da firmeza do queijo Prato. Schultz (2003) correlacionou esta redugao
de firmeza com a degradagao progressivas da matriz protéica pela hidrélise da
asi-caseina com a consequente formacdo da as¢-l-caseina através do perfil

eletroforético do queijo Prato durante 42 dias de maturagéo.
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Para os queijos, a protedlise € amplamente usada para avaliar a evolugao da
maturacdo. Dois indice sdo calculados a partir da quantificagdo das fragdes
nitrogenadas pela método de Kjeldahl. O primeiro e o indice de extensédo de
maturacdo (IEM), que reflete a propor¢do de grande peptideos produzidos pela
protedlise primaria. A sua determinacdo analitica é feita apds a precipitacéo
isoelétrica da caseina em pH 4,6. O indice de extensdo de maturacao é calculado
a partir da porcentagem do teor de nitrogénio soluvel em pH 4,6 em relagdo ao
nitrogénio total. O segundo é o indice de profundidade de maturacéo (IPM),
definido segundo a proporgdo de moléculas menores geradas pela protedlise
secundaria. Apos a precipitagcdo das proteinas em TCA 12%, o indice de
profundidade de maturagcdo é calculado a partir da porcentagem do teor de
nitrogénio soluvel em TCA 12% em relagdo ao nitrogénio total (WALSTRA et al.,
2000).
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4. MATERIAL e METODOS

4.1 Procedimento geral

A Figura 4 apresenta o fluxograma geral do procedimento utilizado neste

trabalho.

Ordenha individual das vacas e
avaliacao de CCS, gordura e
proteina

v

Selecao e divisao das vacas em 2
grupos

v

Ordenha de cada grupo
separadamente para obtencao de
leite de mistura com
CCS alta e baixa

v
| |

Leite com CCS baixa Leite com CCS alta Avaliagio fisico-quimica

| |
v

Processo de fabricagdo dos queijos Soro

v
| | |

Queijo obtido do leite Queijo obtido do leite Queijo obtido do leite
com CCS baixa, com CCS alta, com CCS alta,
(tempo de 35 min de (tempo de 35 min de (tempo de coagulagdo
coagulacdo) coagulacgdo) ajustado)

| |
4
Avaliacdo do o rendimento dos processos, das caracteristicas
fisico-quimicas dos queijos e do desenvolvimento da
maturacao (proteolise, e perfil eletroforético), e perfil de
textura

Figura 4: Fluxograma geral do trabalho desenvolvido.
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O trabalho desenvolvido constituiu-se, resumidamente, na obtencao de leite
com CCS alta e baixa, fabricagdo do queijo Prato e controle do processo, assim
como as determinag¢des analiticas dos leites, soros e dos queijos. A avaliagao da
maturagdo dos queijos foi conduzida apos 5, 12, 19, 26, 33 e 40 dias de
armazenamento a 12°C. O experimento completo foi repetido trés vezes com um

intervalo de 45 dias entre cada repeticéao.

4.2 Selecao das vacas e coleta do leite

O leite utilizado foi fornecido pela Prefeitura do Campus Administrativo de
Pirassununga — Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia/ USP. O rebanho é constituido atualmente por
45 vacas leiteiras de raca holandesa com uma producao diaria média de 900 litros

de leite.

Foram inicialmente selecionadas aproximadamente 40 vacas que
apresentavam-se em estagio intermediario de lactagdo e que nao tinham sido
submetidas ao tratamento com antibidticos nos ultimos sete dias. Os animais
foram ordenhados individualmente de forma a verificar a producgao leiteira e coletar
amostra para a determinagédo da contagem de células somaticas e da composigao
fisico-quimica do leite de cada animal. As amostras foram analisadas no
Laboratério de Fisiologia da Lactagdo / Departamento de Produgdo Animal da
Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ-USP), em Piracicaba/SP.
A contagem de células somaticas foi efetuada por espectrofotometria

infravermelha através do contador eletrénico de células somaticas (Bentley®).

Com base nos resultados de CCS, gordura, proteina determinadas por
espectrofotometria infravermelha, e producéao leiteira, formou-se dois grupos de
aproximadamente 10 animais, com teores de gordura e proteinas similares entre
si. O primeiro grupo foi constituido de vacas que forneceram leite com CCS baixa

(< 200.000 cél./mL) e o segundo de vacas com leite de alta contagem (> 600.000
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cél./mL). O anexo 1 apresenta um exemplo de dados completos para a selegao

das vacas e a constituicao dos grupos.

Para obtencdo dos leites necessarios ao experimento, cada grupo foi
ordenhado separadamente. Os leites de CCS baixa e alta foram obtidos através
da mistura dos leites dos animais do mesmo grupo, de acordo com os volumes
produzidos, CCS, teores de gordura e proteina de cada leite. Apos a ordenha, os
leites foram imediatamente resfriados em banho de gelo sob agitacdo continua e
armazenados em camara fria a 4°C. A temperatura de resfriamento era atingida
apo6s 30 minutos da ordenha. Uma amostra de cada leite de mistura foi coletada
para a determinagcdo da CCS e da composigcdo fisico-quimica do leite a ser

processado.

O leite resfriado foi transportado para planta piloto da Faculdade de
Engenharia de Alimentos/Unicamp. Para cada dia de processamento utilizou-se 50
litros de leite com CCS baixa e 100 litros de leite com CCS alta. Apos a recepcgéo,
os leites foram pasteurizados (68°C/2 minutos), resfriados (4°C) em tanque de
pasteurizacdo, em batelada, com sistema de aquecimento e resfriamento, e foram
armazenados em camara de resfriamento na mesma temperatura para serem

processados no dia seguinte.

4.3 Determinacao de quantidade de coalho e do tempo de coagulagao

ajustado

Utilizou-se uma amostra do leite com CCS baixa para calcular a quantidade
de coalho necessaria para sua coagulagcdo em 35 minutos. Simultaneamente,
determinou-se a forga do coalho para a amostra de leite com CCS alta. A partir da
quantidade de coalho pré-determinada para o leite com CCS baixa e a for¢ca do
coalho com leite com CCS alta, determinou-se o tempo de coagulagao ajustado do
leite com CCS alta para atingir o ponto de corte. Como mostram as etapas 1 e 2 a

seguir, para cada dia de experimento fabricou-se trés lotes de queijos, com os
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seguintes tratamentos: (1) queijo Prato a partir de leite com CCS baixa e
quantidade de coalho para se obter a coagulagdo em 35 minutos (queijo CCS-B),
(2) queijo Prato a partir de leite com CCS alta, utilizando-se a mesma quantidade
de coalho e corte apdés 35 minutos de coagulagdo (Queijo CCS-A) e (3) queijo
Prato a partir de leite com CCS alta, utilizando-se a mesma quantidade de coalho
e tempo de corte ajustado para leite com CCS alta (Queijo CCS-A,aj). O ajuste do
tempo de coagulagao foi feito para permitir a comparagdo do rendimento e
caracteristicas dos produtos utilizando-se uma pratica comum na industria, que € o
ajuste do tempo de coagulacao as caracteristicas do leite recebido diariamente,

baseado na pratica do queijeiro.

O exemplo seguinte apresenta o calculo da quantidade de coalho para
coagulagao do leite com CCS baixa em 35 minutos e do tempo ajustado a ser

aplicado no terceiro tratamento:

Etapa 1: Determinagao da quantidade de coalho para coagular o leite com
CCS baixa (leite CCS-B) em 35 minutos (= 2100 segundos):
e Em uma vasilha de inox em banho Maria (35°C) colocou-se 1 litro de
leite CCS-B e 1 grama de coalho.
e Determinou-se o tempo de coagulagédo que foi de 6 minutos e 14
segundos (= 374 segundos).

Coalho (gramas) Leite CCS-B (litro) Tempo (segundos)
1 1 374
1 Y 2100
X 50 2100

Onde Y = quantidade de leite (L) coagulado por 1 grama de coalho em 35
minutos, X = quantidade de coalho (g) necessaria para coagular 50 litros de leite
CCS-B em 35 minutos.

33



Y=2100x1/374=5,61L
1 grama de coalho permite a coagulagdo de 5,6 litros de leite CCS-B em

2100 segundos.

X=1x50/Y=50/56=89g
8,9 gramas de coalho sao necessarios para coagular 50 litros de leite com

CCS baixa em 35 minutos.

Etapa 2: Determinagdo do tempo de coagulagdo ajustado: tempo
necessario para a mesma quantidade de coalho coagular o leite com CCS alta
(leite CCS-A) :

e Em uma vasilha de inox em banho Maria (35°C) colocou-se 1 litro de
leite CCS-A e 1 grama de coalho.
e Determinou-se o tempo de coagulagdo que foi de 7 minutos e 50

segundos (= 470 segundos).

Coalho (gramas) Leite CCS-A (litro) Tempo (segundos)
1 1 470
1 Y T
X=89 50 T

Onde Y = quantidade de leite (L) coagulado por 1 grama de coalho, X =

quantidade de coalho (g) utilizada para coagular 50 litros de leite CCS-A, T
tempo de coagulagdo ajustado (segundos) ou seja tempo necessario para a

mesma quantidade de coalho coagular 50 litros de leite CCS-A.

Para a coagulacdo de 50 litros de leite CCS-A utiliza-se a mesma
quantidade de coalho que para 50 litros de leite CCS-B. Considerando que X = 8,9
gramas:

Y=50x1/89=5,6

1 grama de coalho é utilizado para coagular 5,6 litros de leite CCS-A.
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T=Yx470/1=5,6x470 = 2632 segundos = 43 minutos e 52 segundos.
1 grama de coalho permite a coagulagao de 5,6 litros de leite CCS-A em 43

minutos e 52 segundos.

Portando, 8,9 gramas de coalho permitem a coagulagédo de 50 litros de
leites CCS-A em 43 minutos e 52 segundos o que é definido como o tempo

ajustado de coagulagdo para a obtencdo do queijo CCS-A,aj.

4.4 Processo de fabricagao do queijo Prato

Os queijos foram fabricados em tanque de ago inox tipo queijomatic com
aquecimento indireto de acordo com processo tradicional conforme descrito por
OLIVEIRA (1986). O leite pasteurizado foi aquecido a 35°C e adicionado de
cloreto de calcio (250ppm), corante urucum (80ppm), fermento lactico mesofilico
tipo O (1%) (Wisby-Visbyvac® LC-MIX FO 2 01, composto de Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris, Danisco Brasil Ltda) e coalho
(em po HA-LA GIN:612619, composto de quimosina e pepsina bovina, Christian
Hansen) na quantidade calculada. Apos 35 minutos para o queijos CCS-B e o
queijo CCS-A e apds o tempo de coagulagao ajustado para queijo CCS-A,aj, o gel
formado foi cortado e a mistura soro/coagulo passou pelo procedimento usual de
fabricagdo envolvendo as etapas de agitacdo (20 minutos), dessoragem parcial,
que consistiu em retirar 30% do soro, em relagcdo ao volume inicial de leite,
lavagem e cozimento da massa através da reposigcédo de cerca de 30% de agua a
80°C de modo a aumentar a temperatura da mistura coagulo/soro de 1°C a cada 3
minutos, até que se atingisse 42°C. Apds se atingir o ponto de massa, foi feita a
dessoragem, seguida de pré-prensagem da massa no tanque. A massa foi
colocada em formas de 0,5kg e prensada. A prensagem se deu em quatro etapas,
da seguinte forma: 12 prensagem - 9kg durante 30 minutos; 22 prensagem - 12kg
durante 30 minutos; 3% prensagem - 15kg por 2 horas; 4% prensagem - 15 kg
durante 2 horas. Apds a prensagem, os queijos foram salgados por imersdo em

salmoura com 20% de sal durante 12 horas. Em seguida, os queijos foram secos
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por 24 horas a 10°C, embalados em plastico termo-encolhivel e armazenados a
12°C durante 40 dias.

4.5 Analises realizadas

4.5.1 Analises das amostras individuais do leite para separagcdo dos animais

Imediatamente apds a ordenha, amostras de leite de cada animal foram
coletadas para determinagdo da CCS e a composig¢ao fisico-quimica. Estes
resultados serviram de base para a separagcdo de dois grupos de animais que

foram ordenhados para fornecerem leite com CCS baixa e alta.

4.5.2 Controle do pH durante o processo

O pH foi avaliado durante o processo de fabricagdo dos queijos nas
seguintes etapas: corte, primeira dessora, final do aquecimento e segunda

dessora.

4.5.3 Analise do leite com CCS alta e baixa

O leite recepcionado no Departamento de Tecnologia de Alimentos/FEA-
UNICAMP foi pesado e coletou-se amostras em frasco de vidro para as
determinagdes analiticas. Foram efetuadas as seguintes analises do leite: pH,
acidez, gordura, extrato seco total, nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6,
nitrogénio soluvel em TCA 12%, lactose, cinzas e calcio. Avaliou-se também o
perfil eletroforético dos leites, assim como a analise quantitativa da suas bandas

por densitometria.
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4.5.4 Analise do soro obtido

Durante os processos, o soro obtido foi pesado e foram coletadas amostras
em frascos de vidro que foram resfriados para as determinacdes analiticas futuras.
Foram efetuadas as seguintes andlises do soro: pH, acidez, gordura, extrato seco
total, nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6, nitrogénio soluvel em TCA
12%, lactose, cinzas e calcio. Avaliou-se também o perfil eletroforético dos soros,

assim como a analise quantitativa da suas bandas por densitometria.

4.5.5 Analise do queijo

Apds a fabricagdo, amostras de queijo foram aleatoriamente escolhidas
para a realizacdo das analises tanto para obtencdo da composi¢cao apos 5 dias de

fabricacao, quanto a avaliagdo da maturagao.

As determinagdes analiticas do queijo apos o processo foram: pH, acidez,
gorduras, extrato seco total, nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6,

nitrogénio soluvel em TCA 12%, cinzas, sal e calcio.

O acompanhamento da maturacgao foi conduzido apos 5, 12, 19, 26, 33 e 40
dias armazenamento a 12°C. A protedlise foi avaliada através dos indices de
extensdo e de profundidade de maturagao a partir da quantificacdo das fragoes
nitrogenadas (nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6, nitrogénio soluvel em
TCA 12%) e do perfil eletroforético. A avaliacdo do perfil de textura foi utilizada
para a determinacao da firmeza, elasticidade e coesividade dos queijos. Durante

esse periodo foi também avaliado o pH e o extrato seco total dos queijos.
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4.5.6 Determinacgao analitica

As determinagbes analiticas foram feitas em triplicata, de acordo com as

seguintes metodologias:

pH: foi determinado utilizando-se potencidmetro calibrado e eletrodo
introduzido diretamente nas amostras.

Acidez titulavel: foi determinada através da titulagcdo com hidréxido de sodio

N/9 e solucéo indicadora fenolftaleina, de acordo com AOAC (1995).
Extrato seco total (EST): foi determinado por secagem em estufa a 105°C
de acordo com AOAC (1995).

Gordura: foi determinada pelo método de Gerber para leite e queijo, de

acordo com British Standart Institution (1989) e pelo método de Mojonnier
para o soro, de acordo com AOAC (1995).

Nitrogénio total (NT): foi determinado através do método semi-micro-

Kjeldahl para o leite e soro, e através do método macro-Kjeldahl para o
queijo, de acordo com AOAC (1995). O fator de conversdo de nitrogénio
para proteina usado foi 6,38.

Nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NNC): foi determinado através do nitrogénio

soluvel do sobrenadante apds a precipitagdo ao ponto isoelétrico, pelo
método micro-Kjeldahl para leite e soro e macro-Kjeldahl para queijo, de
acordo com AOAC (1995).

Nitrogénio soluvel em TCA 12% (NNP): foi determinado através do

nitrogénio soluvel no sobrenadante apds a precipitagdo com TCA 12%, pelo
método micro-Kjeldahl para leite e soro e macro-Kjeldahl para queijo, de
acordo com AOAC (1995).

Lactose: foi determinado segundo LANARA (1981)

indice de extens&o de maturacéo (IEM): foi calculado pela férmula seguinte:

IEM = (Nitrogénio soluvel em pH 4,6 / Nitrogénio total) x 100

indice de profundidade de maturacdo (IPM): foi calculado pela férmula

seguinte:
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IPM = (Nitrogénio soluvel em TCA12% / Nitrogénio total) x 100

Cinzas: foi determinada por incineragdao em mufla a 550°C, de acordo com
AOAC (1995).

Teor de sal do queijo: foi determinado pelo método Volhard de acordo com
Richardson (1985).

Calcio: Esta determinacao foi terceirizada e realizado no Instituto de

Tecnologia de Alimentos. Amostras foram preparados apos incineragéo do
queijo e do leite, segundo o método adaptado de Horwitz (2000), e hidrélise
acida do soro de acordo com o método adaptado de Slavin et al. (1975).
Para a quantificacdo do calcio foi utilizado um espectrébmetro de emissao
atbmica com fonte de plasma indutivamente acoplado. O equipamento foi
um ICP-OES modelo ICP BAIRD 2000.

4.5.7 Avaliagao do perfil eletroforético dos leites, dos soros e dos queijos

Amostras com 0,4% de proteina foram preparadas a partir de leite, soro e
queijo liofilizados e apds a quantificagdo do nitrogénio total através do método

macro-Kjeldahl.

As amostras de leite e soro foram analisadas por eletroforese SDS-PAGE
de acordo com Laemmli (1970) e Svati e Panijpan (1977). O gel de concentragéo e
de separacéao foram constituidos de 4% e 15% de poliacrilamida, respectivamente.
O padrao utilizado foi o Sigma M3913-1VL.

As amostras de queijos com 5, 26 e 40 dias de armazenamento a 12°C
foram analisadas por eletroforese Urea-PAGE de acordo com o método de
Andrews (1983a) com 4% e 9% de poliacrilamida no gel de concentragéo e de

separagéo, respectivamente.

A migragao foi efetuada em uma unidade vertical Mini Protean Il xi (Bio-

Rad) sob tensdo elétrica de 120V. A revelagcbes das bandas foram feita por
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imersdo do gel SDS-PAGE em Comassie brilhante G-250, e por imersao do gel
Urea-PAGE em Brilliant Blue Coloidal G, seguindo metodologia descrita por
Blakesley e Boezi (1977).

A analise de densidade foi realizada por um densitémetro BIO-RAD Model
GS-700 que utiliza o programa de analise de imagem Molecular Analyst/PC

Densitometrie (version 1.5) para a determinagéo da densidade otica (DO).

A avaliacédo do perfil eletroforético dos leites, dos soros e dos queijos foi

feita apenas para o primeiro processo.

4.5.8 Avaliagao do perfil de textura dos queijos

A avaliacao do perfil de textura foi feita para os queijos com 5, 12, 19, 26,

33 e 40 dias de armazenamento a 12°C.

Para a avaliagao da textura, 10 replicagdes de amostras foram preparadas
na forma de cilindros de queijos de 2 cm de didmetro e 2,4 cm de altura, que
foram embalados em filmes de plastico e deixados em banho-maria a 10°C por
aproximadamente 4 horas para estabilizar a temperatura. A determinagao do perfil
de textura foi realizada utilizando-se texturémetro Universal TAXT2 SMS-Stable
Micro Systems e uma sonda cilindrica P35 de aluminio com 35 mm de didmetro.
Foram feitas duas compressdes sucessivas até atingir 50% da altura original da
amostra com velocidade de 1 mm/s. Determinou-se firmeza, elasticidade e

coesividade segundo Bourne (1978).

4.5.9 Determinacdo da recuperagao dos constituintes do leite e do

rendimento dos processos

Realizado conforme descrito por Furtado e Wolfschoon Pombo (1978,

1979) a recuperacao dos constituintes foi baseada na composigao fisico-quimica
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do leite, soro e queijo. A recuperagao representa a porcentagem de constituintes,
tal como gordura, proteina ou lactose, presente inicialmente no leite e repartido

entre o queijo e o soro.

Por exemplo: 50 kg de leite com 3,0% de proteina foram processados. 5 kg
de queijo com 22,5% de proteina e 60 kg de soro (incluindo a agua adicionada)

com 0,6% de proteina foram obtidos.

Proteina presente no leite: 50 x 3,0% = 1,5 kg
Proteina presente no queijo: 5 x 22,5% =1,125 kg
Proteina presente no soro: 60 x 0,6% = 0,36 kg

Calculo da recuperagao da proteina do leite para:
O queijo: 1,125 x 100/ 1,50 = 75%
O soro: 0,36 x 100 /1,50 = 24%

No presente estudo, a recuperagao foi calculada para a gordura e proteina
do leite para o queijo e para o soro. A recuperacao da lactose do leite para o soro

foi calculada e a sua recuperacéao para o queijo foi obtida por diferenca.

A avaliagdo do rendimento foi realizado conforme Lucey e Kelly (1994) . O
rendimento foi determinado considerando o peso de leite processado e o peso de
queijo obtido depois a secagem. O rendimento foi calculado e expresso da

seguinte forma:
- Rendimento (R) com base peso do queijo obtido por peso de leite:
peso de queijo

R= x 100

peso de leite

41



- Rendimento ajustado (Raj) ao teor de umidade e de sal conforme descrito
por Spadoti (2003):

100 — (% umidade real + % sal real)

Raj = R x

100 — (% umidade desejada + % sal desejada)

onde:

% umidade real = % umidade do queijo
% de sal = % de sal do queijo

% umidade desejada= 42 %

% sal desejada= 1,6 %
- Rendimento em base seca (Rbs) conforme descrito por Gigante (1991):
Peso de queijo x % solidos do queijo

Rbs = x 100

Peso de leite x % solidos do leite

4.6 Delineamento experimental

Para avaliar o efeito da CCS sobre a composigcao do leite, o delineamento
experimental utilizado foi em blocos completamente aleatorizados com um unico
fator. Onde o fator principal foi a CCS possuindo dois niveis (baixa e alta) e os
processos foram considerados como blocos (processo 1, 2 e 3). Tal delineamento
teve o propdsito de averiguar, independentemente do processo, o efeito da CCS

sobre as caracteristicas analisadas.

Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre a composi¢édo do queijo e do
soro, a recuperagao e o rendimento o delineamento experimental utilizado foi em

blocos completamente aleatorizados com um unico fator. O fator principal foi o
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tratamento possuindo trés niveis de variagdo (queijo CCS-B, queijo CCS-A e
queijo CCS-A,aj). Os processos foram considerados como blocos (processo 1, 2 e
3). Tal delineamento teve o propdsito de averiguar, independentemente do

processo, o efeito do tratamento sobre as caracteristicas analisadas.

Para avaliar o efeito do tratamento, do tempo e da interacéo
tratamentoXtempo ao longo da maturagao, o delineamento experimental utilizado
foi em blocos completamente aleatorizados com dois fatores. Os fatores principais
foram o tratamento, com trés niveis de variagcdo (queijo CCS-B, queijo CCS-A e
queijo CCS-A,aj) e o tempo, com seis niveis de variagao (5, 12, 19, 26, 33, 40 dias
apo6s a fabricagdo). Tal delineamento teve o propdsito de averiguar,
independentemente do processo, o efeito do tratamento, do tempo e da interacéo

tratamentoXtempo sobre as caracteristicas analisadas.

A partir dos delineamentos, as respostas foram analisadas por analise de
variancia (ANOVA) e pelo teste de comparacao entre médias de Tukey, ao nivel
de 5% de significancia. Foram realizadas trés repeticdes completas do

experimento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de células somaticas

A Tabela 5.1 apresenta os resultados das analises de contagem de células
somaticas do leite de mistura utilizado para a fabricacdo do queijo Prato em cada
processo, assim como a média e o desvio padrao das repeti¢gdes para o leite com
CCS baixa e alta.

Tabela 5.1 Contagem de células somaticas do leite.

Processo Leite CCS-B (cél/mL) Leite CCS-A (cél/mL)
Processo 1 153.000 779.000
Processo 2 186.000 976.000
Processo 3 170.000 631.000
Media 169.667 795.333
Desvio padrao 16.503 173.079

O leite referido como de baixa contagem de células somaticas apresentou
em meédia 169.667 cél/mL, o que permitiu trabalhar numa faixa variando de
150.000 até 200.000 cél/mL. Segundo Hardning (1999) e Harmon (1994), esses
niveis inferiores a 200.000 cél/mL sao representativos de leite obtido a partir de
vacas sadias, cujas células sado, sobretudo, provenientes da descamacgao natural
do epitélio da glandula mamaria (KITCHEN, 1981). Considerando-se o bom estado
sanitario dos uberes e a utilizagdo de boas praticas para o manejo do rebanho
durante o periodo do experimento, observa-se que essas contagens apresentaram

pouca variabilidade entre si (> 16.500 cél/mL).
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O leite com alta contagem de células somaticas apresentou em média
795.333 cél/mL, o que permitiu trabalhar numa faixa variando de 600.000 até
1.000.000 ceél/mL. Esses niveis sédo representativos de leite obtido a partir de
vacas com mastite subclinica cujas células representaram principalmente os
glébulos brancos, assim como as células provenientes da destruicdo do epitélio da
glandula mamaria pelos patdégenos (KITCHEN, 1981). E importante notar que os
leites de CCS alta apresentaram uma grande variabilidade entre si (> 173.000

cél/mL).

O procedimento de obtencdo dos leites utilizados nos experimentos é o
mesmo para CCS baixa e alta. O procedimento leva aproximadamente 10 dias,
incluindo a coleta individual, o envio de amostra para analise, o recebimento do
resultado, a separacdo dos animais, a ordenha e o transporte. Esse tempo é
relativamente longo, mas necessario. Este periodo pode permitir a evolugéo ou a
retracao do quadro de mastite do quarto especialmente por se tratar de um quadro
de mastite subclinica, o que justifica portando uma variacdo da contagem celular
entre o dia da selegédo de animais até o dia do processo. Além disso, a mastite ndo
€ um evento natural e ela depende de varios fatores como tipo de infecgao,
estacdo do ano, periodo de lactagdo, genética (FONSECA e SANTOS, 2000).
Consequientemente é dificil controlar uma mastite e portanto, € impossivel manter
uma pequena variabilidade da contagem entre os processos para a obtengao de
leite com CCS alta. Isto explica a grande diferenga entre os leites com CCS alta

para cada repeticao realizada no experimento.

A despeito da variabilidade apresentada foram obtidos dois grupos de
matérias-primas com valores distintos para a CCS que podem, em média,
caracterizar leites com menos de 200 000 cél/mL e com mais de 600 000 cél/mL.
Além disso, todos os niveis utilizados respeitaram os limites definidos pela nova
legislacdo brasileira a ser aplicada a partir de 2005 através da IN 51/2002
(BRASIL, 2002).
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5.2 Efeito da CCS sobre a composigao do leite

A Tabela 5.2 apresenta a composi¢ao quimica média e o desvio padrédo dos

leites destinados a fabricagéo do queijo Prato.

Tabela 5.2 Composi¢gdo quimica média e desvio padrao dos leites (n=3).

Composigdo quimica Leite CCS-B (") Leite CCS-A @
PH 6,8%+0,1 6,99° £ 0,09
Extrato seco total (%) 11,6+ 0,8 12,1+ 0,3
Gordura (%) 3,5°+0,5 3,82+0,2
Proteina total (%) 2,82+0,2 3,32+0,2
- Proteina verdadeira* 95,22+ 0,2 93,7b +0,2
- Caseina* 77,2°+0,6 69°+ 4
- Proteina de soro* 18%+ 0,4 24° + 4
- Nitrogénio nao protéico* 4,8°+0,2 6,3+ 0,2
Lactose (%) 4,4°+0,1 4,3+ 0,1
Cinza (%) 0,70+ 0,04 0,72% £ 0,02
Calcio (mg/ 100mL) 106% £ 3 100% + 7

Valores com mesma letra na linha nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

() Leite com CCS baixa (< 200.000 cél/mL)

@ Leite com CCS alta (> 600 000 cél/mL)

* como porcentagem da proteina total: proteina verdadeira = (NT-NNP)x6,38; caseina =

(NT-NNC)x6,38; proteina de soro= proteina verdadeira - caseina.

Observa-se que a CCS nao afetou significativamente a maioria dos
constituintes do leite, exceto para os teores de proteina verdadeira (p=0,0157) e o
nitrogénio nao protéico (NNP) (p=0,0157), o que foram significativamente afetados
pela CCS, sendo que o leite com CCS alta apresentou menor teor de proteina
verdadeira e maior teor de NNP. Para estes niveis de células somaticas, um

aumento da relagdo nitrogénio ndo caséico/nitrogénio total foi também observado
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por Cooney et al. (2000), Rogers (1987), Rogers et al. (1989a), o que pode refletir
uma elevacdo da taxa em nitrogénio nao protéico. Segundo Barry e Donnelly
(1981) esse aumento se deve a protedlise inicial, dentro do ubere, a qual resulta
da elevada concentracdo da plasmina, assim como da sua atividade, no leite
mastitico o que foi constatado por Urech et al. (1999) no caso de mastite
subclinica, e que ja foi descrito por O" Brien et al. (2001) e Le Roux et al. (1995)
para niveis de 300.000 cél/mL e 250.000 cél/mL, respectivamente. Segundo Verdi
e Barbano (1991a), a acdo proteolitica da plasmina é favorecida pelos ativadores
liberados pelos glébulos brancos e segundo Bastian e Brown (1996) pelo aumento
do pH.

Embora a CCS nao tenha afetado significativamente o pH (p=0,3234) e os
teores de caseina (p=0,0637), proteinas do soro (p=0,0920), de gordura (p=
0,3559 ), de cinzas (p=0,4415 ), de lactose (p=0,4188 ) e de calcio (p=0,4230 ) do
leite, os resultados apresentam variacbes caracteristicas que devem ser
consideradas. O leite com CCS alta apresentou maior variabilidade para as
porcentagens de caseina e proteinas do soro quando comparado ao leite com
CCS baixa. A maior variabilidade nas concentragdes dos constituintes do leite com
CCS alta foi também observada por Machado et. al. (2000) que avaliou a
composicdo do leite de rebanhos brasileiros, armazenados em tanques,
distribuidos segundo sua contagem de células somaticas, no periodo de dezembro
de 1996 a julho de 1998. Varios trabalhos mostraram também uma tendéncia a
diminuicao da relagao caseinas/proteina total (AULDIST et al., 1996c; BARBANO
et al., 1991; ROGERS, 1987; ROGERS et al., 1989a; VERDI et al., 1987) e um
aumento das proteinas séricas (ALl et al., 1980; KITCHEN et al., 1980; POLITIS et
al., 1989a; POUTREL et al., 1983; ROGERS et al., 1989a; SHUSTER et al., 1991).

O leite com CCS maior apresentou tendéncia a elevacado de pH, o que esta
de acordo com a literatura (GRANDISSON e FORD, 1986; MATIOLI et al., 2000;
ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994). Este aumento de pH pode
favorecer a acao proteolitica (BASTIAN e BROWN, 1996) o que colaborou,
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possivelmente, com o aumento significativo do teor de NNP observado neste
trabalho e também por outros autores (COONEY et al., 2000; ROGERS, 1987;
ROGERS et al., 1989a).

Além disso, o leite com CCS maior apresentou tendéncia ao aumento das
concentragcbes de gordura, proteina total e cinzas, e a diminuicdo das
concentragdes de lactose e calcio. Isto se traduziu pela tendéncia de aumento do
teor de sodlidos totais, principalmente ao aumento dos teores de gordura e proteina

total o que foi também observado por Fernandes (2003).

O aumento do teor de gordura, também observado por varios autores
(COONEY et al., 2000; MACHADO et al., 2000; SHUSTER et al., 1991), ndo é
claramente explicado na literatura, entretanto, a analise de 4785 amostras de leite
brasileiro realizado por Machado et al. (2000), classificado em 4 categorias de
células somaticas (CCS < 500.000 cél/mL; 500.000 < CCS < 1.000.000 cél/mL;
1.000.000 < CCS < 1.500.000 cél/mL, CCS > 1.500.000 cél/mL) também verificou
que o leite de tanques com CCS mais alta apresentou maiores porcentagens de
gordura, sendo que este aumento foi significativo para tanques com contagem
acima de 1.000.000 cél/mL.

As demais tendéncias de alteragdes (aumento de proteina total e redugao
de lactose e célcio) séo, possivelmente, devidas a alteragcdo da permeabilidade da
membrana da glandula mamaria, o que permitiu a passagem de proteinas do
sangue para o leite, o retorno da lactose para a circulagdo sanguinea (SHUSTER

et al., 1991) e a livre passagem dos minerais entre a luz alveolar e o sangue.

A tendéncia de diminuicao do teor de calcio se justifica, segundo Neville e
Watters (1983), pela diminuicdo das micelas de caseina, as quais grande
propor¢do do calcio esta ligado. Desta forma, assim como para os teores de
caseina e proteina do soro, observa-se a maior variabilidade no teor de célcio do

leite com CCS alta quando comparado ao leite com CCS baixa.
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5.3 Efeito do tratamento sobre o comportamento do pH e a

composi¢ao do queijo e do soro
Os pH dos leites foram comparados entre si, assim como o pH dos queijos

em cada etapa. A Figura 5.1 apresenta o pH do leite e o comportamento do pH

durante a fabricagédo do queijo Prato para os diferentes tratamentos.
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* Valores com mesma letra nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05) para cada etapa.

Figura 5.1 pH do leite e comportamento do pH do queijo Prato durante a

fabricagao (n=3).

Embora a CCS nao tenha afetado significativamente o pH do leite, a
tendéncia do maior pH com CCS alta foi mantida ao longo do processamento dos
queijos. Observa-se na Figura 5.1 que o pH do queijo obtido com leite de CCS
baixa diferiu significativamente do pH dos queijos obtidos com leite de CCS alta,

0s quais nao diferiram entre si.
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O comportamento do pH é um fator determinante no processo de fabricagao
de queijos, sendo que seu abaixamento reduz o tempo de coagulacao e favorece

a sinérese e a desmineralizagdo da massa (FOX et al., 2000).

Nestes experimentos o tempo de coagulacéo foi previamente determinado,
entretanto, observa-se na Tabela 5.3, que apresenta a composigao fisico-quimica
média (n=3) dos queijos, que os queijos obtidos a partir de leite com CCS alta
(>pH), apresentaram uma tendéncia de serem mais Uumido. A maior umidade dos
queijos obtidos a partir de leite com CCS alta foi também observada por outros
autores (AULDIST et al., 1996c; BARBANO et al., 1991; GRANDISSON e FORD,
1986; MATIOLI et al., 2000; MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG,
1988a; ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994). Paralelamente, os queijos
de CCS alta apresentaram tendéncia de maior teor de sal, pois a umidade inicial
facilitou, possivelmente, sua incorporagédo. No que diz respeito a desmineralizagao
da massa, também é possivel observar a tendéncia de menor teor de cinzas para
0 queijo de CCS baixa (<pH) quando comparado aos com CCS alta (>pH),
especialmente sem o ajuste do tempo de coagulagdo, neste caso, refletindo a

maior desmineralizacido da massa.

Cabe ressaltar que estas tendéncias discutidas tém um comportamento
comum. Por exemplo, maior sinérese e consequentemente menor umidade do
queijo foram observadas na seguinte ordem: queijo CCS-B < CCS-A,aj < CCS-A.
O mesmo foi observado em relagdo ao teor de cinzas, proteina total e gordura.
Isto corrobora com os resultados descrevendo que o aumento da CCS do leite é
acompanhado de uma diminuigdo de solidos totais e de proteinas no queijo
(COONEY et al., 2000; GRANDISSON e FORD, 1986; POLITIS e NG-KWAI-
HANG, 1988a) e de gordura (BARBANO et al., 1991; MITCHELL et al., 1986b;
POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988a; ROGERS, 1987).
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Tabela 5.3 Composicdo quimica média e desvio padrao dos queijos Prato (n=3).

Composigao quimica Queijo CCS-B  Queijo CCS-A Queijo CCS-A,aj

PH 5,32+0,1 5,412 £ 0,04 5,34% £ 0,09
Umidade (%) 42,9%+0,9 46° + 1 44,92+ 0,4
Gordura (%) 30°+3 28,72+ 0,9 30% + 1
Proteina total (%) 23% + 1 21,4+0,8 22% + 1

Nitrogénio soltvel em pH 4,6 0,182°+ 0,007 0,317+ 0,03 0,28%+ 0,03

Nitrogénio solGvel em TCA 0,069°+ 0,008 0,113%+ 0,007 0,10% £ 0,02
12%

Cinza (%) 3,8%+0,3 4,03% £ 0,06 3,97+ 0,1
Calcio (mglg) 7507 + 69 751 + 36 752° + 55
Sal (%) 1,59°+0,07  1,78°+0,09  1,77°+0,08
Sal na umidade 3,774 0,2 3,974 0,1 3,97+ 0,1

Valores com mesma letra na linha nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

No que diz respeito as fragdes nitrogenadas soluveis em pH 4,6 e em TCA
12%, observou-se que suas porcentagens foram significativamente maiores nos
queijos de CCS alta, e apresentaram a mesma tendéncia de serem maiores no
queijo de CCS alta sem ajuste do tempo de coagulagédo. Este resultado pode
refletir a maior quantidade de plasmina no leite CCS-A e sua maior atividade no
mais alto pH (BASTIAN e BROWN, 1996) ja que a plasmina e seus ativadores séao
incorporados no coagulo (FOX et al., 2000) e participam da protedlise no queijo
durante a maturacao (KALIT et al., 2002).

Em resumo, comparando-se o queijo CCS-A com o queijo CCS-A,aj,
observou-se que 0 ajuste do tempo de coagulagcdo permite a obtencdo de um
queijo que tende a ter composigdo mais proxima do queijo CCS-B, considerado
como padrdo. Estes dados sugerem que a pratica utilizada pela industria de

ajustar o tempo de coagulagdo com base na qualidade do leite e experiéncia do
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queijeiro, embora seja uma medida paliativa, pode, de fato, influenciar

positivamente as caracteristicas dos queijos obtidos.

A composigao quimica média dos soros obtidos em cada processamento é

apresentada na Tabela 5.4.

Tabela 5.4 Composicdo quimica média e desvio padrao dos soros (n=3).

Composigao quimica Soro CCS-B  Soro CCS-A  Soro CCS-A,aj
Extrato seco total (%) 5,6°+0,2 55%+0,2 5,6+ 0,1
Gordura (%) 0,6°+0,1 0,8°+0,3 0,72+0,2
Proteina total (%) 0,66°+0,09 1,01+0,07  0,92°+0,06
Nitrogénio soltvel em TCA 12%  0,13°+0,02  0,20°+0,02  0,19°+ 0,02
Nitrogénio soluvel em pH 4,6 0,50° + 0,06 0,65% + 0,05 0,63% + 0,06
Lactose (%) 3,68°+0,06 3,571%+0,008 3,58%+0,03
Cinza (%) 0,43°+0,05 043*°+0,03 0,43°+0,04
Calcio (mg/ 100ml) 31+ 3 25+ 3 23%+ 2

Valores com mesma letra na linha nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

Observa-se que a porcentagem de proteina total dos soros CCS-A é
significativamente maior do que o soro do queijo CCS-B como mostrado por varios
autores (BARBANO et al., 1991; COONEY et al., 2000; GRANDISSON e FORD,
1986; KLEI et al., 1998; ; MATIOLI et al., 2000; POLITIS e NG-KWAI-HANG,
1988a; ROGERS, 1987; ROGERS e MITCHELL, 1994). No que diz respeito ao
nitrogénio soluvel em TCA 12%, observou-se que sua quantidade foi
significativamente maior nos soros CCS-A com e sem ajuste do tempo de
coagulagdo, do que no soro CCS-B. Além do mais, no que diz respeito ao
nitrogénio soluvel em pH 4,6, observou-se que suas porcentagens foram
significativamente maiores nos soros CCS-A do que no soro CCS-B, o que foi
também observado por Rogers e Mitchell (1994) no soro quando usou-se leite com

mais de 250.000 cél/mL. Estes valores refletem a maior recuperagéo para o soro
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de NNP, que foi significativamente maior no leite CCS-A, e de proteinas séricas,
que também apresentaram-se numa maior propor¢cdo no leite CCS-A. Esse
conjunto de resultados pode justificar o aumento de proteinas totais nos soros
CCS-A. No entanto, segundo Rogers (1987) e Rogers e Mitchell (1994) essa
elevacdo pode também incluir as perdas em caseina e finos devidas a alteragao

da etapa de coagulacédo quando usa-se leite CCS-A caracterizado pelo maior pH .

Além disso, no mais alto pH pode ter havido a formagdo de uma matriz
protéica mais fragil que propiciou a perda de finos para o soro (ROGERS, 1987;
ROGERS e MITCHELL, 1994). Esta maior fragilidade do gel pode ser também
responsavel pela tendéncia de maior perda de gordura observada para o soro dos
queijos CCS-A,aj e queijos CCS-A, respectivamente (Tabela 5.4), como mostrado
por Ali et al. (1980); Barbano et al. (1991); Matioli et al. (2000); Rogers (1987);
Rogers e Mitchell (1994).

Os tratamentos ndo afetaram significativamente os teores de lactose
(p=0,0662), cinzas (p=0,6651) e calcio (p=0,0585) dos soros, entretanto, os
resultados apresentam tendéncia de maior teor de lactose, cinzas e calcio no soro
do queijo com CCS baixa. Quanto a lactose, ela é soluvel na agua e foi,
possivelmente, incorporada mais facilmente aos queijos com maior teor de
umidade (CCS-A,aj e CCS-A). Isto explicaria sua menor presenga nos soros com
CCS-A,aj e CCS-A. Quanto ao célcio, sua maior concentragdo no soro do queijo
de CCS-B, deveu-se, possivelmente, a maior desmineralizacdo deste queijo, o
qual apresentou pH significativamente menor (Figura 5.1) durante todo o processo
de fabricagdo. Quanto ao teor de cinzas, os soros apresentaram concentragao
muito semelhante. J&4 que nédo ha diferengas significativas entre o teor de cinzas
dos queijos, consequentemente também ndo se observam diferencas
significativas entre o teor de cinzas dos soros. Além disso, 0s queijos
apresentaram teor de cinzas na seguinte ordem : queijo CCS-B < queijo CCS-A,qj
< queijo CCS-A. Portanto, a tendéncia esperada para o teor de cinzas dos soros

seria: soro CCS-B > soro CCS-A,aj > soro CCS-A. Essa tendéncia pode ter sido
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mascarada pela diluigdo do soro com a agua de lavagem da massa, assim
pequenas diferengas entre componentes, presentes em pequenas concentragoes,

nao puderam ser percebidas com o método usado.

5.4 Efeito do tratamento sobre a recuperagao dos constituintes do leite

para o queijo e para o soro

A Figura 5.2 apresenta a recuperagdo de proteina para o queijo e para o

soro em cada tratamento.
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Figura 5.2: Recuperacao de proteina para o queijo e 0 soro para cada tratamento
(n=3).

A recuperagcdo de proteina do leite para o queijo e para o soro foi

significativamente afetada pelos tratamentos, sendo que foi maior para o queijo
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CCS-B quando comparada ao queijo CCS-A sem ajuste do tempo de coagulagao.
Embora nao exista diferenga significativa entre os queijos CCS-A e CCS-A,aj, e
entre o queijo CCS-B e queijo CCS-A,aj observa-se uma clara tendéncia de maior
recuperacao de proteina quando o tempo de coagulagdo foi ajustado. Estes
resultados sugerem que no queijo com CCS alta e 0 mesmo tempo de coagulagao
que o queijo de CCS baixa, houve a formagdao de um coagulo mais fragil,
favorecendo a perda de mais proteinas para o soro. Estes resultados sao
possivelmente decorrentes do maior pH e da protedlise mais intensa do leite CCS-
A, o que dificulta a coagulagdo (POLITIS et al., 1988b). Através da anadlise da
microestrutura de géis obtidos com a adicdo de plasmina, Srinivasan e Lucey
(2002) demonstraram que com o aumento do teor de plasmina resultou na
obtengcdo de géis mais frageis, com menos interagcdes protéicas. Outros
pesquisadores também observaram a maior recuperagao de proteina para o queijo
CCS-B quanto comparado ao queijo CCS-A (AULDIST et al., 1996¢ ; BARBANO
etal., 1991).

No que diz respeito a gordura, observa-se na Figura 5.3 que n&o existiu
diferenca significativa na sua recuperagdo para o queijo e para o soro entre os
tratamentos. Neste caso, o ajuste do tempo de coagulagdo para o leite CCS-A
apresentou uma tendéncia de maior retengcdo de gordura. A gordura é o
componente de maior variagdo no leite, mesmo em animais sadios (FOX e
McSWEENEY, 1998). No caso do leite com CCS alta, alguns autores observaram
aumento no teor de gordura (COONEY et al.,, 2000; MACHADO et al., 2000;
SHUSTER et al., 1991) e outros observaram sua redugao (AULDIST et al., 1996c¢;
LEAVITT et al., 1982; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b), indicando mais uma
grande variabilidade deste componente que pode ser, segundo Ma et al. (2000),

decorrente da redugao do volume do leite produzido por vacas com mastite.
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Figura 5.3: Recuperacéo de gordura para o queijo e o soro para cada tratamento
(n=3).

Nestes experimentos, o leite CCS-A apresentou, em média 3,8 + 0,2% de
gordura, teor maior que o leite CCS-B que apresentou em média 3,5 £ 0,5% de
gordura. O aumento do teor de gordura do leite se da n&do pelo aumento do
numero de globulos, mas pelo aumento do tamanho dos glébulos de gordura
(KING JOL, 1957; WIKING et al., 2004), os quais podem ser mais facilmente
retidos pela matriz protéica. Desta forma, comparando o queijo CCS-B e CCS-A
(Figura 5.3), apesar de ndo haver diferenca significativa observa se uma tendéncia
de maior perda no soro CCS-A. Entretanto, quando se compara o queijo CCS-B
com CCS-A,aj existe uma tendéncia de menor perda de gordura para o soro CCS-
A,aj, possivelmente porque as interagcdes protéicas aumentaram com o aumento
do tempo de coagulagdo, favorecendo a retencdo dos globulos de gordura

maiores.
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A Figura 5.4 apresenta a recuperagao de lactose para o queijo e para o
soro, para cada tratamento.
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Figura 5.4:. Recuperagao de lactose para o queijo e o soro para cada tratamento
(n=3).

Quanto a lactose, os tratamentos afetaram significativamente sua
recuperacgao para o queijo e para o soro, sendo que a recuperagao foi maior para
os queijos de CCS alta. Este resultado acompanhou a tendéncia observada de
maior retencdo de umidade nos queijos com CCS alta (Tabela 5.3). A lactose € um
componente soluvel (FOX e McSWEENEY, 1998) e seu teor no queijo depende da
quantidade de agua retida pelo coagulo. Segundo Furtado e Wolfschoon Pombo
(1979), a recuperagao da lactose pelo queijo Prato aumentou com a elevacgao do
teor de umidade dos queijos.
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Tabela 5.5 Rendimento queijeiro e desvio padrdo dos processos (n=3).

Caracteristicas Queijo CCS-B  Queijo CCS-A Queijo CCS-A,aj
Rendimento (%) 9,2°+0,8 10°+ 0,1 10,4°+ 0,6
Rendimento ajustado (%) 9% + 1 9,5°+0,4 10,12+ 0,6
Rendimento em base seca (%) 457 + 2 457 + 2 477 + 3

Valores com mesma letra na linha nao diferiram significativamente entre si (p < 0,05).

A despeito da maior recuperagcdo de proteina para o queijo CCS-B,
observa-se na Tabela 5.5 que isto ndo se traduziu em maior rendimento queijeiro,
uma vez que nao se obteve diferenca significativa de rendimento entre os
tratamentos. Na verdade, observou-se uma tendéncia de maior rendimento para o
queijo de CCS alta e tempo de coagulagao ajustado. Este resultado difere do
apresentado em diversos estudos (ALl et al., 1980; AULDIST et al., 1996c;
BARBANO et al., 1991; KLEI et al., 1998; LEAVITT et al., 1982; MATIOLI et al.,
2000; MITCHELL et al., 1986b; POLITIS e NG-KWAI-HANG, 1988b; ROGERS,
1987; ROGERS e MITCHELL, 1994) que demonstraram a diminuicdo do
rendimento queijeiro quando se utilizou leite CCS-A. O rendimento depende da
transicdo dos componentes sélidos do leite para o queijo, especialmente, proteina
e gordura (LUCEY e KELLY, 1994). Os resultados deste trabalho sugerem que a
alteragao da composicao do leite, neste caso maior teor de gordura do leite CCS-A
e o comportamento durante o processo de fabricagdo, neste caso a menor
sinérese do coagulo com CCS alta podem compensar a menor recuperagao de
proteina do leite CCS-A para o queijo, ndo comprometendo o rendimento. Cabe
ressaltar que os queijos CCS-A e CCS-A,aj apresentaram 46% e 44,9% de
umidade (Tabela 5.3), respectivamente, valores que estdo dentro da legislagcao
que estabelece entre 36 e 45,9% na portaria 146/96 (LERAYER et al., 2002.), mas
que sao superiores a 42%, indicado por Furtado e Lourengo neto (1994) para o

queijo Prato.
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5.5 Efeito do tratamento sobre a maturagcao do queijo Prato

Os dados completos para o comportamento do pH, da umidade e os indices
de extensao e profundidade de maturagéo ao longo do tempo, para a média dos 3

processamentos sdo apresentados no anexo 2.

A Tabela 5.6 apresenta o efeito do tratamento, do tempo, bem como a
interacdo destes fatores sobre o pH, a umidade e os indices de extensao e de

profundidade de maturagao dos queijos.

Tabela 5.6 Resumo de analise de variancia (ANOVA). Efeito dos tratamentos, do
tempo e da interagao tratamentoXtempo sobre pH, umidade, indice de extenséo e
de profundidade de maturacdo dos queijos (n=3).

Valores de p
Fatores GL pH Umidade IEM IPM
Tratamento 2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Tempo 5 <0,0001 0,9973 <0,0001 <0,0001
TratamentoxTempo 10 0,9559 1 0,9669 0,8875

p <0,05.

Observa se nesta tabela que os tratamentos afetaram significativamente o
pH, a umidade, os indices de extensao e de profundidade dos queijos. Observa-se
na figura 5.5, que apresenta o efeito do tratamento para cada parametro avaliado,
que o queijo CCS-B apresentou, em média, valores menores de pH, umidade, IEM
e IPM, enquanto o queijo CCS-A apresentou, em média, os maiores valores para
as mesmas caracteristicas. Para estes mesmos parametros, o queijo CCS-A,aj

apresentou valores intermediarios.
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Figuras 5.5: Efeito dos tratamentos sobre o pH (a), a umidade (b) e os indices de

extenséo (c) e profundidade (d) de maturagao do queijo Prato (n=3).

Observa-se na Tabela 5.6, que o tempo de maturagdo afetou
significativamente o pH, o IEM e o IPM, os quais aumentaram ao longo do tempo,
conforme pode se observar nas Figuras 5.6 e 5.7, respectivamente. Segundo Fox
(1993) a protedlise participa da maturagdo dos queijos e caracteriza-se pelas
reacdes primarias e secundarias o que se reflete no aumento do IEM e IPM,
respectivamente. Consequentemente, a degradacdo dos pequenos peptideos
libera compostos aminos mais simples e se traduz pelo aumento do pH. Apds
ativacdo do sistema plasmina, Kalit et al., (2002) mostraram um aumento dos
indices de extensao e profundidade de maturagdo para o queijo Podravec obtido
a partir do leite com CCS acima de 500.000cél/mL. Cooney et al. (2000) afirmaram
que a protedlise aumentou ao longo do tempo e foi sempre maior para os queijos

CCS-A, resultados estes que estdo de acordo com os obtidos neste trabalho
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indicando maior protedlise. O teor de umidade dos queijos nao foi afetado pelo
tempo para todos os tratamentos, o que significa que cada queijo apresentou um

teor de solidos constante ao longo do tempo de maturagao.

pH

5 12 19 26 33 40

Tempo de maturacao (dias)

Figuras 5.6: Efeito do tempo de maturagéo sobre o pH do queijo Prato (n=3).
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Figuras 5.7: Efeito do tempo de maturagdo sobre os indices de extenséo e de

profundidade de maturagao do queijo Prato (n=3).

61



E importante observar que a interagdo entre os tratamentos e o tempo de
maturacdo nao afetou significativamente o pH, a umidade e os indices de
extensao e de profundidade de maturacdo. Isto equivale a dizer que a maturagao
evoluiu de forma semelhante para todos os queijos, independentemente do

tratamento.

Os dados completos para o comportamento da firmeza, elasticidade e
coesividade ao longo do tempo, para a média dos 3 experimentos sao

apresentados no anexo 3.

Tabela 5.7 Resumo de analise de variancia (ANOVA). Efeito do tratamento, do
tempo e da interagao tratamentoXtempo sobre o perfil de textura do queijo Prato
durante a maturacado (n=3).

Valores de p
Fatores GL Firmeza Elasticidade Coesividade
Tratamento 2 0,0007 0,0022 0,0001
Tempo 5 <0,0001 0,0864 0,4958
TratamentoxTempo 10 0,9991 0,9946 0,9549

b < 0,05.

Observa-se na Tabela 5.7 que apresenta o efeito do tratamento, do tempo,
bem como a interacédo destes fatores sobre o perfil de textura dos queijos, que a
firmeza, a elasticidade e a coesividade foram significativamente afetadas pelos
tratamentos. Estes resultados estdo em concordancia com os apresentados por
Rogers (1987) que afirmou que os queijos com CCS alta apresentaram defeito

fisico e sensorial de textura.

A Figura 5.8 apresenta os valores médios da firmeza, da elasticidade e da

coesividade para cada tratamento.
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Figuras 5.8: Efeito dos tratamentos sobre a firmeza (a), elasticidade (b) e

coesividade (c) do queijo Prato (n=3).

No que diz respeito a firmeza, observa-se na Figura 5.8 que os queijos
CCS-B e CCS-A,aj nao diferiram significativamente entre si, enquanto o queijo de
CCS-A apresentou a menor firmeza. Comparando-se com os dados da Figura 5.5,
observa-se que este queijo foi 0 que apresentou também maior umidade e maior
protedlise, fatores que séo, possivelmente, responsaveis pela menor firmeza do
produto. Este comportamento foi também observado por Mitchell et al. (1986b)
que analisaram o perfil de textura de queijo Cheddar e observaram uma
diminuicdo da firmeza do queijo com o aumento da CCS do leite. Além disso,
Grandisson e Ford (1986) também demonstraram uma correlagao negativa entre a
CCS e a firmeza do queijo. Quando a firmeza foi avaliada sensorialmente, Rogers
e Mitchell (1994) descreveram uma depreciacdo das notas de firmeza com o

aumento de CCS. Froeder Arcuri et al. (1990) observaram a mesma tendéncia

63



para as notas de corpo e textura para o queijo Prato fabricados a partir de leite

com mais de 500.000 cél/mL.

Quanto a elasticidade, ou seja, a capacidade do queijo de voltar a sua
forma original apds ter sido comprimido, observou-se que o queijo CCS-B diferiu
significativamente do queijo CCS-A, porém nao diferiu do queijo CCS-A,aj. Os
queijos com CCS alta ndo diferem significativamente entre si. Observa-se na
Figura 5.8 que o queijo CCS-B apresentou, em média, o maior valor de
elasticidade, enquanto o queijo CCS-A apresentou o menor. Através da analise
instrumental, Grandisson e Ford (1986) demonstraram uma correlagdo negativa
entre a CCS e a elasticidade do queijo, o qual foi comprovado sensorialmente por
Rogers e Mitchell (1994) com a depreciagdo das notas de elasticidade para

queijos com CCS alta.

Em relacdo a coesividade, ou seja a capacidade do queijo ser deformado
antes da ruptura, observa-se na Figura 5.8, que o queijo de CCS baixa diferiu
significativamente dos queijos CCS-A e CCS-A,aj, os quais nao diferiram entre si.
O queijo CCS-B apresentou, em média, valor maior de coesividade enquanto o

queijo CCS-A apresentou o menor valor.

Estes diferentes comportamentos de firmeza, elasticidade e coesividade
encontrados nos queijos obtidos a partir de leite CCS-A podem ser devidos as
alteragdes da composi¢ao dos queijos CCS-A. Na verdade, observou-se que os
queijos com CCS alta apresentam tendéncia de maior umidade. Segundo Fox e
McSweeney (1998), o aumento do teor de umidade no queijo € responsavel pela
diminuicao da firmeza, da elasticidade e pelo aumento da plasticidade do produto.
Também, os queijos obtidos a partir de leite CCS-A apresentaram indices de
protedlises maiores do que o queijo CCS-B. A degradagao das ligagdes inter- e
intra-moleculares se traduz pela diminui¢do da elasticidade do queijo. Assim, as

alteragdes encontradas anteriormente que afetaram a matriz protéica e a
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composic¢ao do produto foram provavelmente responsaveis pelos diferentes perfis

de textura observados.

Além do efeito dos tratamentos sobre o perfil de textura, observa-se na
Tabela 5.7 que o tempo de maturagdo afetou significativamente a firmeza dos
queijos, a qual diminuiu ao longo do tempo. A diminuicdo da firmeza do queijo
Prato durante a maturagao € usual e foi também observada por Spadoti (2003) e
Schultz (2003)
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Figura. 5.9: Efeito do tempo de maturacao sobre a firmeza do queijo Prato (n=3).

O tempo de maturagdo nao afetou a elasticidade e a coesividade dos
queijos. Além do mais, a interagdo entre tratamento e tempo n&o afetou
significativamente nenhum parametro de textura do produto, ou seja, os
resultad’os mostraram que a firmeza, a elasticidade e a coesividade evoluiram de

maneira semelhante durante a maturagao, independentemente do tratamento.
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5.6 Anadlise do perfil eletroforético das amostras dos leites usados e

dos soros e queijos obtidos

A Figura 5.10 apresenta o perfil eletroforético em gel SDS-PAGE das
amostras dos leites usados nos processos e dos soros obtidos para cada

tratamento.

Soro albumina boving ——p S s — —

Caseinas—p[ — i y -~

B-lactoglobuling —p s e --
a-lactalbumina —

T c— S——

Figura. 5.10: Perfil eletroforético de amostras de leites e soros em gel SDS-PAGE.
Amostras: (1) leite CCS-B, (2) leite CCS-A, (3) soro CCS-B, (4) soro CCS-A, (5)
soro CCS-A,aj, (6) Padréao.

A migracdo em gel SDS-PAGE permitiu a separacdo das proteinas das
amostras dos leites e dos soros em funcdo do peso molecular. As bandas
correspondentes a soro-albumina bovina, as caseinas, e a B-lactoglobulina foram
identificadas para as amostras dos leites e dos soros. A banda caracteristica da
a-lactalbumina foi somente detectada para as amostras dos soros. As analises
por densitometria das bandas de mesmo peso molecular permitiu comparar
quantitativamente as proteinas de amostras de mesmo tipo. A Tabela 5.8
apresenta os valores de densidade Otpica obtidos para as bandas
correspondentes as proteinas identificadas de cada amostra: soro-albumina
bovina, caseinas, p-lactoglobulina e a-lactalbumina para as amostras dos leites e

dos soros.
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Tabela 5.8 Densidade 6ptica das proteinas das amostras dos leites e dos soros.

Leite Soro
Proteinas CCS-B CCS-A CCS-B CCS-A CCS-A,q]
Soro-albumina 0,018 0,026 0,055 0,077 0,073
bovina
Caseinas 0,105 0,091 0,020 0,028 0,026
B-lactoglobulina 0,053 0,057 0,118 0,122 0,120
a-lactalbumina - - 0,029 0,033 0,032

DO: counts/pixel.

A DO indica a intensidade do sinal emitido pela fragdo protéica, quanto
maior a DO, maior a concentragdo. O leite CCS-A apresenta concentragao maior
para a soro-albumina bovina, menor para as caseinas e levemente maior para a 3-
lactoglobulina. A maior concentragdo de soro-albumina bovina no leite CCS-A
deve-se possivelmente a mastite, que provoca a alteragdo da permeabilidade
vascular e a destruicdo do epitélio mamario e propicia maior passagem das
proteinas do sangue para o leite, como ja foi observado por Ali et al. (1980);
Kitchen et al. (1980); Politis et al. (1989a); Poutrel et al. (1983); Rogers et al;
(1989a); Shuster et al. (1991). A diminuicdo da concentracdo de caseinas é
associado ao aumento de CCS (LEAVITT et al., 1982; ROGERS e MITCHELL,
1994), pois ha decréscimo da sintese protéica pela glandula mamaria e aumento
da protedlise no leite CCS-A. Em relagdo a B-lactoglobulina, os leites CCS-A e
CCS-B apresentaram concentracdes similares. Esses resultados sdo semelhantes
aos obtidos por Verdi et al. (1987), em que as concentragdes de B-lactoglobulina
nao foram influenciadas pelo nivel de CCS. Segundo Rogers (1987) a
concentragdo de B-lactoglobulina apresenta diminuigao significativa somente em

leite com mais de 1.000.000 cél/mL.

Os soros com CCS alta apresentaram maiores concentragcdes de soro-
albumina bovina e de caseinas, enquanto as concentragbes de p-lactoglobulina e

de o-lactalbumina permaneceram similares. O leite CCS-A apresentou maior
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contragdo de soro-albumina bovina, a qual ndo é incorporada no queijo, e
consequentemente encontra-se maior no soro CCS-A. No que diz respeito as
caseinas, o aumento da sua concentracdo nos soros CCS-A deve-se
possivelmente, a sua menor incorporagdo no queijo. O leite CCS-A apresentou
maior pH durante o processo de fabricagao o que dificultou a etapa de coagulagao
provocando maior perda das caseinas para o soro. Quanto as B-lactoglobulina e
a-lactalbumina, os soros apresentaram concentragdes semelhantes. Da mesma
forma que foi discutido para a soro-albumina bovina, a B-lactoglobulina e a a-
lactalbumina ndo sdo recuperadas no queijo e portanto apresentaram valores

constantes no soro, ja que nao houve diferenga entre os leite CCS-B e CCS-A.
A Figura 5.11 apresenta o perfil eletroforético em gel Urea-PAGE das

amostras dos queijos CCS-B, CCS-A, CCS-A,aj apo6s 5, 26 e 40 dias de

maturacao.
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Figura. 5.11: Perfil eletroforético de amostras de queijo em gel Urea-PAGE.
Amostras: (1), (4) e (7) queijo CCS-B; (2), (5), (8) queijo CCS-A; (3), (6) e (9)
queijo CCS-A,a].
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A migracdo em gel Urea-PAGE permitiu a separagao das caseinas em
funcdo das suas cargas. As bandas correspondentes as os1- € B-caseinas foram
identificadas para todas as amostras dos queijos. As analises por densitometria
otica das bandas permitiram comparar quantitativamente as proteinas de mesmo
peso molecular. A Tabela 5.9 apresenta os valores de densidade Optica obtidos
para as bandas correspondentes as os1- € B-caseinas das amostras dos queijos

apos 5, 26 e 40 dias de fabricagao.

Tabela 5.9 Densidade 6ptica das as¢- € B-caseinas das amostras de queijos.

as1-caseinas -caseinas
5dias 26 dias 40 dias 5 dias 26 dias 40 dias
CCS-B 0,426 0,249 0,134 0,471 0,369 0,298
CCS-A 0,182 0,153 0,065 0,284 0,233 0,223
CCS-A,aj 0,409 0,157 0,113 0,348 0,276 0,233

DO: counts/pixel.

Todos os queijos apresentaram diminuicdo da concentragdo de os1- € f-
caseinas ao longo do tempo. O queijo CCS-B apresenta sempre maior
concentragéo de as1- € B-caseinas do que o queijo CCS-A,aj, seguido pelo CCS-A.
Estes resultados sugerem que os queijos com CCS alta apresentaram protedlise
mais intensa do que o queijo CCS-B. Isto pode ser devido a maior quantidade de
plasmina no leite CCS-A e da sua maior atividade, ja que estes queijos
apresentaram maior pH. A comparagao dos queijos obtidos a partir de leite CCS-A
indica que o queijo CCS-A apresenta menor concentragao de as1- € f-caseinas do
que o queijo CCS-A,aj. O queijo CCS-A possui possivelmente uma matriz protéica
menos compacta pois foi obtido sem ajustar o tempo de coagulacéo. Isto facilita o
acesso das enzimas proteolitica aos sitios de hidrdlise, o que se traduz por uma
degradacgao maior das proteinas e se reflete pelas menores concentragdes de as1-

e B-caseinas do queijo CCS-A.
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Quando se compara os indices de extensao e profundidade de maturacéo,
a degradacao protéica, medida pela eletroforese, e a firmeza dos queijos, observa-
se a interdependéncia dos resultados. O queijo que apresentou mais intensa
protedlise, maior degradacao as¢- € B-caseinas e menor firmeza foi o produzido
com CCS alta, sem ajuste do tempo de coagulagdo, seguido do queijo com CCS

alta e tempo de coagulagao ajustado e do queijo de CCS baixa.
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6. Conclusoes

Com o aumento da contagem de CCS do leite verificou-se a redug¢do do teor de

proteina verdadeira e 0 aumento do teor de nitrogénio nao protéico;

O tratamento afetou o comportamento do pH durante o processo de fabricagao do
queijo Prato. Os queijos fabricados com leite de CCS alta, com e sem ajuste do
tempo de coagulagdo, apresentaram maior pH durante todo o processo de

fabricacao;

Os queijos com CCS alta, com e sem ajuste do tempo de coagulagio,

apresentaram protedlise mais intensa do que o queijo com CCS baixa;

A recuperacdo de proteinas foi maior para o queijo com CCS baixa quando

comparado ao queijo com CCS alta, sem ajuste do tempo de coagulagéo;

A recuperacao da lactose foi maior para os queijos com CCS alta, independente

do tempo de coagulagéo;

A contagem de CCS e o tempo de coagulagdo nao afetaram significativamente o

rendimento dos queijos;

Os tratamentos afetaram o pH, a umidade, os indices de extensao e profundidade
de maturacdo dos queijos. O queijo com CCS baixa apresentou menores pH,
umidade, e indices de extensao e profundidade de maturagao, seguido do queijo

com CCS alta e tempo de coagulagao ajustado e do queijo de CCS alta.
Os tratamentos afetaram a firmeza, a elasticidade e a coesividade dos queijos. O

queijo de CCS alta sem ajuste do tempo de coagulagao apresentou menor firmeza

que os demais. O queijo de CCS baixa apresentou maior elasticidade que o queijo
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de CCS alta sem ajuste do tempo de coagulagdo. O queijo de CCS baixa

apresentou maior coesividade que os demais;

Para todos os queijos, a firmeza diminuiu significativamente durante a maturagéo;

Os queijos com CCS alta com e sem ajuste do tempo de coagulagao

apresentaram protedlise mais intensa das fragdes asi- € B-caseinas ao longo do

tempo.
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Analise individua da CCS e da composic¢ao do leite para sele¢do das vacas

Foram ordenhados 42 vacas, a composicao do leite e a CCS foram
avaliadas(Tabela 1) e os animais foram selecionados conforme tabelas 2 e 3 para
a obtencgao de leite com CCS alta e baixa.

Tabela 1: Avaliacao individual da composicédo e da CCS dos leites.

Amostra |Brinco |% gordura|% proteina % lactose |% solidos totais [CCS (1.000 cél/mL)

1 563 4,5700 2,8800 4,3400 12,8200 647
2 567 3,2200 2,8000 4,0400 10,9000 415
3 566 3,3200 2,5300 4,1600 10,9700 289
4 342 2,8200 2,4300 3,9500 10,0700 947
5 572 3,9500 2,9600 4,3500 12,2600 1464
6 565 3,8900 2,7400 4,3200 11,9800 647
7 361 6,6000 3,8100 3,7400 14,6800 841
8 579 4,3100 3,4700 4,4800 13,2300 2466
9 575 5,1900 3,0000 3,8600 12,8000 447
10 559 4,8800 2,7500 4,4200 13,1500 52
11 21 3,5000 3,1000 4,1300 11,5500 1712
12 530 3,6900 3,0300 4,4200 12,1500 3609
13 475 5,3200 3,1500 3,9700 13,2100 338
14 546 3,56300 2,9800 4,4400 11,9800 1200
15 570 3,6200 2,7400 3,9100 11,0600 310
16 568 3,8800 2,7000 4,3300 11,9500 2120
17 560 2,6500 2,5900 4,1200 10,2800 369
18 498 4,1400 3,2000 3,9900 12,0700 504
19 542 3,9300 3,2200 4,6000 12,8200 215
20 543 3,2900 3,4000 4,4800 12,1200 417
21 531 3,7800 2,9200 4,5000 12,2800 161
22 536 3,8400 3,4000 4,6200 12,9100 357
23 555 3,0500 2,9000 4,4800 11,4800 588
24 523 3,3400 2,6700 4,4300 11,5200 496
25 376 3,2100 2,8200 4,4000 11,4700 771
27 556 3,9600 3,4000 4,5500 12,9300 265
28 564 3,1400 3,0300 4,6800 11,9900 132
29 411 3,2100 2,8500 4,0900 11,0100 146
30 450 4,5800 2,4800 4,3000 12,4500 27
31 569 2,3500 2,5200 4,0200 9,7600 107
32 535 2,8700 2,8900 4,5300 11,3700 271
33 534 3,3700 2,8800 4,5400 11,8900 109
34 512 3,1200 2,7400 4,6600 11,7300 362
35 580 3,9700 2,7900 4,1600 11,8500 94
36 548 2,8600 3,0100 4,4700 11,3700 200
37 540 2,4100 3,4600 4,6000 11,4500 455
38 532 2,5900 2,6200 4,4700 10,7900 181
39 474 2,2700 2,5900 4,2300 10,0600 44
40 581 2,7700 2,8700 4,4800 11,1700 94
41 478 3,0600 2,6100 4,1100 10,6900 13
42 465 3,9600 2,4800 4,1600 11,6000 269
43 Tanque 3,4200 2,8600 4,3200 11,5800 420
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Tabela 2: Selecao das vacas — CCS baixa.

Selecgdo de vacas - CCS baixa

Brinco | Producéo (L) | % gordura | % Proteina|CCS (1.000 cél/mL)
512 15 3,1200 2,7400 362
543 13 3,2900 3,4000 417
478 5 3,0600 2,6100 13
542 11 3,9300 3,2200 215
564 12 3,1400 3,0300 132
56 3,32 3,04 265,45

Tabela 3: Selecdo das vacas — CCS alta

Selegao de vacas - CCS alta

Brinco | Producgao (L) | % gordura | % Proteina|CCS (1.000 cél/mL)
546 7,0 3,56300 2,9800 1200
568 13,0 3,8800 2,7000 2120
540 7,0 2,4100 3,4600 455
555 13,2 3,0500 2,9000 588
579 13,0 4,3100 3,4700 2466
53,2 3,54 3,07 1393,62

86




ANEXO 2

87



5,60
5,55 /\/
5,50 A

5,45 Pl T —e—CCS-B
5,40  =——u" . . . —=—CCS-A
Py —a—CCS-A 3

5,35
5,30 w
5,25

5,20

pH

5 12 19 26 33 40

Tempo de maturagao (dias)

Figura 6.1: Comportamento médio do pH ao longo da maturacdo para os

diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.2: Comportamento médio da umidade ao longo da maturagdo para os

diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.3: Comportamento médio do indice de extensdo de maturagdo ao longo

do tempo para os diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.4: Comportamento médio do indice de profundidade de maturagédo ao

longo do tempo para os diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.5: Comportamento médio da firmeza do queijo Prato durante a

maturacéo para os diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.6: Comportamento médio da elasticidade do queijo Prato durante a

maturagao para os diferentes tratamentos (n=3).
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Figura 6.7: Comportamento médio da coesividade do queijo Prato durante a

maturacgao para os diferentes tratamentos (n=3).
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