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1 INTRODUCAO GERAL

A qualidade insatisfatoria do leite produzido no Brasil € um problema cronico,
de dificil solucdo, em que fatores de ordem social, econémica, cultural e até mesmo
climatica estdo envolvidos, porém o leite ndo tem recebido a devida atencdo no campo
politico, apesar do seu importante papel na alimentacdo da populacdo (ZENI et al.,
2013).

O leite, devido a disponibilidade de nutrientes, € um alimento vulneravel as
alteraces fisico-quimicas e deterioracdo por microrganismos que encontram condi¢oes
favoraveis para multiplicacio (CATAO et al., 2001; ZOCCHE et al., 2002; SANTIAGO
et al., 2011; SILVEIRA & BERTAGNOLLI, 2014). Dois grupos de microrganismos
merecem destaque na contaminacdo do leite: os microrganismos denominados nao
patogénicos, que alteram as propriedades do leite pelo aumento da acidez ou pela
producdo de enzimas, e 0s patogénicos, responsaveis por toxi-infeccGes alimentares e
que podem estar presentes no leite cru (MORAES et al., 2005).

A refrigeracdo do leite cru, por periodos prolongados, na fonte de producdo ou
na industria, pode comprometer sua qualidade, considerando a possibilidade de selecdo
de bactérias psicrotréficas (PINTO et al., 2006). O nimero de bactérias psicrotréficas
presentes no leite cru esta relacionado as condi¢6es higiénicas da producéo e ao tempo e
a temperatura em que o leite € armazenado (SANTOS et al., 2013).

A presenca e a multiplicagdo de microrganismos ou de enzimas sobre o0s
componentes lacteos podem promover alteracbes no leite, comprometendo sua
qualidade. Esses defeitos incluem, ainda, sabores e aromas indesejaveis, limitam a
durabilidade e interferem nos processos tecnoldgicos, reduzindo o rendimento.
Consequentemente sdo gerados problemas de ordem econdmica e de salde publica
(ACURI et al, 2006).

O iogurte € o produto obtido da fermentacdo &cido lactica, adicionado de
cultivos protossimbioticos de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus e
Lactobacillus delbrueckii  subsp. bulgaricus. Sua producdo tem como parametros
microbiologicos a verifiagdo e a contagem de coliformes totais e termotolerantes,
bolores, leveduras e a enumeracao de bactérias &cido laticas viaveis (BRASIL, 2007).

A alegacdo para produtos contendo probidticos deve indicar a espécie do

microrganismo (probiotico) presente que contribui para o equilibrio da microbiota
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intestinal. Também deve ser declarado que o consumo do produto deve estar associado
a uma alimentacdo equilibrada e a habitos de vida saudaveis. Os microrganismos dos
cultivos utilizados devem ser viaveis e ativos e estar em concentracao igual ou superior
a 107 UFC/g no produto final e durante seu prazo de validade, e a acidez deve estar
entre 0,6 e 1,59 de &cido lactico/100g (BRASIL, 2007).

Os conhecimentos gerados a respeito da influéncia de longos periodos de
armazenagem apos 0 processamento sobre o0s iogurtes tém sido extremamente
importantes para que se possam obter informacBGes sobre sua vida de prateleira,
demonstrar caracteristicas fisicas, quimicas ou sensoriais aceitaveis para 0 consumo e
determinar a viabilidade das bactérias laticas (PEREZ et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da refrigeragdo nas caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas do leite e do iogurte.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a qualidade do leite cru em funcéo do tempo de refrigeracao de zero, 24,
48 e 72 horas de estocagem através do pH, acidez titulavel, rendimento de massa,
viscosidade e crescimento de microrganismos psicrotroficos.

Identificar os parametros de qualidade dos iogurtes processados com leite
refrigerado através da cinética de fermentacdo e das analises de pH, acidez titulavel,
viscosidade, crescimento de microrganismos psicrotréficos e viabilidade de bactérias
laticas durante o armazenamento por 1, 8, 15 22 e 29 dias.

Avaliar o teor de proteinas, lipideos, cinzas, matéria seca e analise de
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho no oitavo dia ap6s a elaboragdo

dos iogurtes.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Métodos de Conservacdo do Leite

Os métodos de conservacdo sdo fundamentais para diminuir, ou até mesmo
eliminar, os microrganismos deterioradores do leite, proporcionando melhor qualidade
nutricional ao produto, maior vida de prateleira e maior seguranca alimentar aos
consumidores (MENEZES et al., 2014).

A microfiltracdo é uma técnica ndo térmica de processamento do leite fluido que
utiliza membranas para concentracdo e/ou separacdo de certos constituintes do leite e
tem por base a permeabilidade seletiva de um ou mais constituintes através da
membrana (CHERYAN, 1998). A microfiltracdo, seguida da pasteurizacdo, pode ser
uma alternativa para prolongar a vida de prateleira do leite pela remocdo de
microrganismos e células somaticas presentes no leite cru (ANTUNES, 2014).

A pasteurizacdo lenta (Low Temperature and Long Time - LTLT) consiste no
aquecimento do leite a temperatura de 62°C a 65°C por 30 minutos (TRONCO, 2010).
A pasteurizagdo rapida HTST (High Temperature and Short Time) consiste no
aquecimento do leite a temperatura de 72°C a 75°C por 15 a 20 segundos. Ambas as
pasteurizacGes sdo seguidas de refrigeracdo com temperatura de saida do leite ndo
superior a 4°C (BRASIL, 2011). O leite UHT (Ultra High Temperature) ou UAT (Ultra
Alta Temperatura) é obtido pelo processo de Temperatura Ultra Alta de Pasteurizacao.
O Leite é homogeneizado e submetido a uma temperatura de 130°C a 150°C, entre 2 e 4
segundos, e imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C (TRONCO,
2010).

A liofilizacdo é um processo de conservacdo de produtos bioldgicos, isento de
conservantes ou produtos quimicos, em que o leite é congelado e submetido a baixa
pressdo (alto vacuo), fazendo com que a agua dos produtos, que foi transformada em
gelo, sublime, ou seja, passe diretamente do estado sélido para o gasoso. O resultado
final € um produto com uma estrutura porosa livre de umidade e capaz de ser
reconstituido pela simples adicdo de agua (ANVISA, 1988). A liofilizacdo € uma
técnica  de conservacgdo superior as demais, por preservar as caracteristicas do produto
de modo particular, fato que nem sempre acontece nas demais técnicas. A

decomposicdo térmica e a perda de volateis sdo reduzidas significativamente,
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preservando, assim, caracteristicas essenciais de um alimento (TERRONI et al., 2012).

A alta pressdo hidrostatica (APH) é um método de pasteurizacdo a frio de
produtos lacteos, que utiliza pressdes de 400 MPa a 600 MPa, por periodos de 1 a 5
minutos, com o objetivo de prolongar a vida de prateleira e reduzir o numero de
patdgenos. Este método ndo altera o sabor do produto, nem a textura ou o valor
nutricional, mas a pressao elevada pode causar alguns efeitos sobre as caracteristicas do
leite, como reducdo do tamanho das micelas de gordura, desnaturacéo de proteina do
soro do leite, aumento da solubilidade do célcio e mudanca de cor (BRODY et al.,
2007; MENEZES et al., 2014 ).

A refrigeracdo é um método de conservacdo em que, pela reducdo da
temperatura de um alimento, é possivel reduzir a velocidade de suas transformacoes
microbiolodgicas e bioquimicas, prolongando assim sua vida util (TOLEDO, 1991). A
refrigeracdo evita o crescimento de microrganismos termofilos e de muitos mesofilos
(FRANCO, 1996). Os microrganismos psicrofilos e psicrotroficos multiplicam-se bem
em alimentos refrigerados, sendo os principais agentes de deterioracdo de leite, carnes,
pescado, ovos e frangos (FRANCO, 2002).

4.2 Refrigeracao do Leite

A refrigeracdo do leite, logo apds a ordenha, visa a diminuir a multiplicacdo
microbiana e garante a qualidade do leite cru e, consequentemente, dos seus derivados,
sendo sua eficiéncia maximizada se associada a outros fatores, especialmente de ordem
higiénica (SANTOS et al., 2013). Recomenda-se que, na segunda hora ap6s a ordenha,
a temperatura deve ser de 4°C (BRASIL, 2011). Quanto mais rapidamente a temperatura
do leite for reduzida, melhor serd o tempo de conservacdo, sendo que a refrigeracdo nédo
elimina os microrganismos, apenas diminui sua velocidade de multiplicacdo (RIBEIRO
& CARVALHO, 2007).

A refrigeracdo do leite na propriedade rural e no tanque comunitario pode atingir
uma temperatura maxima de 7°C e, no estabelecimento processador, a temperatura
méaxima de recebimento pode ser de 10°C (BRASIL, 2011). Segundo Martins et al.
(2003), mesmo nas temperaturas de refrigeracdo propostas pela legislagdo brasileira
para a conservacdo do leite no estabelecimento industrial, pode ocorrer perda de
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qualidade da matéria-prima se um controle efetivo de contaminacdo inicial ndo for
realizado.

A refrigeracdo do leite por periodos prolongados (acima de 48 horas) favorece o
desenvolvimento da microbiota psicrotréfica, capaz de se desenvolver em temperatura
de refrigeracdo, independentemente da temperatura 6tima de multiplicacdo (COUSIN,
1982). A instrucdo normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011, estabelece que o tempo
transcorrido entre a ordenha inicial e o recebimento no estabelecimento que vai
beneficia-lo (pasteurizacdo, esterilizacdo etc.) deve ser de no méaximo 48 horas,
recomendando-se como ideal um periodo de tempo nédo superior a 24 horas.

A refrigeracdo do leite reduz os custos operacionais de producéo, incluindo sua
deterioracdo por atividade acidificante de bactérias mesofilicas, podendo ocasionar
problemas tecnoldgicos associados a atividade de enzimas proteoliticas e lipoliticas de
bactérias psicrotroficas (PINTO et al., 2006). Devido a esses fatores, hd grande
necessidade de associar a refrigeracdo com as boas praticas de obtencéo e manipulago
para evitar ou monitorar a contaminagdo inicial do leite por microrganismos
psicrotroficos (SANTOS et al., 2013).

4.3 Microrganismos Deterioradores do Leite

A disponibilidade de nutrientes no leite, a alta atividade de agua e o pH préximo
da neutralidade tornam o meio extremamente favordvel ao crescimento microbiano
(ARCURI et al., 2006). Os principais microrganismos que contaminam o leite s&o as
bactérias. Os virus, fungos e leveduras tém participacdo reduzida (BRITO et al., 2002).

Os microrganismos contaminantes do leite sdo distribuidos em trés grupos
principais de acordo com a temperatura de crescimento: os mesoéfilos, que se
multiplicam rapidamente quando o leite ndo é armazenado sob refrigeracdo; os
termofilicos, que sobrevivem a pasteurizacdo (62°C a 65°C por 30 minutos ou a 72°C a
75°C por 15 a 20 segundos); e os psicrotréficos, que se multiplicam em temperaturas
baixas (7°C ou menos) (BRITO & BRITO, 2001).

As bactérias mesofilas constituem um grupo importante por incluir a maioria
dos microrganismos acidificantes. Elas sdo capazes de se multiplicar entre 10°C e 45°C,
sendo a temperatura ideal em torno de 30°C a 40°C, podendo atingir altas contagens

guando o leite € mantido em temperatura ambiente (JAY, 2005).
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As bactérias mesofilas que mais se destacam s@o os lactobacilos, estreptococos,
lactococos e coliformes, que podem se multiplicar rapidamente no leite, principalmente
nos meses mais quentes do ano (CORTEZ & CORTEZ, 2008). Segundo Brito et al.
(2002), estas bactérias fermentam a lactose, produzindo &cido latico e outros acidos
organicos, causando a acidez do leite. As condi¢cbes que favorecem o desenvolvimento
da acidez sdo a falta de higiene no manuseio do leite, principalmente o uso de utensilios
que ndo estdo adequadamente limpos, e a falta de refrigeracdo ou refrigeracédo
ineficiente (CEMPIRKOVA, 2007).

Os principais microrganismos do grupo dos coliformes compreendem aqueles
classificados nos géneros Escherichia, Enterobacter e Klebsiella. A principal fonte
desses microrganismos é o trato intestinal dos animais. Embora sejam considerados
indicadores de contaminacdo fecal, ha alguns que existem no ambiente. NUmeros
elevados de coliformes no leite cru indicam falta de higiene na ordenha, limpeza
inadequada de equipamentos de ordenha ou de utensilios que entram em contato com o
leite e &gua contaminada (BRITO, 2010).

Existe um grande nimero de agentes de doencas infecciosas que podem ser
transmitidas ao homem pelo leite. Os patdgenos mais importantes atualmente sdo
Salmonela, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica e Staphylococcus aureus. A Escherichia coli O157:H7 e a Listeria
monocytogenes sdo bactérias recentemente identificadas como patégenos do leite.
Apesar de causarem relativamente poucos surtos de doenca, tém recebido grande
atencdo devido a severidade e natureza letal das doengas (BRITO, 2010).

Os microrganismos termofilos sdo aqueles que ndo apenas sobrevivem em
temperaturas relativamente altas, mas necessitam delas para seu crescimento e
atividades metabolicas. Os géneros Bacillus, Clostridium e Thermoanaerobacterium
contém os termofilos de maior importancia em alimentos. A temperatura 6tima de
crescimento dos 11 termofilos esta em torno de 50°C a 60°C. As bactérias termofilicas
dos géneros Streptococcus e Lactobacillus sobrevivem a pasteurizacéo de 63°C por 30
minutos ou 72°C por 15 segundos (JAY, 2005).

A alta contagem de bactérias termofilicas estd associada com deficiéncias
crénicas ou persistentes de limpeza dos equipamentos de ordenha, ou de tetos sujos com
lama ou outras sujeiras do solo. Indica também possibilidade de rachadura nos

componentes de borracha ou presenga de depositos chamados de pedras de leite nas



20

tubulacbes dos equipamentos de ordenha. Como esses microrganismos sobrevivem a
pasteurizacdo, podem causar problemas na vida de prateleira do leite, principalmente se
as bactérias termofilicas forem também psicrotroficas (BRITO, 2010).

Os psicrotroficos sdo microrganismos capazes de se multiplicar em baixas
temperaturas (< 7°C), embora a temperatura 6tima de crescimento seja maior no prazo
de 7 a 10 dias, independentemente da temperatura Otima (COLLINS, 1981). Suas
principais fontes séo solo, poeira, ar, &gua, vegetacao e fezes (SHAH, 1994).

4.4 Microrganismos Psicrotroficos em Leite e Derivados

Os microrganismos psicrotréficos pertencem a um subgrupo dos mésofilos, pois
conseguem sobreviver em temperatura ambiente, e, apesar de se multiplicarem em
alimentos refrigerados, crescem melhor nas temperaturas da faixa mesofila (SILVA et
al., 2007).

Essas bactérias podem alcancar niveis elevados em condi¢bes higiénicas
precarias e/ou com elevado numero de células somaticas, podendo atingir 90% da
populacdo bacteriana total, em condi¢Ges adequadas iniciais, representa menos de 10%
da microbiota total (SAMARZIJA et al., 2012).

A atividade metabolica das bactérias psicrotroficas resulta em alteragdes
bioquimicas nos constituintes do leite, que diminuem a vida de prateleira dos produtos
lacteos (ARCURI et al., 2008). Os principais géneros isolados, em estudos conduzidos
em paises de clima temperado, sdo constituidos por bactérias gram-negativas e gram-
positivas, que sdo: Pseudomonas, Flavobacterium e Alcaligenes (gram-negativas);
Clostridium, Microbacterium, Streptococcus, Corynebacterium, Arthrobacter e Bacillus
(gram-positivas). Bactérias patogénicas como Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocoliticae e algumas estirpes de Bacillus cereus isoladas do leite também sdo
psicrotroficas e foram associadas a intoxicages alimentares apds consumo de leite ou
produtos lacteos (SHAH, 1994; SORHOUG & STEPANIAK, 1997).

Muitas bactérias psicrotréficas sdo capazes de produzir enzimas extracelulares,
sendo as proteases e as lipases as mais importantes em relacéo a deterioracdo de leite e
produtos lacteos e, em menor importancia, as fosfolipases e outras enzimas metabdlicas
(LAW, 1979; ARCURI, 2004). Segundo Lopez-Fandifio (1993), as proteases presentes

no leite refrigerado podem ser naturais ou produzidas por psicrotréficos, sendo a
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plasmina a protease natural do leite mais comum. O género da Pseudomonas ssp.
pertence ao grupo dos psicrotroficos proteoliticos, sendo a Pseudomonas fluorescens a
espécie mais comum (LAW, 1979).

A atividade proteolitica dos psicrotroficos tem como consequéncia a estimulagéo
do crescimento de bactérias &cido lacticas em leite. Este estimulo ocorre porque as
bactérias acido lacticas podem utilizar peptideos aminoécidos que se acumulam pela
acdo dos psicrotroficos (SHAH, 1994). As proteases degradam preferencialmente k-
caseina, seguido da B-caseina ¢ a-caseina. A k-caseina € importante na estabilidade da
micela de caseina e sua degradacdo pode resultar na coagulacdo do leite (ADAMS et al.,
1975).

A atividade lipolitica de origem microbiana é principalmente devida a bactérias
psicrotroficas (CASTBERG, 1992). A lipase pode hidrolisar os triglicerideos, o0s
fosfolipideos, monoglicerideos e ésteres sintéticos, atribuindo sabor e odor de ranco,
sab3o e oxidado ou metalico (ORDONEZ et al., 2005).

4.5 Qualidade do Leite e Derivados sob Refrigeracéo

A qualidade do leite € um dos maiores problemas da cadeia do leite no Brasil,
interferindo negativamente na producéo e rendimento de derivados (SANTOS, 2007). A
Instrucdo Normativa n° 62 de 2011 determina padrdes de qualidade no estabelecimento
industrial quanto a estrutura fisica, equipamentos e utensilios de ordenha, definindo
medidas de higienizagdo das instalagOes, armazenamento e transporte. Estabelece
critérios para o controle da sanidade do rebanho, impd&e condicdes higiénico-sanitarias e
ainda especifica procedimentos e requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos para a
obtencdo de matéria-prima de qualidade.

De acordo com Instrucdo Normativa 62/2011, o leite considerado normal deve
apresentar teor de gordura minimo de 3 ¢/100g, acidez titulavel entre 0,14 e 0,18 g
acido/100mL, densidade relativa a 15°C entre 1,028 g/mL e 1,033 g/mL, extrato seco
desengordurado  minimo de 8,4 g/100g, indice crioscopico entre -0,512°C e -
0,531°C, e proteina, minimo de 2,9 g/100g.

Para que o leite cru seja considerado de boa qualidade, deve apresentar baixa
carga bacteriana, auséncia de microrganismos patogénicos, reduzida contagem de

células somaéticas e auséncia de residuos de substancias quimicas (SANTQOS, 2007).
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A estocagem refrigerada do leite cru por longos periodos de tempo afeta
negativamente a qualidade do leite e de derivados em decorréncia do desenvolvimento
dos microrganismos psicrotroficos (NORBERNG et al. 2010). A deficiéncia na cadeia
de frios no Brasil tem sido responsavel pela reducdo do tempo de vida atil do leite
pasteurizado e sua respectiva deterioracdo. Um aumento de 2°C na temperatura de
armazenagem pode gerar uma reducdo de 50% na estabilidade do leite pasteurizado
durante o prazo de validade (PETRUS et al., 2010).

QUADRO 1 - Requisitos da contagem padrdo em placas e contagem de células
somaticas do leite refrigerado a serem avaliados pela Rede Brasileira de Laboratorios de
Controle da Qualidade do Leite.

indice medido (por
propriedade rural ou
por tanque
comunitario)

Contagem Padrdo em
Placas (CPP), expressa
em UFC/mL (minimo de Maximo de 3,0 x 10° Méaximo de 1,0 x 10°
01 anélise mensal, com
média geometrica sobre
periodo de 03 meses)
Contagem de Células
Somaticas (CCS),
expressa em  CS/mL
(minimo de 01 analise
mensal, com  média
geomeétrica sobre periodo
de 03 meses)
Temperatura maxima de conservacdo do leite: 7°C na propriedade rural/ Tanque
comunitario e 10°C no estabelecimento processador.
Fonte: Adaptado de Brasil (2011).

A partir de 01.7.2014 até
30.6.2016 Regibes: S/ SE/
CO

A partir de 01.7.2016
Regides: S/ SE/ CO

Maximo de 5,0 x 10° Maximo de 4,0 x 10°

Lima et al. (2014) observaram crescimento de psicrotroficos da ordem de 10°% a
10° UFC/g em iogurte enriquecido com grdos sob refrigeracdo por 96 horas de
armazenamento. Reis et al. (2013) verificaram presenca de psicrotroficos em derivados
lacteos (iogurte, coalhada e bebida lactea fermentada) com contagens médias de 4,7
UFCl/g, 2,0 UFC/g e 4,0 UFC/mL respectivamente.

A qualidade do leite também pode ser influenciada pela velocidade do
resfriamento, agitacdo e tempo de armazenagem. O leite refrigerado por longos periodos

pode sofrer dissociagdo do complexo das caseinas, diminui¢do do tamanho das micelas
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e solubilizacdo do célcio, que podem gerar dificuldades no processo de coagulacdo do
leite e fabricacdo de queijos. As alteragdes na fase lipidica ocorrem via cristalizagao dos
triglicerideos, rompimento e alteracdo da membrana dos glébulos de gordura, retragéo
com perda da estabilidade da emulsdo e sua aglomeracdo. Consequentemente ocorre
formacdo de uma camada espessa de creme ou de grumos de gordura no leite,
facilitando acéo das lipases naturais e consequente alteracdo do sabor e odor do leite
(LOURENCO-NETO, 1998).

4.6 Infra Vermelho

A regido do espectro correspondente ao infravermelho compreende a radiagéo
com numeros de onda no intervalo de, aproximadamente, 12800 a 10 cm™, e pode ser
dividida em infravermelho préximo (NIR — do inglés, Near Infrared), médio (MIR — do
inglés, Middle Infrared) e distante (FIR — do inglés, Far Infrared). A Tabela 1 apresenta
os limites aproximados para cada regido (SKOOG et al., 2002).

TABELA 1 - Limites aproximados para as regides do Infravermelho.

Intervalo de Regido em Regido de
Regido namero de onda ( comprimento de frequéncia (v) —
v) — (cm?) onda (A) — (nm) (H2)
Proximo 3,8x10"%a1,2x
(NIR) 12800 - 4000 780 - 2500 104
14
Médio (MIR) 4000 - 200 2500 - 5000 1.2x10° a6,0x
10
Distante 3,8x10%a3,0x
(FIR) 200 - 10 5000 - 100000 1o

Fonte: Skoog et al. ( 2002).

A analise de composicao por meio de equipamentos de infravermelho (V) é um
método de exame pratico e economicamente vidvel, com possibilidade de se analisar um
grande nimero de amostras em um curto intervalo de tempo (BARBANO & CLARK,
1989). A vantagem de utilizar as analises por infravermelho proximo - Near Infrared
(NIR) em relacdo aos métodos tradicionais esta na analise multipla dos constituintes, no
periodo maximo de um minuto por amostra, menor necessidade de mao de obra, rapidez
e, portanto, menor custo variavel, além de ndo ser poluente por ndo utilizar produtos
quimicos ou reagentes (AMORIM, 1996).
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Esse método permite avaliar diversos fatores, sendo possivel obter boas
calibracdes do sistema NIR para andlises de nitrogénio foliar (MEYER, 1999). Na &rea
de nutricdo de plantas, o sistema NIR pode ser usado na determinagdo dos teores de
nutrientes em folhas de cana-de-acicar (SANTOS et al., 2010) e também de nitrogénio
em folhas de trigo (LIMA et al., 2008). Brandelero (2010) utilizou a espectrometria por
infravermelho proximo para detectar niveis de macro e micronutrientes em material
vegetativo de povoamentos florestais homogéneos de Eucalyptus grandis.

O principio do uso da espectroscopia no infravermelho para a analise do leite foi
proposto, primeiramente, por Goulden, do Instituto Nacional de pesquisas em Industrias
de Laticinios, localizado em Londres. Goulden desenvolveu um instrumento
denominado IRMA (Infrared Milk Analyser) e, a partir de entdo, consideraveis
melhorias tém sido feitas nos analisadores de infravermelho para a analise de
composicao do leite (HARDING, 1995).
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CAPITULO |

INFLUENCIA DO TEMPO DE ESTOCAGEM DO LEITE
NAS CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DE

IOGURTES NATURAIS
RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar o efeito da refrigeracdo do leite durante zero, 24, 48 e 72
horas de estocagem sobre a qualidade de iogurtes naturais durante o 1°, 8°, 15°, 22° e
29° dias de armazenamento. Amostras de leite cru refrigerado foram coletadas no Setor
de Bovinocultura de Leite do IF Goiano, localizado na cidade de Rio Verde-GO, e
transportadas ao Laboratério de Produtos de Origem Animal para andlises de acidez
titulavel, pH, viscosidade, rendimento de massa e crescimento de microrganismos
psicrotroficos, nos tempos de zero, 24, 48 e 72 horas, nos iogurtes produzidos do leite
refrigerado, tendo sido avaliados a cinética de fermentacdo, pH, acidez titulavel,
viscosidade, crescimento de microrganismos psicrotréficos e viabilidade de bactérias
lacticas durante o armazenamento. No oitavo dia, foram feitas as analises de proteinas,
lipideos, cinzas, matéria seca e espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho.
O leite cru refrigerado apresentou baixa acidez titdlavel para todos os tempos de
refrigeracdo e pH acima de 6,8. A viscosidade do leite teve aumento acentuado
relacionado diretamente ao crescimento das bactérias psicrotroficas, que,
eventualmente, influenciaram no rendimento de massa do leite, que foi maior no leite
estocado por zero hora. No iogurte, a cinética da fermentacao foi menor para os iogurtes
produzidos com o leite estocado por 24 e 72 horas e maior para o0s iogurtes produzidos
com o leite estocado por zero e 48 horas. A acidez titulavel e o pH foram inversamente
proporcionais, no entanto, o iogurte produzido com o leite de 24 horas de estocagem
apresentou maior acidez titulavel durante todo o periodo de armazenamento e menor
pH a partir do vigésimo segundo ao vigésimo nono dia de armazenamento. A
viscosidade apresentou variagdo do primeiro ao vigésimo segundo dia de
armazenamento, porém, queda do vigésimo segundo ao vigésimo nono dia de
armazenamento para todos os tempos de estocagem do leite. As bactérias lacticas
apresentaram reducdo durante os 29 dias de armazenamento, mas foram superiores a 10’
UFC/mL, favorecendo a funcdo probidtica dos iogurtes. Na composi¢do centesimal do
iogurte, a matéria seca variou de 11,28 a 12,90%, a cinza apresentou variacao de 0,78 a
0,85 %, a proteina variou de 3,33 a 3,47% e a gordura, de 3,32 4,50%. Os valores
encontrados estdo de acordo com a legislacdo. Na avaliacdo do infravermelho,
observou-se que existem grupos polares, carbono hidrogénio e alceno.

Palavras-chave: bactérias psicrotroficas, refrigeracéo, probidtico.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of the milk refrigeration during storage time for
zero, 24, 48, and 72 hours on the quality of natural yoghurt at the 1%, 8", 15" 22" and
29" days of storage. Samples of refrigerated raw milk were collected in Cattle sector of
Milk of Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia Goiano (IF) (Federal
Institute of Education, Science, and Technology of Goias), Campus Rio Verde, Goias
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State (GO), Brazil, and taken to Laboratério de Produtos de Origem Animal
(Laboratory of Animal Products) to make the analyzes of titratable acidity, pH,
viscosity, mass yield, and growth of psychrotrophic microorganisms at time zero, 24,
48, and 72 hours; Kkinetic fermentation, pH, titratable acidity, viscosity, growth of
psychrotrophic microorganisms and viability of lactic acid bacteria during the storage
were evaluated in yoghurt produced from refrigerated milk; and, on the eighth day,
analyzes of proteins, lipids, ash, dry matter, and absorption spectroscopy were made in
the infrared region. The refrigerated raw milk showed low titratable acidity for all
cooling times and pH rate above 6.8. The milk viscosity had sharp increase related
directly to the growth of psychotropic bacteria; these bacteria eventually affected the
milk mass yield, which was higher in stored milk for zero time. In yoghurt, the
fermentation kinetics was lower for yoghurt produced with milk stored for 24 and 72
hours, and higher for yoghurts produced with milk stored during zero time and 48
hours. The titratable acidity and pH were inversely proportional; however, yogurt made
from milk stored for 24 hours showed higher titratable acidity and pH throughout the
storage period and lower pH from twenty-second to twenty-ninth day of storage. The
viscosity presented change from the first to the twenty-second day of storage; however,
it decreased from the twenty-second to the twenty-ninth day of storage for all storage
times of milk. The lactic acid bacteria were reduced during 29 days of storage, but were
higher than 107 Colony Forming Units (CFU)/mL, favoring the function of probiotic
yoghurt. In the percentage composition of the yoghurt, the dry matter (DM) ranged from
11.28 to 12.90%, ash varied by 0.78 to 0.85%, protein ranged from 3.33 to 3.47%, and
fat ranged from 3.32 to 4.50%; the found values are in accordance with the legislation.
In infrared evaluation, it was observed that there are polar groups, hydrogen carbon, and
alkene.

Keywords: psychotropic bacteria, cooling, probiotic.

1 INTRODUCAO

O leite é altamente nutritivo e importante na dieta humana, porém é um
excelente meio de cultura para os microrganismos (ZENI et al., 2013). E praticamente
impossivel a obtencdo de leite livre de microrganismos contaminantes, sendo definidos
0s numeros aceitaveis de microrganismos com base nas alteragdes que eles causam no
leite e derivados (BRITO & BRITO, 2001).

Alguns fatores podem influenciar na taxa de contaminagdo microbiana do leite,
entre eles: o estado de saude e higiene das vacas leiteiras; a higiene do ambiente onde as
vacas estdo alojadas e sdo ordenhadas; os metodos de preparacdo do Ubere e técnicas de
ordenha; os métodos utilizados para a limpeza e a desinfeccdo dos equipamentos de
ordenha e tanque de leite; a higiene dos trabalhadores; além do bindmio
tempo/temperatura (CEMPIRKOVA, 2007).
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A presenca de agentes antimicrobianos no leite, em pequenas quantidades, tem
causado problemas na industria de laticinios, tais como: coagulacdo inadequada do leite
e maturacdo impropria de queijos; diminuicdo de acidez e producéo de flavour durante a
manufatura de manteiga e produtos similares; diminui¢do do crescimento de fermento
lacteo; e mascaramento/alteracdo de resultados em testes de controle de qualidade
(MARTH & ELLICKSON, 1959). Padrdes microbiol6gicos como contagem bacteriana
total (CBT), contagem de bactérias psicrotroficas e contagem de células somaticas
(CCS) sdo relevantes, pois refletirdo o processo e a qualidade do produto (MENDES et
al., 2014).

De acordo com Barbano et al. (1984), presenca de mastite pode influenciar na
elaboracdo de queijos semiduros, promovendo diminui¢do no rendimento industrial,
que pode chegar a 4%, ou seja, uma perda final de até 400 kg de queijo para cada
100.000 litros de leite processado, se for considerado o rendimento médio de 1 kg de
queijo para cada 10 litros de leite utilizado com mastite bovina.

A qualidade do leite pode ser mantida pelo controle da contaminacao do leite por
microrganismos psicrotroficos, do desenvolvimento, producdo e atividade de enzimas
deterioradoras (MARTINS et al., 2005; MARTINS, 2007; JONGHE et al., 2011;
BRANDAO et al., 2013). Associar refrigeracio a boas praticas de obtencdo e
manipulagdo pode evitar ou monitorar a contaminacdo inicial do leite por
microrganismos psicrotréficos (SANTOS et al., 2013), porém a refrigeracdo do leite
cru, por periodos prolongados, na fonte de producao ou na industria, pode comprometer
sua qualidade (PINTO et al., 2006). No momento do processamento, esses
microrganismos tém influéncia significativa na vida util, qualidade sensorial,
deterioracdo e rendimentos dos derivados lacteos (SAMARZIJA et al., 2012).

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a qualidade do leite cru refrigerado nos
tempos de zero, 24, 48 e 72 horas de armazenamento quanto a acidez titulavel, pH,
crescimento de bactérias psicrotroficas e rendimento de massa, além de desenvolver um
iogurte e determinar as caracteristicas fisico-quimicas e o crescimento de bactérias

psicrotroficas e de bactérias acido lacticas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta das amostras
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A pesquisa foi conduzida de maio a junho de 2015. Amostras de leite cru
refrigerado foram coletadas no Setor de Bovinocultura de Leite do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde (IF Goiano), localizado
na cidade de Rio Verde, GO.

O leite utilizado no experimento foi o da primeira ordenha apos a lavagem do
tanque de armazenamento. Foram coletados 28 litros de leite, que, no momento da
coleta, estava com temperatura de aproximadamente 2°C. Estas amostras de leite foram
transportadas em vasilhame plastico sanitizado para o Laboratorio de Produtos de
Origem Animal do IF Goiano, tendo sido acondicionadas em diferentes recipientes.
Cada recipiente continha 6 litros de leite, constituindo os tempos de estocagem do leite
zero, 24, 48 e 72 horas. O leite de zero hora foi imediatamente submetido as anélises e
feita a producdo de iogurte natural. Para as andlises, foi utilizados um litro de leite e,
para a producdo do iogurte, seis litros, em trés repeticbes, sendo que cada repeticao
utilizava dois 2 litros de leite. Os demais recipientes contendo o leite in natura foram
estocados sob refrigeracdo a temperatura de 4°C +1°C até as respectivas horas (24
horas, 48 horas e 72 horas) para o processamento. Em todos os casos, foram avaliados a
qualidade do leite, 0 processamento e a qualidade dos iogurtes, conforme os tempos de

armazenamento do leite. Todas as analises foram feitas em triplicata.

2.2 Avaliacao do pH e acidez titulavel

O pH do leite foi aferido com o uso de potencidometro digital de bancada,
modelo W38 (Bel Engineering®).

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2005), com a titulacdo de 10 mL da amostra com solucdo de

hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 molar e fenolftaleina (trés gotas) como indicador.

2.3 Viscosidade

A viscosidade aparente foi determinada em viscosimetro rotativo
microprocessado Quimis®, modelo Q860M26. As amostras foram posicionadas na
altura correta do espindole, com velocidade de 50 rpm (rotagfes por minuto). O tempo

minimo de leitura foi de aproximadamente cinco minutos por amostra.
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2.4 Contagem de microrganismos psicrotroficos

Aliquotas de 25 mL da amostra de leite foram diluidas em 225 mL de
agua peptonada 0,1% (diluicdo 101), e com esta diluicdo, foram feitas diluicdes
decimais das amostras até 106. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para
placa contendo &gar padrdo para contagem (PCA). O plagueamento foi em
“spread plate” (em superficie), a amostra foi espalhada com alga de Drigalski e

incubada a 7°C por 10 dias (SILVA et al., 1997).

2.5 Rendimento em massa

Para avaliagdo do rendimento em massa, o leite foi acidificado a pH 5,7, com
adi¢ao de solucdo de acido citrico a 10% (m/v) e adi¢do de 40 uL de cloreto de calcio.
Este valor de pH foi escolhido para simular a producdo de gqueijos com pré-maturacéo

latica (coagulacdo em pH de cerca de 5,7), conforme Vasconcelos et al. (2004).

2.6 Elaboracéo do iogurte

O leite refrigerado destinado a producdo dos iogurtes naturais foi filtrado para
eliminacdo de qualquer contaminacéo fisica, homogeneizado e submetido a tratamento
térmico a temperatura de 90°C/trés minutos, com posterior abaixamento para 42°C.
Seguiu-se a adicdo do indculo contendo L. acidophilus, Bifidobacterium e S.

thermophilus, na proporc¢éo de 0,1%.

2.6.1 Fermentacao

Os iogurtes foram envasados, em condi¢cbes assépticas, em camara de fluxo
laminar sob luz ultravioleta, em embalagens de polipropileno de 250 mL de capacidade,
previamente sanitizadas e identificadas. Foram incubados em estufa (BOD Quimis®
modelo Q-315d) a temperatura de 42°C. O monitoramento da fermentag&o experimental
foi iniciado apds a adigdo do indculo até atingir pH +4,5. As medicGes de pH foram

feitas utilizando potencidmetro digital de bancada, modelo W38 (Bel Engineering®),
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em intervalos de 30 minutos cada. Apés a fermentacdo, as amostras foram

acondicionadas sob refrigeracéo a temperatura de 4°C £1°C.

2.7 Avaliacao da Qualidade dos logurtes Naturais

Os iogurtes naturais foram analisados aos 1, 8, 15, 22 e 29 dias de

armazenamento.

2.7.1 Avaliacéo do pH e acidez titulavel

Para avaliacdo do pH, foi utilizado o potencidometro digital de bancada, modelo
W38 (Bel Engineering®). Para a leitura, o eletrodo foi inserido na amostra sem tocar o
fundo e nem as laterais da embalagem contendo o iogurte.

A acidez titulavel foi determinada de acordo com a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (2005), com a titulagdo de 10 mL da amostra de iogurte com
solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 molar e fenolftaleina (trés gotas) como

indicador.

2.7.2 Viscosidade

A viscosidade aparente foi determinada em viscosimetro rotativo
microprocessado Quimis®, modelo Q860M26. As amostras foram posicionadas na
altura correta do espindole, com velocidade de 50 rpm (rota¢fes por minuto). O tempo

minimo de leitura foi de, aproximadamente, cinco minutos por amostra.

2.7.3 Contagem de bactérias laticas

Aliquotas de 25 mL da amostra foram diluidas em 225 mL de &gua
peptonada 0,1% (diluicdo 107'), e desta diluicdo, foram feitas diluicGes
decimais das amostras até 107. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para o fundo
da placa de Petri, em seguida, adicionado o meio M.R.S. Agar (KASVI®). O
plaqueamento foi “pour plate”, em triplicata, com incubacdo a 35°C por 48 horas, e

assim feitas as contagens das bactérias lacticas viaveis (UFC/mL) (MACEDO, 1997).
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2.7.4 Contagem de microrganismos psicrotréficos

Aliguotas de 25 mL da amostra foram diluidas em 225 mL de agua
peptonada 0,1% (diluicdo 101), e desta diluicdo, foram feitas diluicdes decimais
das amostras até 10°. Uma aliquota de 1 mL foi transferida para placa
contendo &gar padrdo para contagem (PCA). O plaqueamento foi em “spread
plate” (em superficie), e a amostra foi espalhada com alca de Drigalski e incubada a 7°C
por 10 dias (SILVA et al., 1997).

2.7.5 Composicao centesimal

Aos oito dias de estocagem, as amostras de iogurte foram avaliadas quanto ao
teor de matéria seca, cinza, proteinas e gordura.

A matéria seca foi obtida pelo aquecimento da amostra em estufa a 105 °C
durante 16 horas, ou até peso constante, conforme técnica descrita pelo método oficial
n°® 925.10 da AOAC International (1997).

As amostras utilizadas para analise de umidade foram aproveitadas para analise
de cinzas. As cinzas foram determinadas pela carbonizacéo total da matéria organica em
forno mufla (Bravac, M2) a 550 °C, por cerca de 10 horas, ou até obter cinzas de cor
clara, como descrito no método oficial n® 923.03 da AOAC International (1997).

Para a andlise de proteina bruta, determinou-se o nitrogénio total pelo método
de micro-Kjeldahl, segundo o método oficial n°® 960.52 da AOAC International (1997).
O nitrogénio total foi convertido em proteina bruta, utilizando o fator 5,95 (ALENCAR
& ALVARENGA, 1991). Os equipamentos utilizados foram o bloco digestor (Tecnal,
TE-0070) e o destilador de nitrogénio (Tecnal, TE-0363).

O teor de gordura foi determinado pelo método de Gerber, segundo IAL (2005).
Foram feitas a transferéncia de 10 mL de acido sulfurico para o butirdmetro, adicdo de
11 mL da amostra e 1 mL de alcool isoamilico e agitagdo cuidadosa para completa

diluicdo e centrifugagéo a (1200 £100 rpm) durante 15 minutos.

2.7.6 Analise de espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho
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As analises de infravermelho foram feitas na Central Analitica, do Instituto
Federal Goiano - Campus Rio Verde, em um espectrometro Frontier PerkinElmer, com
varredura de 650 a 4500 cm™ . Foi coletada uma amostra de cada Tratamento, cerca de

0,5 g, e colocada no leitor do aparelho.

2.8 Analise Estatistica

Os valores médios da acidez titulavel, pH, viscosidade e contagem de
psicrotréficos do leite e a viabilidade de bacterias lacticas e cinética da fermentagdo dos
iogurtes foram apresentados por meio de regressdo com o uso do Software Excel,
versdo 2007.

A influéncia do tempo de estocagem na qualidade do leite, no rendimento de
fabricacdo e na composicdo fisico-quimica dos iogurtes foi comparada pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram feitas com o uso do
Software Sisvar (FERREIRA, 2010).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores da acidez titulavel do leite cru refrigerado, Figura 1 A, foram
decrescentes durante o periodo de estocagem (zero, 24, 48 e 72 horas), mas no tempo de
48 para 72 horas, este decréscimo foi mais acentuado. A acidez titulavel do leite cru
refrigerado esteve em desacordo com a preconizada pela legislacdo vigente, que
estabelece 0,14 a 0,18 g de &cido latico/100 mL (BRASIL, 2011). Isto pode ser
atribuido a varios fatores como leite proveniente de vacas com mamite, adicdo de
substancia alcalina, estado nutricional do rebanho ou presenca de dgua. Mendes et al.
(2010), ao avaliarem acidez em leite refrigerado, descreveram que 6,20% (32 amostras)
estavam fora do padréo para essa analise em Mossord/RN. Mendonga et al. (2009), em
teste de acidez pelo método de Dornic, observaram que 20% das amostras de leite cru

estavam abaixo de 14°D.
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FIGURA 1 - Acidez titulavel (A), pH (B), viscosidade (C) e contagem de psicrotréficos
do leite refrigerado até 72 horas.

Com relagdo ao pH, houve aumento em funcdo do tempo de estocagem,
variando de 6,8 a 7,1, do tempo zero ao tempo de 24 horas, quando este aumento foi
mais acentuado. Santos & Fonseca (2007) atribuiram a faixa de pH de 6,6 a 6,8 como
normal para leite bovino. Valores superiores a 6,8 indicam mastite.

A viscosidade do leite cru refrigerado, Figura 1 C, foi crescente durante o
periodo de estocagem de zero, 24, 48 e 72 horas, sendo que, no periodo de 48 para 72
horas, o crescimento foi mais acentuado, quando comparado com 0s demais periodos.
Este fato esta relacionado ao crescimento de microrganismos psicrotroficos que, no
mesmo periodo de 48 para 72 horas, apresentou alto crescimento de bactérias
psicrotroficas.

Shirai & Masson (2010), em estudo com leite cru refrigerado durante o
armazenamento, afirmaram que a alteracdo da viscosidade pode estar correlacionada ao
aumento de microrganismos psicrotroficos. O aumento da viscosidade é decorrente da
atividade de enzimas extracelulares e termorresistentes, particularmente proteases,
produzidas por bactérias psicrotréficas contaminantes do leite antes do processamento
térmico (VIDAL-MARTINS et al., 2005; SHIRAI & MASSON, 2010).
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A viscosidade desempenha um papel importante no desenvolvimento continuo
de produtos, processos, equipamentos, manuseio e controle de qualidade, além disso,
em muitas operagdes e tratamentos, ocorrem mudangas das caracteristicas do produto,
por isso é importante conhecer como a viscosidade varia com o tratamento utilizado
(VIDAL-MARTINS et al., 2005).

A contagem dos microrganismos psicrotroficos, Figura 1 D, foi crescente até as
72 horas de estocagem. Nos periodos que se estenderam de zero a 48 horas, 0
crescimento médio de bactérias psicrotréficas foi de 1,9 logio UFC/mL no tempo zero
hora; apds 24 horas de estocagem, foi de 5,2 logio UFC/mL; e ap6s 48 horas de
estocagem, foi de 5,5 logio UFC/mL.

A contagem de psicrotréficos no leite durante os periodos de zero a 48 horas foi
de 10° UFC/mL, estando em consonancia com Hantsis-Zacharov & Halpern (2007) e
Gaucher et al. (2008), segundo os quais esta quantidade ndo interferiria na sua
qualidade, pois ambos relataram que o limite maximo de psicrotroficos no leite cru que
n&o interferiria na sua qualidade seria de até 108 UFC/mL, enquanto para Cempiirkova
& Mikulova (2009), o limite considerado de seguranga € de 5,0 x 10° UFC/mL.

Santos et al. (2013), estudando o crescimento de microrganismos psicrotréficos
em leite cru refrigerado, constataram aumento crescente da contagem desse grupo de
microrganismos a medida que aumentou o tempo de armazenamento, sendo que nos
tempos de 24, 48 e 72 horas de estocagem a 4°C, o leite apresentou valores de 0,06, 0,11
e 0,74 log UFC/mL, respectivamente. Izidoro et al. (2009), estudando a influéncia do
resfriamento marginal na multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos nos tempos
zero, 12, 24 e 48 horas de estocagem, registraram média de 3,8 log UFC/mL, no tempo
zero, e de 5,5 log UFC/mL no tempo de 48 horas.

Verifica-se que, na transicdo dos periodos de 48 para 72 horas de estocagem, a
contagem de bactérias psicrotroficas apresentou aumento acentuado quando comparada
com o0s demais periodos, com valores médios de 55 a 6,8 logioc UFC/mL,
respectivamente, mostrando que o nimero de bactérias estava acima de 6.000.000 por
mL. Segundo Zeni et al. (2013), quando o numero exceder a 5 milhdes/mL, ha um
consideravel risco de alteracBes das proteinas e da gordura do leite.

Este resultado evidencia a necessidade de um controle mais rigoroso com
relacdo ao tempo de estocagem do leite na propriedade rural, pois se o leite for

submetido a periodos de estocagem sob refrigeracdo, como o encontrado neste estudo, o
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controle de microrganismos psicrotroficos serd muito importante, visto que ird prevenir
problemas tecnoldgicos e econdémicos. A contagem inicial de microrganismos no leite
cru tem elevada importancia para a qualidade microbioldgica final da matéria-prima
(RECHE et al., 2015).

Entre os principais problemas decorrentes do alto numero de bactérias
psicrotroficas, podem ser destacados: geleificacdo do leite UAT, modificacbes na
consisténcia e textura, sabores e odores desagradaveis (nos produtos lacteos durante a
estocagem e maturacdo) e rancificacdo causada pela producdo de proteases e lipases
termorresistentes, que podem continuar atuando nos derivados lacteos mesmo apés a
pasteurizacdo rapida (HTST - High Temperature Short Time) ou o processamento a
ultra alta temperatura (UAT); e diminuigdo no rendimento industrial na producéo de
queijos e reducdo da vida de prateleira dos produtos (ALMEIDA, 1998; ORDONEZ,
2007).

O rendimento de massa do leite, Tabela 2, apresentou diferenca significativa
(p<0,05), tendo o maior rendimento sido constado no tempo zero de estocagem, que
apresentou, neste periodo, o menor crescimento de microrganismos psicrotroficos.
Segundo Lawrence (1991), a estocagem do leite pode indiretamente influenciar no
rendimento de queijos, dependendo da populagdo inicial de microrganismos
psicrotroficos, da temperatura e do periodo de estocagem.

TABELA 2 — Valores médios do rendimento em massa do leite refrigerado até 72
horas.

. Tratamentos
(0)
Parametro 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas CV (%)

Rendimento 26,88 +6,55a 23,72 +1,04b 23,71 +£0,94b 23,64 +0,99b 13,81

*Letra minGscula na linha difere significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As caracteristicas do leite tém influéncia significativa no rendimento de produtos
lacteos, sendo sua composicdo de grande importancia para a industria de laticinios
(VIOTTO, 2006). Segundo Boland (2003), o teor de sélidos totais é importante ndo
apenas para o leite comercializado na forma liquida, por afetar o valor nutricional por
unidade de volume, mas também para o leite destinado a outras formas de
processamento, como, por exemplo, no processamento de iogurte.

No processamento de iogurte, a fermentacdo se inicia quando as culturas do

iogurte convertem parte da lactose em acido latico, consequentemente, o pH diminui
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até o ponto em que a caseina se torna insolUvel e aumenta a viscosidade do leite. A
producgdo gradual de acido latico comeca por desestabilizar os complexos de caseina e
proteina do soro desnaturado por solubilizacdo do fosfato de calcio e dos citratos
(TAMIME & ROBINSON, 1991).

A fermentacdo latica consiste na conversdo anaerobica parcial de carboidratos
presentes no leite (lactose), cujo produto final principal é o &cido lactico, além de vérias
outras substancias organicas que influenciam nas caracteristicas sensoriais do iogurte. O
pH decresce pela presenca do acido lactico e provoca coagulacdo das proteinas do leite
e formacdo do coagulo utilizado na fabricacao de iogurtes e queijos (SILVA, 2007).

A Figura 2 mostra a evolucao dos valores de pH durante o periodo de incubacéo.
O tempo de incubacdo para atingir pH 4,5 foi maior para os iogurtes produzidos com o
leite de zero e 48 horas de estocagem, tendo ambos fermentado em 360 minutos; para
os iogurtes produzidos com o leite de 24 e 72 horas, a fermentacdo ocorreu em 330
minutos. Oliveira & Damin (2003) verificaram tempo de fermentagdo de 330 a 750
minutos. Frighetto et al. (2011), na cinética de fermentacdo de iogurte, relataram tempo
de fermentacdo de 240 a 270 minutos. Silva et al. (2012), avaliando o estudo do
comportamento cinético e reoldgico da fermentacdo lactica na producdo do iogurte

natural, observaram que a fermentacéo atingiu pH 4,75 no tempo de 720 minutos.

4.0 T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360

minutos

== (0 horas == 24 horas 48 horag === 72 horas

FIGURA 2 — Cinética da fermentacdo de iogurtes obtidos do leite refrigerado até 72
horas.

A acidez titulavel do iogurte durante o periodo de 29 dias de armazenamento foi

crescente, Figura 3 A, sendo que, no iogurte produzido com o leite de 24 horas de
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estocagem, a acidez foi maior durante todo o periodo de armazenamento, seguido pelo
iogurte produzido com o leite de 48 horas de estocagem. O iogurte produzido com o
leite de 72 horas apresentou acidez tituldvel crescente até o décimo quinto dia de
armazenamento, a partir dai ocorreu decréscimo da acidez titulavel até o vigésimo
segundo dia, apesar de apresentar crescimento acentuado da acidez titulavel do
vigésimo segundo dia ao vigésimo nono dia de armazenamento. O iogurte produzido
com o leite de zero hora foi crescente do primeiro até o vigésimo segundo dia, a partir
dai houve uma estabilizacdo da acidez titulavel até o vigésimo nono dia de
armazenamento.

O pH decresceu durante o periodo de 29 dias de armazenamento, Figura 3 B,
sendo inversamente proporcional a acidez titulavel. O iogurte produzido com o leite de
72 horas apresentou maior pH no oitavo, vigésimo segundo e vigésimo nono dia de
armazenamento; o iogurte produzido com o leite de 48 horas apresentou menor pH no
décimo quinto dia de armazenamento; e o iogurte produzido com o leite de 24 horas
apresentou menor pH no vigésimo segundo e vigésimo nono dias de armazenamento.

O decréscimo do pH durante o periodo de armazenamento esta relacionado a
degradacdo da lactose. Os microrganismos adicionados ao leite transformam parte da
lactose em acido latico. Por causa do meio acido, as proteinas coagulam e o iogurte
comeca a adquirir textura caracteristica (TAMIME & ROBINSON, 1991).

Kempka et al. (2008) observaram elevada acidez e baixo pH, aos 22 dias de
armazenamento, fato possivelmente relacionado a acdo do Lactobacilus acidophilus,
microrganismo conhecido pela grande capacidade de producdo de acido no meio da
fermentacdo em bebida lactea fermentada sabor péssego.

As mudancas na acidez do produto ocorrem em maior ou menor grau,
dependendo da temperatura de refrigeracdo, do tempo de armazenamento e do poder de
pos-acidificacdo das culturas utilizadas, estando também se relacionadas as mudangas
nos valores de pH (LIMA, 2011).

Os valores de acidez titulavel variaram de 0,70% a 0,87%, estando consonantes
com aqueles preconizados pela legislacdo vigente, que estabelece 0,6 a 1,5 g de &cido
latico/100g. O pH apresentou variacao de 4,02 a 4,44. Pimentel et al. (2012) relataram
valores de acidez titulavel de 1,09% a 1,27% e pH de 4,16 a 4,45, em iogurte, durante
28 dias de armazenamento. Duarte et al. (2013) verificaram valores de acidez titulavel

de 0,7% a 1,08% e pH de 4,5 a 4,2, em iogurte, durante 35 dias de armazenamento.
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FIGURA 3 — Acidez titulavel (A), pH (B), viscosidade (C) e bactérias laticas viaveis
(D) de iogurtes obtidos do leite refrigerado até 72 horas.

A viscosidade, Figura 3 C, avaliada a 50 rpm apresentou variacdo durante o
periodo de armazenamento. O iogurte produzido com o leite de zero hora apresentou
uma estabilizacdo da viscosidade do primeiro ao vigésimo segundo dia de
armazenamento, com decréscimo do vigésimo segundo dia ao vigésimo nono dia de
armazenamento, além de apresentar menor viscosidade a partir do oitavo dia de
armazenamento. O iogurte produzido com o leite de 24 horas apresentou crescimento
acentuado do primeiro ao oitavo dia de armazenamento, seguido por uma estabilizacédo
do oitavo ao vigésimo segundo dia de armazenamento, com decréscimo do vigésimo
segundo dia ao vigésimo nono dia de armazenamento, e a viscosidade do oitavo ao
vigésimo nono dia de armazenamento foi a maior entre os tratamentos.

O iogurte produzido com o leite de 48 horas apresentou crescimento do primeiro
ao vigesimo segundo dia de armazenamento, no entanto, do primeiro ao oitavo dia, 0
crescimento foi mais acentuado, com decréscimo do vigésimo segundo dia ao vigésimo
nono dia de armazenamento. No iogurte produzido com o leite de 72 horas, houve
estabilizacdo do primeiro ao oitavo dia, porém, a viscosidade foi crescente do oitavo ao

décimo quinto dia, seguido novamente por uma estabilizacdo do décimo quinto ao
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vigésimo segundo dia, por fim, um decréscimo do vigésimo segundo ao vigésimo nono
dia de armazenamento.

Estes resultados confirmam os de Silva et al. (2012) ao avaliarem o
comportamento cinético e reoldgico da fermentacdo lactica na producdo do iogurte
natural. No entanto, foram divergentes com os relatados por Cunha Neto et al. (2005)
em estudo com iogurte natural, que apresentou viscosidade crescente até o trigésimo dia
de armazenamento.

A reologia é o estudo da deformacdo dos materiais submetidos a aplicacdo de
forcas. A viscosidade é a medida da friccao interna do fluido (LEWIS, 1993). A friccédo
se torna aparente quando uma camada de fluido passa a se mover em relacdo a outra
camada. A forca necessaria para causar este movimento é denominada cisalhamento.
Portanto, fluidos de maior viscosidade requerem maior forca para 0 movimento do que
materiais menos viscosos (BROOKFIELD).

Segundo Singh & Heldman (1993), a propriedade do fluido que tem a maior
influéncia nas caracteristicas de escoamento de um produto é a viscosidade, que
descreve a magnitude da resisténcia ao escoamento devido a forcas de cisalhamento
dentro de um fluido.

Os iogurtes apresentaram viabilidade de bactérias lacticas durante todo o periodo
de 29 dias de armazenamento, Figura 3 D, e apesar da diminuicdo nas contagens, a
viabilidade da cultura probidtica se manteve superior a 10’ UFC/mL, estando em
conformidade com o estipulado pela legislacdo, que determina que 0s microrganismos
dos cultivos utilizados devem ser vidveis e ativos e estar em concentragdo igual ou
superior a 10’ UFC/g no produto final e durante o prazo de validade (BRASIL, 2007).
Os resultados confirmam os de Gallina et al. (2010) em leites fermentados, de Perez et
al. (2007) em iogurte com adicdo de biomassa de Spirulina platensis e de Duarte et al.
(2013) em iogurtes. A andlise da contagem de microrganismos psicrotréficos no iogurte
teve como objetivo a comprovacdo da eficiéncia do tratamento térmico de 90°C/trés
minutos, que se mostrou eficaz, pois ndo foi constatada presenca de microrganismos
psicrotréficos nos iogurtes produzidos com o leite de zero, 24, 48 e 72 horas de
estocagem.

Os valores de matéria seca, cinzas, proteina e gordura sdo mostrados na Tabela
3. Os resultados da matéria seca e cinzas apresentaram diferencas significativas

(p<0,05), os teores de proteina ndo diferiram entre si (p>0,05), a gordura, no entanto,
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variou significativamente (p<0,05) no iogurte produzido com o leite estocado por 72

horas.

TABELA 3 — Valores médios de matéria seca (%), cinzas (%), proteina (%) e gordura
(%) de iogurtes obtidos do leite refrigerado até 72 horas.

Parametros Tratamentos Cv

0 hora 24 horas 48 horas 72 horas (%)
Matéria Seca 11,28+0,13d 12,90+0,13a 12,34+0,11b 11,74+0,08c 0,95
Cinzas 0,82+0,11b  0,85+0,16a 0,81+0,14c 0,78+0,06d 0,15
Proteina 3,47+0,04a 3,33+0,25a  3,38%0,17a 3,410,172 5,18
Gordura 4,42+0,20a  4,41+0,21a  4,50+0,07a 3,32+0,10b 3,92

*Letra minGscula na linha difere significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O valor da matéria seca do iogurte natural foi menor que os valores relatados por
Mantovani et al. (2012), que variaram de 20,1% a 29,9% em iogurte com diferentes
concentracdes de solidos totais.

Os teores de cinzas, proteinas e gordura do presente estudo foram semelhantes
aos verificados por Mantovani et al. (2012), 0,46% a 0,9%, 3,14% a 5,89% e 3,0% a
4,0%, respectivamente. Gerhardt et al. (2013), em bebidas lacteas fermentadas,
utilizando soro de ricota e coladgeno hidrolisado, verificaram valores de gordura
menores do que 0s do presente estudo, variando de 2,90% a 3,10%, e valores de cinza e
proteina semelhantes, 0,88% a 1,06% e 2,99% a 4,44%, respectivamente.

Os resultados de cinzas, proteinas e gordura foram superiores aos relatados por
Oliveira et al. (2014) em iogurtes produzidos com tapioca (cinzas de 0,36% a 0,63%,
proteina de 1,94% a 2,92% e gordura de 1,61% a 3,13%) e aos de Costa et al. (2013)
em estudo com bebida lactea fermentada elaborada com diferentes
estabilizantes/espessantes (cinzas de 0,52% a 0,62%, proteina de 2,21% a 2,58% e
gordura de 1,47% a 1,63%).

Na avaliagdo do infravermelho, Figura 4, foram observados grupos polares tais
como -OH e —H, possivelmente em decorréncia do teor elevado de carboidratos e

proteinas (macromoléculas) presentes no iogurte.
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FIGURA 4 — Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho de iogurtes obtidos
do leite refrigerado até 72 horas.

A anélise do leite por infravermelho baseia-se na absorcdo da radiacdo por
alguns de seus componentes como gordura, proteina e lactose (BIGGS et al., 1987). A
gordura apresenta os grupos carbonilas (C=0) das ligacdes éster dos triglicerideos e 0s
grupos carbono-hidrogénio (C-H), que absorvem radiagdo no comprimento de onda de
5,7um e 3,5um, respectivamente. Os grupos amida (CONH) das ligagdes peptidicas das
proteinas absorvem radiacdo em 6,5um e os grupos hidroxila (OH) da lactose em 9,6
um (IDF, 1996). Os solidos totais podem ser obtidos pela soma do contetido de gordura,
proteina e lactose, acrescidos de uma constante de minerais ou pela absor¢do da
radiacdo no comprimento de onda 4,3 um dos grupos hidroxila (H-OH) das moléculas
de dgua. A relacdo entre a energia absorvida e a concentracdo de cada 20 componentes é
definida pela lei de Lambert Beer, que estabelece que a absorbancia é diretamente

proporcional a concentragdo do soluto (BIGGS et al., 1987).

4 CONCLUSAO

A avaliacdo da qualidade do leite cru estocado por longos periodos apresentou

acidez titulavel fora do padrdo estabelecido pela legislacdo, e fatores como leite
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proveniente de vacas com mamite, adicdo de substancia alcalina, estado nutricional do
rebanho ou presenca de agua podem ter influenciado tanto na acidez como no pH.

A viscosidade do leite estd diretamente ligada a contagem de bactérias
psicrotroficas, pois ambas apresentaram valores crescentes, mostrando que gquanto
maior a viscosidade, maior a contagem de psicrotroficos no leite. Estas bactérias
também influenciaram no rendimento de massa do leite, que foi maior no leite estocado
por zero hora.

Os resultados obtidos neste estudo servem para fornecer informacdes de alerta
aos produtores bem como aos oOrgaos de fiscalizacdo de que o leite estocado por
periodos de até 72 horas pode oferecer prejuizos econdmicos e prejudicar a salde
publica.

No iogurte, a cinética da fermentacdo apresentou menores valores para 0S
iogurtes produzidos com o leite estocado por 24 e 72 horas e maiores valores para 0s
iogurtes produzidos com o leite estocado por zero e 28 horas. A acidez titulavel,
bactérias lacticas, matéria seca, cinzas e os teores de gordura e proteina ficaram dentro
dos limites exigidos pela legislacdo brasileira. Na avaliacdo do infravermelho,

observou-se gque existem grupos polares, carbono hidrogénio e alceno.
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ANEXOS

FIGURA 5 — Envase dos iogurtes.

FIGURA 6 — Contagem de microrganismos psicrotroficos.
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FIGURA 7 — Avaliacao do rendimento.





