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RESUMO

O leite de ovelha possui caracteristicas peculiares que Ihe torna uma excelente matriz para
elaboracdo de derivados. E com isso, é de extrema importancia estabelecer métodos de
conservacdo, a fim de possibilitar aos ovinocultores alternativas que viabilizem a producdo,
tornando o volume produzido e sua qualidade viaveis para a comercializa¢do ou processamento.
Além disso, o Brasil ndo apresenta uma legislacdo especifica, sendo necessario estabelecer
normas em relacdo a conducédo do rebanho, producdo, conservacgdo e transporte para o leite de
ovelha. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar as caracteristicas fisico-
quimicas do leite de ovelha fresco, refrigerado e congelado e a influéncia dos processos de
conservacdo na elaboracdo de requeijao cremoso. Desta forma, o leite de ovelha da raca
Lacaune foi caracterizado em relacéo a diversos parametros para verificar a qualidade do leite
fresco e a influéncia dos métodos de conservacgdo ao longo do tempo de armazenamento, assim
como os produtos obtidos a partir destes leites quando submetidos a refrigeracédo (4°C) por 10
dias e ao congelamento (-29,80 °C) por 90 dias. Ainda, avaliar a influéncia das esta¢cdes do ano
(outono, inverno, primavera e verdo) na qualidade do leite. Os parametros analisados no leite
de ovelha foram gordura, proteina, cinzas, solidos totais, solidos ndo gordurosos, minerais
(sédio, potassio, célcio e magnésio), pH, lactose, acidez, estabilidade térmica, contagem de
mesofilos e psicrotroficos, atividades proteoliticas e lipoliticas, e as fragdes de proteina por
eletroforese. A massa de queijo, 0 soro e o requeijdo cremoso foram caracterizados pelas
mesmas analises fisico-quimicas anteriores, exceto acidez e lactose. Além do rendimento da
massa de queijo, foram determinadas cor instrumental e analise do perfil de textura no requeijao
cremoso. O leite de ovelha refrigerado por até 6 dias, a 4 °C, e congelado por até 90 dias, a -
29,80 °C, manteve sua qualidade fisico-quimica, fracGes proteicas, bem como as contagens
microbianas. Por outro lado, o leite refrigerado por 10 dias apresentou alteracdes, especialmente
degradacdo da k-caseina. Os metodos de conservacgéo do leite de ovelha ndo comprometeram o
rendimento da massa de queijo, mas ocorreram algumas modificacdes nos parametros fisico-
quimicos desta, do soro e do requeijdo cremoso, sendo mais evidentes nos elaborados com leite
refrigerado por 10 dias. O congelamento, independentemente do tempo, ocasionou variagdes
no perfil de textura do requeijdo. Com relagdo as estacdes do ano, estas influenciaram todos 0s
parametros avaliados para o leite de ovelha fresco, exceto lactose, acidez e cinzas. Cabe
ressaltar que os resultados obtidos nesta pesquisa podem vir a contribuir com informacdes
relevantes para a construcao de uma legislacédo especifica ao leite de ovelha no Brasil.

Palavras-chave: Estabilidade. Refrigeracdo. Congelamento. Legislacdo. Queijo Processado.






ABSTRACT

Sheep milk has peculiar characteristics that become it an excellent matrix for the elaboration of
derivatives. Therefore, it is extremely important to establish conservation methods in order to
enable the sheep farmers have alternatives for viable production, obtaining the volume
produced and its quality adequate for commercialization or processing. In addition, Brazil does
not have specific legislation, and it is necessary to establish standards regarding herd
management, production, conservation and transportation for sheep's milk. In this way, the
objective of the present study was to evaluate the physicochemical characteristics of fresh,
chilled and frozen sheep's milk and the influence of conservation processes on the elaboration
of "requeijdo cremoso". Lacaune sheep milk was characterized in relation to several parameters
to verify the quality of fresh milk and the influence of the conservation methods along the
storage time, as well as the products obtained from these milks when submitted to refrigeration
(4 °C) until 10 days and freezing (-29,8 °C) until 90 days. Also, to evaluate the influence of the
seasons of the year on milk quality. The parameters analyzed in sheep's milk were fat, protein,
ash, total solids, solids not-fat, minerals (sodium, potassium, calcium and magnesium), pH,
lactose, acidity, thermal stability, mesophilic and psychrotrophic counts, proteolytic and
lipolytic activities and protein fractions by electrophoresis. The fresh cheese, the whey and the
"requeijdo cremoso™ were characterized by the same previous physicochemical analyzes,
except for acidity and lactose. In addition to the yield of the fresh cheese, it was determined
instrumental color and texture profile analyze for "requeijdo cremoso”. Sheep milk refrigerated
for up to 6 days at 4 °C and frozen for up to 90 days at -29,8 °C, maintained its physicochemical
quality, protein fractions, as well as microbial counts, on the other hand, milk refrigerated for
10 days showed changes, especially degradation of k-casein. The methods of conservation of
sheep's milk did not compromise the yield of the fresh cheese, but there were some
modifications in the physicochemical parameters of the whey and "requeijdo cremoso”, being
more evident in those elaborated with milk refrigerated for 10 days. Freezing, regardless of the
time, caused variations in the texture profile of the "requeijao cremoso”. Regarding the seasons,
these influenced all parameters evaluated for fresh sheep's milk, except for lactose, acidity and
ashes. It should be emphasized that the results obtained in this research may contribute with
information relevant to the elaboration of legislation specific to sheep's milk in Brazil.

Keywords: Stability. Refrigeration. Freezing. Legislation. Processed Cheese.
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1 INTRODUCAO

Entre as principais espécies produtoras de leite, a ovina contribuiu em 2016 com cerca
de 1,30% da producéo total mundial de leite (FAOSTAT, 2018). A producdo de leite ovino
mais do que duplicou nos ultimos 50 anos, sendo que se a tendéncia for mantida, a possibilidade
de aumento da producdo mundial é de aproximadamente 30% até 2030. Os paises Franca,
Grécia, Itlia e Espanha destacam-se por liderar o mercado internacional de produtos lacteos
ovinos (PULINA et al., 2018).

A raca Lacaune, provinda da Franca, constituiu os primeiros rebanhos de ovinos com
aptiddo leiteira do Brasil, em 1992. Esta raca mostrou-se apta as condicdes climaticas e de
alimentacdo encontradas no Sul do Pais, visto que se assemelham com as do Pais de origem
(BRITO et al., 2006). Ainda, as ovelhas da raca Lacaune sdo conhecidas por apresentarem alto
rendimento na producdo de leite, com aproximadamente 289 L/ ovelha na Franga e 350 L/
ovelha na Espanha, correspondendo cerca de 1,80 L/dia e 2,20 L/dia, respectivamente,
considerando 160 dias de lactacdo (PULINA et al., 2018). No Brasil, em estudo realizado por
Brito et al. (2006), a producéo para a raca Lacaune correspondeu 1,30 L/dia, com 160 dias de
lactacdo, oriundos da regido serrana do Rio Grande do Sul. Desde entdo, a producdo média de
leite desta raca pode ter melhorado, visto que Bianchi et al. (2014) relataram producdo média
de aproximadamente 1,73 L/dia, ao avaliar ovelhas com 0, 60 e 120 dias de lactacdo, na regiao
oeste de Santa Catarina.

Além da raca Lacaune, outras também sdo pesquisadas quanto a producéo de leite de
ovelha no Brasil, entre elas a principal é a Santa Inés, conforme verificado nos estudos
realizados em Minas Gerais, como em Penna (2011), no qual a producdo média de leite de
ovelha para a raca Lacaune foi de 0,85 L/dia e para Santa Inés de 0,44 L/dia. Ja para as mesticas
Y% Lacaune % Santa Inés de 1,04 L/dia e ¥ Lacaune x ¥ Santa Inés de 0,98 L/dia, com no
méaximo de 168 dias de lactacdo. Ferreira et al. (2011) ao avaliarem ovelhas mesticas Santa
Inés e Lacaune x Santa Inés relataram producdo média de leite de: %2 Lacaune, 1,55 L/dia; %
Lacaune, 1,34 L/dia; e Santa Inés, 1,01 L/dia durante os quatro primeiros meses de lactacao.
Ribeiro et al. (2007) encontraram em leites de ovelha da raca Santa Inés 0,52 L/dia para as
ovelhas controle, durante 225 dias de lactacdo. No Rio Grande do Sul, Souza et al. (2005)
descreveram uma produgdo média de leite das ovelhas Corriedale de 0,41 L/dia, ao avaliar 91
dias de lactacéo.

A ovelha é capaz de produzir, em um menor periodo de lactagdo, uma maior quantidade

de sdlidos por litro de leite (HAENLEIN, 2007), caracteristica relevante para producéo de
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derivados lacteos e um fator positivo em relagcdo ao volume produzido. Neste sentido, destaca-
se a concentragdo de proteinas, gorduras, vitaminas e minerais em teores mais elevados quando
comparados aos leites de outras espécies (PARK et al., 2007; MILANI; WENDORFF, 2011;
BALTHAZAR et al., 2017), tornando os produtos obtidos a partir de leite de ovelha atrativos,
especialmente devido ao apelo de suas propriedades nutricionais e sensoriais
(RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018).

Segundo Masoodi e Shafi (2010) e Albenzio et al. (2016), o leite de ovelha poderia
fornecer para criangas e adultos a maioria dos nutrientes essenciais, além de que, por possuir
similaridade de 99% entre as sequéncias de proteina da caseina aS1 ¢ aS2 com o leite de cabra,
pode ser considerado uma alternativa conveniente aos que possuem alergia, ja que promove
menor sensibilizacdo alérgica, em relacdo ao leite bovino.

O leite de ovelha apresenta em média 7,9% de gordura, 6,2% de proteina, 4,9% de
lactose, 0,9% de cinzas e 12% de solidos ndo gordurosos. Alem destes, possui cerca de 44
mg/100g de sddio, 136 mg/100g de potéassio, 193 mg/100g de calcio e magnésio 18 mg/100g,
entre outros minerais, e também os acidos graxos como majoritarios o palmitico (Cie:0) € oleico
(C18:1) (CHANDAN; ATTAIE; SHAHANI, 1992; ZHANG et al., 2006; PARK et al., 2007).
Os valores de pH variam entre 6,5 a 6,8, ja a acidez de 0,22% a 0,25% (PARK et al., 2007).
Sua estabilidade ao alcool estad em torno de 63% (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO,
2014% DE LA VARA et al., 2018).

Ainda, destaca-se que o leite de ovelha possui uma coloracdo branca intensa e
homogénea, sabor e aroma doce suave, textura cremosa devido a presenca de pequenos glébulos
de gordura, o que o torna mais facilmente digerivel em relacdo aos leites de outras espécies
(PARK et al., 2007; RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018). A cremosidade do
leite de ovelha se reflete nos seus derivados como manteiga e queijo (JOOYANDEH,;
ABEROUMAND, 2010), ressaltando que os derivados mais difundidos sdo queijos finos e
iogurtes (HAENLEIN; WENDORFF, 2006; ALBENZIO et al., 2015).

Considerando gue os altos niveis de proteina, gordura e calcio por unidade de caseina,
conferem ao leite de ovelha uma excelente matriz para obtencao de queijo (MOATSOU et al.,
2004; BARLOWSKA et al., 2011), esta matéria-prima se torna interessante para ser utilizada
na elaboracdo do requeijdo cremoso e agregar valor ao leite de ovelha. Contudo, entre outros
fatores, a sazonalidade da producéo, em detrimento ao ciclo de reproducéo das ovelhas (BRITO
et al., 2006; ALBENZIO et al., 2016; PULINA et al., 2018), torna o volume de leite um fator
limitante para sua industrializacdo. Assim, estabelecer os métodos de conservacéo do leite de

ovelha é de extrema importancia, possibilitando aos ovinocultores alternativas que facilitem a
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sua producdo, tornando o volume produzido viavel para a comercializagdo ou elaboracdo de
produtos.

A refrigeracdo ou o congelamento por determinados periodos pode alterar as
caracteristicas do leite, especificamente pelo resfriamento, em relagdo a estabilidade proteica
devido a diminui¢do do fosfato de célcio micelar, com a consequente desintegracdo das micelas
de caseina, influenciando no rendimento da coalhada (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS,
2006). Ja o congelamento lento, pode causar a perda da estabilidade das micelas de caseina,
devido ao aumento da concentracdo de calcio, pois a medida que o leite congela, os solutos se
concentram na parte liquida (ORDONEZ et al., 2005). Assim, a floculagio e decantacio das
proteinas ocorre, enquanto que o congelamento rapido ndo afetaria a sua estabilidade
(BERGER, 2001).

Além disso, o Brasil ndo apresenta uma legislacdo especifica para o leite de ovelha,
sendo necessario estabelecer critérios em relacdo a condugdo do rebanho, producéo,
conservacdo e transporte, especialmente para o controle do desenvolvimento de micro-
organismos no leite ainda na propriedade rural. Cabe ressaltar, que as boas praticas de producédo
de leite possuem influéncia direta na qualidade da materia-prima, e pode auxiliar na manutencéo

das caracteristicas do leite que sdo essenciais para elaboracdo de seus derivados.
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2 OBJETIVOS

A seguir estdo apresentados 0s objetivos que nortearam a pesquisa.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelha fresco, refrigerado e
congelado e a influéncia destes métodos de conservacdo na elaboracdo de requeijdo cremoso.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Determinar os parametros fisico-quimicos do leite de ovelha fresco e refrigerado;
b. Selecionar o tempo de conservacgéo do leite de ovelha refrigerado a partir da contagem
microbiana de aerobios mesofilos e psicrotroficos, acidez e pH;
C. Avaliar o leite de ovelha fresco, refrigerado (6 e 10 dias) e congelado (15, 30, 45, 60,
90 dias) quanto a:
e parametros fisico-quimicos;
e estabilidade térmica determinada pela analise do alcool e coagulo no teste de ebulicéo-
COB);
e contagem total de micro-organismos aerobios meséfilos e psicrotroficos, bem como as
atividades proteolitica e lipolitica;
e fragdes de proteina a-caseina, 3-caseina e k-caseina por eletroforese.
d. Elaborar a massa de queijo por coagulacdo mista, com leite de ovelha fresco, refrigerado
(6 e 10 dias) e congelado (30, 60, 90 dias), verificando o efeito do processo de conservacao no
rendimento e nas caracteristicas fisico-quimicas da massa de queijo e do soro;
e. Comparar as caracteristicas fisico-quimicas, cor e textura dos requeijées cremosos
produzidos a partir da massa de queijo obtida com leite de ovelha fresco em relagdo as massas
de queijo onde o leite foi submetido aos processos de conservacao;
f. Avaliar a influéncia das estacdes do ano (outono, inverno, primavera, verdo) nas
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, atividades proteoliticas e lipoliticas do leite de

ovelha fresco, coletados durante a realizacdo desta pesquisa.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliogréafica aborda assuntos relevantes a pesquisa, especificamente sobre a
composicao do leite de ovelha, possiveis alteracfes fisico-quimicas e microbioldgicas apos a
conservagao por refrigeracdo e congelamento em relacéo ao leite fresco. Além disso, aborda

sobre a matriz proteica a ser utilizada na elaboragéo de massa de queijo e de requeijao cremoso.

3.1 LEITE DE OVELHA

A seguir serdo apresentadas a composicdo do leite de ovelha encontrada na literatura

gue norteiam a pesquisa.

3.1.1 Producéo do leite de ovelha

A producéo de leite de ovelha no Brasil é recente, sendo que 0s primeiros rebanhos
ovinos com aptiddo leiteira foram da raca Lacaune em 1992, oriundas da Franca (BRITO et al.,
2006). Esta raca é conhecida por possuir alto rendimento na producéo de leite, e ainda se
mostrou adaptada as condi¢es de clima e alimentacao encontradas no Sul do Pais, produzindo
em média 1,30 L/dia, com 160 dias de lactacdo, sendo que no pico de lactacdo pode produzir
até 4,50 L/dia (BRITO et al., 2006; PULINA et al., 2018). Em Santa Catarina, Bianchi et al.
(2014) relataram producdo media de leite de aproximadamente 1,73 L/dia, ao avaliar ovelhas
da raca Lacaune no periodo de 0, 60 e 120 dias de lactagéo.

Além da raca Lacaune, outras também sdo pesquisadas quanto a producédo de leite de
ovelha no Brasil, como a Corriedale com producdo média de leite de 0,41 L/dia, relatadas por
Souza et al. (2005) durante 91 dias de lactacéo.

Em Minas Gerais, a raca Santa Inés apresentou producdo média leite de 0,52 L/dia para
as ovelhas controle durante 225 dias de lactacdo (RIBEIRO et al.,2007). Penna (2011) obteve
producdo média de leite de ovelha para a raca Lacaune de 0,85 L/dia e para Santa Inés de 0,44
L/dia. Enquanto que para as mesticas %2 Lacaune ¥z Santa Inés de 1,04 L/dia e % Lacaune X ¥4
Santa Inés de 0,98 L/dia, com no maximo de 168 dias de lactacdo.

Ferreira et al. (2011) ao avaliarem ovelhas mesticas Santa Inés e Lacaune x Santa Inés
relataram producéo média de leite de: ¥ Lacaune, 1,55 L/dia; % Lacaune, 1,34 L/dia; e Santa

Inés, 1,01 L/dia durante os quatro primeiros meses de lactag&o.
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3.1.2 Composicéo quimica do leite de ovelha

Diversos estudos tém sido realizados sobre a composi¢do quimica do leite de ovelha,
sendo a gordura, a proteina e a lactose, os parametros com maior incidéncia de relatos na
literatura. Neste sentido, a seguir, estdo apresentados nos Quadros 1 e 2, de acordo com 0s
autores em ordem crescente, sdo descritas as faixas dos teores dos componentes do leite de
ovelha oriundos de diferentes racas e paises, bem como os no Brasil, em especifico da raca
Lacaune, buscando evidenciar a variabilidade que estes podem apresentar em decorréncia da
especificidade de cada fator envolvido na producdo do leite.

Quadro 1 — Composic¢édo quimica do leite de ovelha fresco encontrado na literatura internacional

Composicéo Internacionais Referéncias - Internacionais
do leite fresco
Gordura (%) 6,202 7,56 (FACCIA et al., 2015; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018;

KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; TABLA et al., 2016; DE
LA VARA et al., 2018; PALOMBA et al., 2017)

Proteina (%) 4,44 a 5,90 (ZHANG et al., 2006; NGUYEN et al., 2018; PALOMBA et al., 2017;
FACCIA et al., 2015; TABLA et al., 2016; GIROUX; VEILLETTE;
BRITTEN, 2018; KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; DE LA
VARA et al., 2018)

Lactose (%0) 4,40a5,59 (NGUYEN et al., 2018; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018;
KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; ZHANG et al., 2006;
PALOMBA et al., 2017; DE LA VARA et al., 2018)

Cinzas (%) 0,892a0,95 (KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; GIROUX;
VEILLETTE; BRITTEN, 2018)

Sélidos totais 15,18 2 18,82 (ZHANG et al., 2006; FACCIA et al., 2015; KATSIARI; VOUTSINAS;
(%) KONDYLI, 2002; DE LA VARA et al., 2018; GIROUX; VEILLETTE;
BRITTEN, 2018)

Sélidos ndo 10,21a 12,40 (ZHANG et al., 2006; FACCIA et al., 2015; KATSIARI; VOUTSINAS;

gordurosos KONDYLI, 2002; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018)
(%)
Na (mg/100g) 35,40 a 44,00 (GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018; PARK et al., 2007)
K (mg/100g) 136,00 a 151,00 (PARK et al., 2007; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018)
Ca (mg/100g) | 114,30 a 193,00 (GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018; PARK et al., 2007)
Mg (mg/100g) 18,00 a 18,40 (PARK et al., 2007; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018)

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Além dos trabalhos sobre a raca Lacaune, ha também os que relatam informacdes sobre
outras ragas, mesticas com a Lacaune ou puras. Penna (2011) relatou valores médios de
composicao do leite de ovelhas Lacaune e de Lacaune x Santa Inés de 5,47% de gordura, 5,19%
de proteina e 16,15% de solidos totais. Brito et al. (2006) encontraram em rebanhos brasileiros
de ovelha mesticas (Lacaune x Texel), valores médios de 4,46% de proteina, 4,76% de lactose,

5,79% de gordura, 16,25% solidos totais e 10,43% de sélidos ndo gordurosos. Ribeiro et al.
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(2007) apresentaram teores de 4,96% de gordura, 16,18% de sélidos totais e 11,22% de sdlidos
ndo gordurosos em leites de ovelha da raga Santa Inés.

Quadro 2 — Composi¢do quimica do leite de ovelha fresco encontrado na literatura Brasileira,
especifico para raca Lacaune

Composicdo Brasil Referéncias - Brasileiras

do leite fresco

Gordura (%) 4,40 a 9,00 (TRIBST et al., 2018; HANAUER et al., 2016; FAVA; KULKAMP-
GUERREIRO; PINTO, 2014a; REVERS et al., 2016)

Proteina (%) 5,10a5,80 (TRIBST et al., 2018; HANAUER et al., 2016; FAVA; KULKAMP-

GUERREIRQ; PINTO, 2014a; REVERS et al., 2016)

Lactose (%0) 4,44 24,90 (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; HANAUER et al.,
2016; REVERS et al., 2016)

Cinzas (%) 0,802 0,89 (REVERS et al., 2016; HANAUER et al., 2016)
Sélidos totais 17,50 a 19,59 (TRIBST et al., 2018; FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO,
(%) 2014a)
Sélidos ndo 10,96 a 12,40 (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; TRIBST et al.,
gordurosos 2018)
(%)
Na (mg/100g) 141,06 (REVERS et al., 2016)
K (mg/100g) 61,2 (REVERS et al., 2016)
Ca (mg/100g) 255,00 (REVERS et al., 2016)
Mg (mg/100g) - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

As ovelhas da raca Lacaune sdo conhecidas por possuirem alto rendimento na producgéo
de leite (PULINA et al., 2018), e podem ser utilizadas para aprimorar a producao do leite, sendo
superior as mesticas, especialmente quanto ao teor de gordura (RIBEIRO et al., 2007; PENNA,
2011; FERREIRA et al., 2011).

3.1.3 Caracteristicas dos componentes do leite de ovelha

A gordura do leite € um dos componentes mais importantes com relacdo aos custos,
caracteristicas nutricionais, sensoriais, capacidades fisicas e quimicas que sao transferidas aos
produtos lacteos. Os &cidos graxos presentes no leite de ovelha compreendem cerca de 98% de
triacilglicer6is (TAG), incluindo um grande numero de &cidos graxos esterificados
(HAENLEIN; WENDORFF, 2006; PARK, 2006).

Zhang et al. (2006) ao estudarem o leite de ovelha da raca East Fresian x Lacaune,
indicaram 18,70% de &cidos graxos de cadeia curta (Ca:o - Ci2:0), destacando-se a Cio:0 COM
6,80%, além de 36,70% de acidos graxos de cadeia média (Ci4:0 - Ci7:1), sendo que os acidos
graxos encontrados em maior quantidade foram Cis1 e Ciso, cOm 10,10% e 22,10%,
respectivamente. Enquanto que nos 39,40% de acidos graxos de cadeia longa (> Cig:0), 0S mais

abundantes foram Cig:0 € Cis:1ciso, COM 12,20% e 17,70%, respectivamente. Além disso, o leite
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de ovelha apresentou 7,10% de &cidos graxos poliinsaturados, 23,20% monoinsaturados,
64,60% saturados e 1,10% de &cido linoleico conjugado, com um total de 95% de &cidos graxos.

Em relacdo as proteinas do leite de ovelha, estas sdo constituidas de grupos heterogéneos
em termos de composicdo e propriedades, sdo divididas em caseina (principal grupo de
proteinas) e proteinas de soro de leite, fragdes em menor grau (DARIO et al., 2008). O leite de
ovelha possui em sua composicao diversas proteinas especificas, destacando-se a caseina, com
seu complexo micelar constituido por submicelas de aS1-caseina (6,7%), aS2-caseina (22,8%),
B-caseina (61,6%) e k-caseina (8,9%) (HAENLEIN; WENDORFF, 2006; SELVAGGI et al.,
2014). A heterogeneidade das caseinas é determinada pela presenca de variantes genéticas ou
por outros fatores, como nivel de fosforilacdo discreto, variacdo no grau de glicosilagdo da
fracdo de caseina e da coexisténcia de proteinas com diferentes comprimentos de cadeia (PARK
et al., 2007).

O teor de lactose estéa relacionado com a sua producao pelas células alveolares, pois este
constituinte e responsavel pela presséo osmotica do leite. No inicio e fim da lactacdo apresenta
baixo teor, enquanto que no pico da lactacdo apresenta teores mais elevados (NOBLE et al.,
2002), sendo pouco influenciado pelos fatores nutricionais. Assim, a lactose € o parametro
menos variavel entre os componentes do leite de ovelha (CHEN; LEWIS; GRANDISON,
2014).

Os elementos minerais mais abundantes do leite de ovelha séo calcio (Ca), fosforo
(P), potassio (K), sddio (Na) e magnésio (Mg); zinco (Zn), ferro (Fe), cobre (Cu) e manganés
(Mn) sdo elementos-tracos. Os niveis de Ca, P, Mg, Zn e Cu s@o maiores no leite de ovelha do
que no leite bovino, no qual o oposto é observado para o K e Na (PARK et al., 2007). O
conteddo mineral do leite de ovelha ndo é constante e pode ser influenciado por inGmeros
fatores como, estagio da lactacdo, condicdo nutricional do animal, fatores genéticos e do meio
ambiente devido as diferencas em alimentacéo e variacdes sazonais (PARK; CHUKWU, 1988;
PARK et al., 2007).

3.1.4 Fracdes de proteina do leite de ovelha

O leite de ovelha possui valor elevado de caseina de 4,2 a 5,2 g/100 g e proteinas do
soro de leite de 1,02 a 1,3 g/100 g (DARIO et al., 2008). A porc¢éo de caseina do leite de ovelha
é de cerca de 80% de proteina total do leite (PARK et al., 2007) e tem um grande impacto sobre

seu valor nutricional e tecnoldgico. Neste sentido, é de extrema importancia avaliar o
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comportamento das fracGes de caseina durante os processos de conservacdo (DARIO et al.,
2008).

A eletroforese € um método relacionado a migracdo de particulas carregadas em um
determinado meio, através de uma diferenca de potencial, sendo a mobilidade eletroforética da
molécula ou particula carregada influenciada, entre outros fatores, pela carga, pela massa
molecular e pela concentracdo da mesma (WESTERMEIER; MAROUGA, 2005). Assim, a
eletroforese permite a separacdo de diferentes tipos de proteinas em um suporte que,
normalmente, pode ser acetato de celulose, gel de agarose ou em gel de poliacrilamida
(SGARBIERI, 1996).

A utilizacdo da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser
conduzida com a proteina em sua forma nativa (eletroforese simples) ou com a proteina
desnaturada pela acdo de dodecil sulfato de sédio (SDS). Por este motivo, tal técnica é também
conhecida como SDS-PAGE (SGARBIERI, 1996). A eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) destaca-se como uma técnica importante para analise do leite e seus derivados (PATEL
et al., 2007).

Zhang et al. (2015) estudaram a degradacéo das fracGes de caseina em leite bovino e
observaram que a k-caseina e a f-caseina apresentaram hidrolise lenta quando a atividade da
protease alcancou 0,78 U/mL, com contagens viaveis de 10,26 log UFC/mL, apds 6 dias de
incubacdo em leite, a 6 °C. A k-caseina foi completamente hidrolisada apds 8 dias, assim como
todas as caseinas ap0s 15 dias.

A estabilidade do sistema micelar da caseina pode ser atribuida diretamente as
propriedades Unicas da k-caseina. Assim, a hidrélise da k-caseina pela protease produz a para-
K-caseina e pode causar desestabilizacdo da micela levando a agregacéo de caseinas, resultando
finalmente em gelificacdo em produtos UHT (ZHANG et al., 2015).

A degradacdo inicial da fragdo de k-caseina, se deve ao fato desta estar localizada na
superficie da micela, o que a torna mais acessivel a hidrélise. Algumas proteases hidrolisam as
fracOes de caseina em ordem de preferéncia diferentes, como, k-caseina> f-caseina> as-
caseina. Porém, as proteinas do soro ndo sdo degradadas (CROMIE, 1992; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997).

3.1.5 Estabilidade do leite de ovelha

O leite de ovelha fresco apresenta valores de acidez de 0,22% a 0,25% (PARK et al.,
2007; DE LAVARAZetal., 2018) epH de 6,5a6,7 (FACCIA et al., 2015; TABLA et al., 2016;
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DE LA VARA et al., 2018; NGUYEN et al., 2018). Do ponto de vista tecnoldgico, é
interessante evidenciar que as proteinas de leite sdo rapidamente desestabilizadas pela
acidificagdo, uma vez que define a adequacdo do leite para a producdo de certos produtos
lacteos (DE LA VARA et al., 2018). Estudos indicam que a estabilidade do leite é
negativamente relacionada a acidez, ja que a reducao do pH do leite diminui o teor de caseinato
de fosfato de célcio e aumenta a concentragdo do calcio ibnico, que reduz as for¢as de repulsdo
entre caseinas e favorece a coagulacdo do leite (GUO et al., 1998; HORNE, 2016; DE LA
VARA et al., 2018).

A estabilidade térmica do leite de ovelha frente ao alcool é em torno de 63% (FAVA;
KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; DE LA VARA et al., 2018). Apesar de ser inferior
ao leite bovino, é uma caracteristica do leite de pequenos ruminantes (WASIKSIRI et al., 2010;
FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; LAI et al., 2016), considerando que estdo
associadas a acidez, concentragdo de fosfato e citrato, célcio ionico e forgca iGnica e com
caracteristica da espécie e ndo em relacdo a contagem microbiana (DAVIES; WHITE, 1958;
CHAVEZ et al., 2004; HORNE, 2016; MACHADO et al., 2017). A reducdo da estabilidade
térmica do leite pode resultar em deficiéncias na coagulagéo pela acdo do coalho, conferindo

menor rendimento na producédo de queijos (MAHIEU, 1991).

3.1.6 Fatores que influenciam na composicéo do leite de ovelha

A produtividade do leite de ovelha € influenciada por diversos fatores que modificam
sua composicao quimica ao longo do tempo e entre 0s animais, ou seja, devido a raca, paridade,
estacdo do ano, temperatura ambiente, idade animal, nutricdo o estagio de lactacdo (PARK et
al., 2007).

As ovelhas apresentam diferenca na composicdo do leite conforme o estagio de
lactacdes, ou seja, no inicio da lactacao os teores de gordura, proteina e sélidos totais sdo mais
elevados, assim como no final da lactacdo. Porém, durante o pico de producdo o teor desses
componentes diminui. Ovelhas mais velhas apresentam um aumento no teor de gordura e
proteina e, reducdo na concentracao de lactose, ocorrendo, consequentemente, uma queda na
producdo de leite (BENCINI, 2001; HILALI; EL-MAYDA; RISCHKOWSKY, 2011). Assim,
no periodo de lactacdo, ha correlagdo negativa entre produtividade e composicdo do leite de
ovelhas. Quando produzem maior quantidade de leite, geralmente ha menor concentragdo de
gordura e proteina, sendo essa relacdo valida tanto para racas de alta quanto de baixa producéo,

como também entre animais de um mesmo rebanho (BENCINI, 2001).
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A temperatura ambiente é, provavelmente, uma das maiores causas das variagdes
estacionais da producdo de leite. Quando a temperatura é muito elevada ocorre diminuigdo da
ingesta dos animais, devido a perda de apetite, diminuindo a producdo de leite (ALAIS, 1985;
MAHIEU, 1991). Quando se tem um balango energético positivo, ocorre um aumento na
producdo e no teor de proteina do leite, ao passo que se for negativo, ocorre uma reducdo de
proteina e aumento da gordura. Entretanto, os fatores que estimulam a producédo de gordura e
proteina do leite sdo quase que antagdnicos (PERES, 2001).

Em estudo realizado por Peana et al. (2017), avaliaram os efeitos das condicdes
meteoroldgicas de inverno e primavera na producdo de leite de pastoreio de ovelhas leiteiras
em condicGes mediterranicas, a fim de definir limiares 6timos e criticos, quantificar reducdes
de rendimento devido ao estresse ambiental e avaliar os efeitos imediatos ou fatores que
interferiram na producdo, os autores verificaram que o rendimento do leite foi influenciado em
especial pela temperatura, uma vez que o estresse térmico, tanto quente, quanto frio, causou

reducdes na producéo de leite.

3.2  CRITERIOS DE QUALIDADE DO LEITE DE OVELHA

Diversos estudos tém sido realizados no Brasil obtendo valores dos parametros fisico-
quimicos do leite de ovelha, tanto para raca Lacaune (BRITO et al., 2006; FAVA; KULKAMP-
GUERREIRO; PINTO, 2014a; HANAUER et al., 2016; REVERS et al., 2016), quanto para as
demais (GAJO et al., 2010; PENNA et al., 2013), além de microbioldgicos conforme relatado
por Balthazar et al. (2019), na busca do conhecimento sobre as caracteristicas do leite de ovelha,

bem como a possibilidade da definicdo de parametros de qualidade para o0 mesmo.

3.2.1 Legislacdo

Cabe ressaltar que até o momento ndo ha legislacéo especifica para o leite de ovelha no
Brasil estabelecendo quais os critérios de qualidade, bem como os métodos de conservacgédo do
leite de ovelha a fim de garantir a seguranca alimentar para o seu processamento e consumo.

No estado de Minas Gerais, em 17 de agosto de 2011 foi publicada a lei N° 19.583 “leite
legal”, que dispde sobre as condig¢des para manipulacao e beneficiamento artesanais de leite de
cabra, de ovelha e seus derivados (MINAS GERAIS, 2011). E, posteriormente, a Lei n°21.429
de 21 de julho de 2014, alterou a Lein® 19.583/ 2011 em pequenos quesitos (MINAS GERAIS,

2014). No artigo 11, o produtor que receber leite de cabra e de ovelha de terceiros devera
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realizar 0s seguintes testes basicos na matéria-prima de seus fornecedores: determinacéo da
acidez titulavel; determinacdo da densidade relativa; caracteristicas organolépticas (cor, cheiro,
sabor e aspecto); temperatura; lactofiltracdo (MINAS GERAIS, 2011). No entanto, esta
legislagdo nédo apresenta valores para os parametros relacionados acima.

Em 2017, a nivel nacional foi divulgada uma legislacdo abrangente para espécies
produtoras de leite em pequena quantidade, referindo-se ao congelamento, a qual permite o
congelamento do leite para aquelas espécies em que o procedimento seja tecnologicamente
justificado, desde que estabelecido em regulamento técnico especifico (BRASIL, 2017).

Quanto a refrigeracdo do leite bovino a ser processado e comercializado, conforme
disposto na Instrucdo Normativa (IN) n° 62, de 29 dezembro de 2011, o leite cru deve ser
refrigerado na propriedade a 7 °C ou menos, para tanques de refrigeracédo por imersao, no tempo
méaximo de 3 horas ap0ds a ordenha. Enquanto que em se tratando de tanque de refrigeracéo por
expansdo direta, ser dimensionado de modo tal que permita refrigerar o leite até temperatura
igual ou inferior a 4 °C, pelo mesmo periodo. Sendo que o tempo transcorrido entre a ordenha
inicial e seu recebimento no estabelecimento que vai beneficia-lo deve ser no maximo de 48 h,
recomendando-se como ideal um periodo de tempo nédo superior a 24 h (BRASIL, 2011).

Ainda, a IN 62/2011 apresenta o regulamento técnico de identidade e qualidade de leite
cru refrigerado, o qual contém uma série de parametros a serem verificados afim de garantir a
qualidade e seguranca desta matéria-prima. Destacam-se 0s requisitos fisicos e quimicos para
gordura, proteina, sélidos totais, estabilidade ao alcool, acidez, densidade e crioscopia. Além
dos requisitos microbiolégicos obtidos através das analises de contagem padrdo em placas
(CPP) e contagem de células somaticas (CCS), avaliadas no minimo uma vez ao més, com
média geométrica sobre periodo de trés meses (BRASIL, 2011). No entanto, estes parametros
ndo podem ser considerados na sua totalidade para o leite de ovelha, ja que este apresenta
caracteristicas especificas, diferentes do leite bovino.

Novas instrucdes normativas foram implementadas, revogando a IN n° 62, sendo estas
a IN n° 76, de 26 de novembro de 2018, nos quais foram aprovados os regulamentos técnicos
que fixam a identidade e as caracteristicas de qualidade que devem apresentar o leite cru
refrigerado, o leite pasteurizado e o leite pasteurizado tipo A, e a IN n°® 77, de 26 de novembro
de 2018, na qual foram estabelecidos os critérios e procedimentos para a producdo,
acondicionamento, conservacdo, transporte, selecdo e recepcdo do leite cru em
estabelecimentos registrados no servigo de inspe¢éo oficial. Sendo que estas normativas vieram

para complementar e alterar alguns parametros dispostos na IN 62/2011, como por exemplo,
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ndo mencionaram o tanque de refrigeracao por imersdo, somente os tanques de refrigeracéo por
expansdo direta.

Em contrapartida, a Unido Europeia, em 2004, instituiu um regulamento especifico de
N° 853 para 0s pequenos ruminantes (cabra e ovelha), o qual preconiza que a contagem em
placas a 30 °C deve ser < 5,69 log UFC/mL para produtos elaborados com leite cru de outras
espécies por um processo que nao inclua tratamento térmico, e 6,18 log UFC/mL para produtos
elaborados com leite cru de outras espécies por um processo que inclua tratamento térmico (UE,
2004; PMO, 2015).

Em suma, é importante a definicdo dos pardmetros fisico-quimicos do leite de ovelha,
bem como o0s que conservem as suas propriedades que venham contribuir posteriormente para
manutencdo da qualidade dos produtos elaborados com estes, e ndo somente os parametros de
qualidade microbioldgica. Visto que a composic¢do quimica deste depende de muitos fatores,
dentre eles raca do animal, condigdes ambientais e localidade (PARK et al., 2007), de acordo
com as peculiaridades de cada Pais. O que torna importante a elaboracdo de uma legislacéo

que descreva os padrdes de identidade e qualidade do leite de ovelha produzido no Brasil.

3.2.2 Parametros de qualidade do leite de ovelha

A contagem microbiana do leite fresco indica a sua qualidade para a producédo de
derivados. As baixas temperaturas de armazenamento garantem menores contagens de
mesofilos (SILVA; TORRES, 1995). Assim, a contagem de micro-organismos aerobios
mesofilos é utilizada como método oficial indicativo de qualidade microbioldgica para o leite,
essas bactérias sao responsaveis pela rapida acidificacdo e degradacao do leite, resultado da
inadequada higienizacdo de ordenha ou ineficiente temperatura de armazenamento (MERLIN
JUNIOR et al., 2015).

As temperaturas na faixa de 2 °C a 10 °C sdo consideradas Otimas para o
desenvolvimento de bactérias psicrotroficas (SILVA; TORRES, 1995). Segundo Santos et al.
(2013), 0 nimero de bactérias psicrotroficas presentes no leite cru esta relacionado as condicdes
higiénicas na producdo, ao tempo e a temperatura em que o leite é armazenado. Em seus
estudos, estes autores observaram que a 4 °C hd um crescimento menor destes micro-
organismos quando comparada a 10 °C.

Os psicrotroficos sdo usados como um indicador suplementar de qualidade pela
possibilidade em produzir lipases e proteases extracelulares, e algumas cepas podem apresentar

tanto a atividade lipolitica, quanto proteolitica, sendo estas enzimas termorresistentes e assim,
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um problema para a indastria de laticinios (ZHANG et al., 2015; CAPODIFOGLIO et al.,
2016), por causar alteracdo de sabor e odor do leite, perda de consisténcia na formagéo do
coagulo e reducdo do rendimento dos queijos (DATTA; DEETH, 2001; WIKING et al., 2002;
CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003), fazendo com que a vida 0til do leite e dos produtos
lacteos diminua (KOKA; WEIMER, 2000; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003).

As proteases produzidas por psicrotréficos sdo ativas para uma ampla gama de pH e
temperatura (MITCHELL; EWINGS, 1985). S&o extremamente estaveis ao calor, suportando
mesmo processos em altas temperaturas, atacam todas as formas de caseinas, com hidrolise
preferencial para a k-caseina, seguida de B-caseina e a-caseina (CROMIE, 1992). Cabe salientar
que a hidrolise enzimatica das proteinas é uma ferramenta importante na producdo de uma
grande variedade de alimentos, pois ela reduz a alergia ao leite e também pode influenciar no
pronunciamento do aroma, sabor e textura desejaveis durante a maturagéo do queijo (ISMAIL,;
NIELSSEN, 2010; HATI; MANDAL,; PRAJAPATI, 2013).

No entanto, um alto teor de proteases durante o armazenamento do leite pode ser
responsavel pela formacdo de géis e precipitados que conduzem a produtos com sabor e
caracteristicas sensoriais indesejaveis (TONDO et al., 2004; KOUTSOULI et al., 2015;
PALOMBA et al., 2017) considerando que as proteases desestabilizam as micelas de proteinas,
com consequente coagulagio do leite (NORNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009).

Periodos maiores de refrigeracdo do leite entre 4 °C e 7 °C resultariam no aumento da
contagem de psicrotroficos, como as do género pseudomonas, ocorrendo producao de proteases
suficientes para degradar parcialmente as fracbes de caseina k-caseina, -caseina. Assim,
peptideos sdo liberados, além de nitrogénio ndo proteico, na forma de amdnia e como
consequéncia deste fato, hd a perda de compostos nitrogenados no soro, bem como queda no
rendimento dos queijos. Durante a maturacdo do queijo, especialmente em queijos macios, e
semi-duros, estas proteases podem liberar peptideos de baixo peso molecular, responsaveis pelo
surgimento do gosto amargo (FURTADO, 2005).

A atividade da lipase no leite de ovelha é de cerca de um décimo em relacdo ao leite
bovino (CHANDAN; PARRY; SHAHANI, 1968). Além disso, o leite de ovelha apresenta uma
taxa maior de hidrolise para triglicerideos contendo cadeia média de acidos graxos em relacéo
aos de cadeia longa (CHAVARRI et al.,1998), resultando na reducfo do pH e aumento de
acidez do leite, levando & dissolucdo dos fosfatos de célcio coloidais e parte da caseina
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

As lipases provenientes das bactérias psicrotroficas podem hidrolisar a gordura tanto no

leite, quanto no queijo, liberando &cidos graxos que causam defeitos conhecido como rancidez.
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Se a hidrolise no leite é expressiva, os acidos graxos livres tém efeito inibidor sobre o
crescimento da cultura Iatica. No queijo, a rancidez € o principal defeito, devido a lipdlise, e
formacdo principalmente de acido butirico, que confere gosto de sabdo ao produto. O defeito
pode ser identificado ao longo da maturacdo e é comum em queijos de maturacdo mais
prolongada (FURTADO, 2005).

3.3 METODOS DE CONSERVACAO DO LEITE DE OVELHA

Os métodos de conservacdao do leite buscam prevenir o crescimento de micro-
organismos especificos que geram alteracdes na qualidade do leite, porém, podem favorecer o
desenvolvimento de outros, que viriam a degradar por reacdes enzimaticas 0s componentes do
leite. Neste sentido, a forma de conservacao deve ser ponderada, pois a temperaturas e tempos
longos de refrigeragéo, bem como formas de congelamento rapido e lento podem ocasionar
alteracdes na matriz lactea, conforme serdo relatados na presente secéo.

Uma das caracteristicas importantes e favoraveis no ponto de vista de logistica é a
capacidade que o leite de ovelha apresenta em ser armazenado congelado e apos
descongelamento, de ser transformado em seus derivados, como pode ser verificado em
diversos trabalhos (VOUTSINAS et al, 1996; WENDORFF, 2001; KATSIARI;
AVOUTSINAS; KONDYLI, 2002; ZHANG et al., 2006; FAVA; KULKAMP-GUERREIRO;
PINTO, 20144, 2014b; TRIBST et al., 2018). Possivelmente, em funcdo do tamanho reduzido
dos glébulos de gordura as quais ap0s o descongelamento sdo mais facilmente homogeneizadas
com 0s outros compostos, reestabelecendo a emulsdo (TRIBST et al., 2018).

Esse comportamento é importante, pois quando ha volumes pequenos de producdo estes
poderiam ser congelados e viabilizar o processamento, sendo que o leite resfriado apresenta
menor vida util, devido ao desenvolvimento de micro-organismos psicrotréficos (BIANCHI,
2018; TRIBST et al., 2018). Segundo Santos et al. (2013), em temperaturas de 7 °C e 10 °C, as
contagens foram aproximadamente trés vezes maiores do que a 4 °C, ou seja, o controle da
temperatura de armazenamento refrigerado necessita ser rigoroso para obter-se menores
contagens microbianas.

Ao longo do periodo de refrigeracédo do leite podem ocorrer mudancas na solubilidade
e na associacdo dos sais presentes, que causariam a diminuicdo do fosfato de célcio micelar,
com a consequente desintegracdo das micelas de caseina. Parte da caseina, especialmente a [3-
caseina entra em solugdo, pois as ligacdes entre estas se tornam mais fracas a baixas

temperaturas. Além disso, as micelas de caseina atingem maior volume, podendo este fato ser
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atribuido a formacdao de outra categoria de capa pilosa (zonas C-terminais da k-caseina). Desta
forma, ocorre aumento da viscosidade do leite e a estrutura torna-se mais susceptivel a atividade
da enzima plasmina (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006), principal enzima proteolitica
do leite, sendo seu substrato especifico a caseina (POLITIS, 1996; SILANIKOVE; MERINB;
LEITNER, 2006). No entanto, essas mudancas induzidas exclusivamente por processos a frio,
como a solubilizagdo de fosfato de célcio, dissociacdo de caseina devido a liberacdo de f-
caseina e uma reducdo no tamanho micelar, ocorrem somente no leite bovino, ndo sendo
observados no leite de ovelha (RAYNAL; REMEUF, 2000).

A perda de estabilidade das micelas também esta associada a acidez do leite que, da
mesma forma, provoca dissolucio do fosfato de calcio micelar (ORDONEZ et al., 2005). No
entanto, estas alteracdes nas micelas de caseina ndo séo imediatas, ocorrendo cerca de 24 horas
apos o resfriamento a 4°C. O aquecimento posterior restabelece a estrutura, porém nédo €
assegurado que as micelas voltam a ser idénticas a estrutura original. Visto que a refrigeracao
pode reduzir a atividade da enzima superdxido dismutase, que protege a matéria gorda da
oxidacdo, e assim acarretar um aumento da auto-oxidacdo dos lipidios. Desta forma, a
membrana do globulo de gordura perde alguns de seus componentes e tem sua estrutura alterada
de forma irreversivel (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Com relagdo ao congelamento, este processo provoca perda da estabilidade das micelas
de caseina, em detrimento da pressdo osmotica, ocasionando um aumento da concentracdo de
calcio, devido a maior concentracdo de solutos na parte liquida a medida que o leite congela
(ORDONEZ et al., 2005). No entanto, a velocidade de congelamento influéncia de maneira
significativa a qualidade da matéria-prima, uma vez que o congelamento lento ocasiona perda
da estabilidade das proteinas, com a consequente floculacdo e decanta¢do. Enquanto que o
congelamento rapido nao afeta a estabilidade (BERGER, 2001).

O congelamento lento induz a formacdo de cristais de gelo (PAZZOLLA et al., 2013)
capaz de desestabilizar a micela de caseina e danificar os globulos de gordura, liberando as
lipoproteinas da membrana e permitindo o transbordamento de triglicerideos que se tornam
desprotegidos a oxidacdo e a atividade da lipase (FENNEMA; WILLIAM; ELMER, 1973;
ZHANG et al., 2006), porém poderiam facilitar o desenvolvimento do S. thermophilus, na
producdo de iogurte, reduzindo a fase de adaptacdo (TRIBST et al., 2018).

Segundo estudo de Bianchi (2018), ha inimeras vantagens quanto ao uso do processo
de congelamento no leite de ovelha, como por exemplo, em casos em que ha variacdo na
demanda de produtos pelo mercado consumidor, além das questdes de logistica e custo, no

sentido do volume de leite produzido nas pequenas propriedades, sendo que este pode ser
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processado em plantas ja existentes, ou mesmo nas que processam outros tipos de leite e assim,
viabilizar a atividade.

Wendorff (2001) estudou o leite de ovelha congelado a -27 °C e constatou que essa
temperatura preserva a estabilidade da proteina até 12 meses de armazenamento. No entanto,
para manter a alta qualidade do leite de ovelha, deve ser rapidamente congelado e armazenado
a temperaturas inferiores a -20 °C.

Voutsinas et al. (1996) utilizaram leite de ovelha desnatado e o integral concentrados
por osmose reversa e armazenados a -20 °C por até 68 meses para elaborar iogurtes, indicando
ndo haver diferenca significativa entre a lipdlise do leite controle e os concentrados de leite
fresco e congelado. Além disso foi observado que a oxidacéo da gordura aumentou com o tempo
de armazenamento e a contagem de bactérias e coliformes, reduziu no decorrer do periodo de
congelamento. A estabilidade fisica dos concentrados descongelados e reconstituidos,
especialmente aqueles preparados a partir do leite integral, foi excelente mesmo apos 6 meses
de armazenamento congelado.

Zhang et al. (2006) estudaram o congelamento do leite de ovelha durante 6 meses a
temperaturas de -15 °C e -25 °C, acompanhando as amostras mensalmente. Na temperatura de
-25 °C percebeu-se que os solidos totais do leite, proteinas, caseina, nitrogénio ndo proteico e
a lactose ndao foram afetados ao longo do tempo. Em exame visual, o leite possuia boa
estabilidade e homogeneidade durante os 6 meses. No entanto, a temperatura de congelamento
de -15 °C demonstrou floculacdo da proteina, mas a homogeneidade foi restaurada quando se
fez a pasteurizacéo do leite descongelado a 65 °C, por 30 min. Quanto ao contetdo de lipidios,
em ambas as temperaturas diminuiu seu teor ao longo do tempo. Provavelmente os cristais de
gelo formados durante o congelamento possam ter danificado os glébulos de gordura
(MUIR,1984; KEENAN; MATHER, 2006).

Katsiari, Voutsinas e Kondyli (2002) relataram que ndo houve diferencas significativas
entre as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e de estabilidade fisica dos leites de
ovelha frescos e armazenados congelados a -20 °C, por até 6 meses, sendo que 0s iogurtes
fabricados a partir do leite congelado, ap6s descongelamento por imersdo em banho-maria a 40
°C, apresentaram caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e de estabilidade fisica semelhantes
as do preparado a partir de leite fresco. Tribst et al. (2018) congelaram o leite de ovelha durante
um més, de forma lenta a -18 °C, por aproximadamente 24 h, e posteriormente descongelaram
separadamente, de forma lenta (24 h) e rapida (imediatamente antes do uso), sendo o lento

indicado como o método de menor impacto no iogurte produzido.
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Fava, Kilkamp-Guerreiro e Pinto (2014a) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas
do leite de ovelha da raga Lacaune fresco, refrigerado e congelado durante 7 dias, indicando
que o congelamento do leite, neste periodo, ndo interferiu nas caracteristicas fisico-quimica,
permitindo o armazenamento da matéria-prima até obtencdo de volume suficiente para o
processamento. Além disso, em trabalho posterior, Fava, Kilkamp-Guerreiro e Pinto (2014b),
avaliaram o resfriamento e o congelamento do leite de ovelha, por um periodo de 7 dias, e
verificaram que a coalhada produzida com leite congelado resultou em maior rendimento

quando comparada a produzida com leite resfriado.

3.4 MATRIZ PROTEICA: MASSA DE QUENO

O leite de ovelha é uma excelente matriz para producédo de queijo, devido aos seus altos
niveis de proteina, gordura e calcio por unidade de caseina (MOATSOU et al., 2004;
BARLOWSKA et al., 2011), resultando assim, mais sensibilidade ao coalho, producdo de
coagulo mais firme, coagulacdo mais rapida, e entdo maior rendimento de queijo por unidade
de leite do que os leites de outras espécies, sendo necessarios cerca de 4 a5 L de leite de ovelha
para a produzir 1 kg de queijo. Esse fato € devido as fracdes de caseina do leite de ovelha serem
diferentes do bovino, alem disso, dependem do sistema de manejo, qualidade do leite e forma
de armazenamento (WENDORFF, 2002).

A integridade das proteinas do leite de ovelha é de suma importancia para a elaboracao
de queijo, visto uma alta contagem de psicrotroficos podem gerar degradacfes parcialmente as
fracbes de caseina k-caseina e f-caseina, ocasionando perda de compostos nitrogenados no
soro, reducdo do rendimento dos queijos (DE LA VARA et al., 2018; FURTADO, 2005). Além
de apresentar perda de consisténcia na formacdo do coagulo, alteracBes no sabor e odor
(DATTA; DEETH, 2001; WIKING et al., 2002; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003).

A origem das alteracfes das proteinas do leite pode estar relacionada ao processo de
refrigeracdo, onde em periodos longos de conservacdo ocorre a diminuicdo do fosfato de calcio
micelar, com a consequente desintegracdao das micelas de caseina (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006), bem como, pela acdo de proteases extracelulares oriundas de psicrotroficos
(ZHANG et al., 2015; CAPODIFOGLIO et al., 2016). O congelamento lento também pode
desestabilizar a micela de caseina (FENNEMA; WILLIAM; ELMER, 1973; ZHANG et al.,
2006).

A tecnologia de fabricacdo do queijo compreende as seguintes etapas basicas: selecéo e

pasteurizacdo do leite, coagulacdo do leite, corte da coalhada para liberagdo do lactosoro,
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enformagem e prensagem, salga e embalagem (PERRY, 2004). A coagulacéo é a etapa decisiva
na producdo de queijos e visa concentrar a proteina do leite retendo também a gordura. A
coagulacdo do leite atribui-se a caseina, que perde a sua estabilidade em funcdo de vérios
agentes fisicos e/ou quimicos, dos quais a acidificacdo e a acdo de enzimas proteoliticas sdo 0s
que interessam para a producéo de queijos (OLIVEIRA, 1986).

A obtencdo da massa proteica pode ser realizada por meio de trés processos: 0
tradicional, em que a massa € obtida por fermentacdo latica; a coagulagdo enzimatica, em que
a massa é obtida pela adicdo de renina (coalho); e a acidificacdo direta, em que se adiciona
acido latico ou acético ao leite aquecido (CUNHA, 2007).

A coagulacdo enzimatica ocorre por produto denominado coalho ou coagulante (VAN
DENDER, 2014). A principal enzima responsavel por essa agéo é a renina, uma fosfoproteina
de acéo proteolitica presente no estdmago de ruminantes jovens. Ela atua hidrolisando ligacGes
peptidicas da caseina, transformando-a em para-caseina que precipita em presenca de ions Ca?*
formando entdo a coalhada. Este processo é dependente da temperatura, do pH e do teor de
calcio do leite. A massa obtida por coagulacdo enzimatica é altamente mineralizada e com pH
muito semelhante ao encontrado no leite (6,7 - 6,8) (BERGER et al., 1989; VAN DENDER,;
GALLINA; ZACARCHENCO, 2014).

A coagulacédo acida ocorre devido a diminuicdo do pH até chegar ao ponto isoelétrico
da caseina, em torno de 4,6. Com essa acidificacdo, as cargas elétricas das particulas coloidais
da caseina se neutralizam ou se igualam e a forca de repulsdo, devido ao excesso de cargas
negativas existentes na caseina em um pH préximo da neutralidade, deixa entdo de existir,
permitindo assim, que as particulas coloidais se unam formando o coagulo ou gel. Neste pH as
micelas de caseina agregam-se e precipitam (PERRY, 2004; OLIVEIRA, 1986).

Na coagulacéo acida por fermentacdo, a acidificacdo do leite ocorre por meio da adigédo
de cultura meso6fila acidificante, composta normalmente por Lactococcus lactis spp lactis e
Lactococcus lactis spp cremoris. A cultura utiliza a lactose do leite como substrato, produzindo
acido latico e, com isso, reduz o pH e desestabiliza a caseina (VAN DENDER, 2014) e a massa
obtida encontra-se completamente desmineralizada (OLIVEIRA, 1986).

Uma massa, quando submetida ao processo de acidificacdo direta a quente, apresenta
uma elevacdo do ponto isoelétrico das caseinas devido a acdo conjunta do calor e do &cido.
Assim, a precipitacdo ocorre em um pH maior que 4,6, geralmente entre 5,2 a 5,5 (BERGER et
al., 1989; ALAIS, 1970; VAN DENDER; GALLINA; ZACARCHENCO, 2014). Desse modo,

forma-se um coagulo com caracteristicas intermediarias entre o coagulo acido e o enzimatico.
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As massas obtidas em cada processo podem apresentar caracteristicas diferentes, sendo
que a principal delas é o pH (VAN DENDER; GALLINA; ZACARCHENCO, 2014), ja que
alteracdes deste influenciam a microestrutura e textura especialmente de queijos processados,
devido aos efeitos sobre interacdes das proteinas, emulsificacdo de gordura e hidratacdo da
caseina (MARCHESSEAU et al., 1997). Barth, Tormena e Viotto (2017) evidenciaram que
pequenas variagcbes no pH da massa utilizada na fabricacdo de requeijdo cremoso afetariam
substancialmente a sua estrutura e propriedades.

Rapacci (1997) avaliou a influéncia da forma de acidificacéo do leite para producéo de
massa de queijo acida usada em requeijées cremosos. A acidificacdo direta a quente demonstrou
ser uma técnica pratica para obtencdo da massa, no entanto o sabor dos requeijdes cremosos foi
pouco pronunciado, quando comparado com o produzido com a massa de fermentacao lactica,
sendo que nesta foi evidenciado maior numero de bandas eletroforéticas possivelmente devido
a acdo proteolitica da cultura adicionada. Ambas massas apresentaram capacidade de fuséo,
exibindo propriedades elasticas e formacdo de fio, porém em relagdo ao rendimento dos
requeijoes cremosos, a fermentacdo lactica foi maior (12,97%) frente a fermentacao direta a
quente (11,69%).

35 REQUEIJAO CREMOSO

O requeijdo cremoso € um produto tipicamente brasileiro, que ocupa importante lugar
nas vendas e no consumo de lacteos, apresenta-se com variacdes de tecnologia e caracteristicas
de regido para regido (BOSI, 2008; VAN DENDER et al., 2012). No mercado nacional de
requeijdo cremoso ha diferentes possibilidades de variacdo do sabor, seja por meio da
combinacdo de diferentes queijos para compor a mistura, ou ainda e, principalmente, mediante
a utilizacdo de condimentos ou outros ingredientes alimenticios de sabor caracteristico (VAN
DENDER; SPADOTI, 2009).

O requeijdo € obtido pela fusdo da massa &cida e/ ou enzimatica, cozida ou ndo,
dessorada e lavada e tem consisténcia que pode ser espalhada com uma faca a temperatura
ambiente. Esta caracteristica é devida a auséncia de uma matriz proteica rigida como resultado
da forte agitacdo e homogeneizacdo com que o produto € submetido durante o processamento
(RAMOS et al., 2012; BELSITO et al., 2017).

A massa de queijo deve ser misturada com o sal fundente e os outros ingredientes
(creme, &gua e conservantes). Na etapa de fusdo, a adicdo de sais fundentes ou emulsificantes

é indispensavel para o processamento de requeijao cremoso, estes quando dissolvidos na fase
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aquosa, rompem as ligacGes de fosfato de célcio que existem entre as micelas de caseina,
substituindo o célcio bivalente por sédio monovalente ou outro ion, permitindo a exposic¢ao dos
grupamentos hidrofilicos e hidrofébicos e assim as fracBes proteicas podem atuar como
emulsificantes da dispersdo dleo-agua e consequentemente ocorre a formagdo de um sistema
homogéneo e estdvel (MEYER, 1973;; FERNANDES, 1981; BERGER et al., 1989; ZEHREN;
NUSBAUM, 1992).

Os sais fundentes empregados sdo citratos, fosfatos e monofosfatos, ambos a base de
sodio e potéssio, com diferentes tamanhos de cadeia, selecionados em funcéo das caracteristicas
desejadas de textura e funcionalidade do produto final. Os ortofosfatos, pirofosfatos,
tripolifosfatos e os polifosfatos de cadeia longa sdo os mais utilizados (MAURER-
ROTHMANN; SCHEURER, 2005). Sais de polifosfatos em geral possuem uma alta
capacidade de retencdo de 4gua, no entanto, alguns tipos, se usados isoladamente, levam a uma
supercremificagdo e a uma textura muito firme (BERGER et al., 1989).

A cremificacdo é definida como o aumento na viscosidade da massa fundida, ocorre
durante a fusdo da massa, através da acdo dos sais fundentes, sob aquecimento e agitacdo, com
progressivas dispersoes e hidratacdes da paracaseina, através das interacdes proteina-proteina
e exposicao dos grupos polares e apolares, a caseina liga-se a 4gua e a gordura, e durante o
resfriamento ocorre a formacao de um gel (GUINEE; CARIC; KALAB, 2004; VAN DENDER,
2006). Este processo é controlado pelo tempo de fuséo e rapida refrigeracdo, deste modo o
produto retém a consisténcia cremosa e a estrutura curta necessaria para se obter a untabilidade
ideal (FERNANDES, 1981), sendo mantido sob refrigeracdo para sua adequada conservacédo
(OLIVEIRA, 1986).

Os valores de pH do requeijao influenciam no processo de cremificacdo, quando abaixo
de 5,4 danificam a estrutura e o sabor, tendem a formar uma textura muito firme e granular,
enquanto que as amostras com valores de pH entre 5,5 e 5,7 resultam em queijos de consisténcia
cremosa e firme. Os valores de pH superiores a 6,2, podem diminuir a interacdo proteina-
proteina e aumentar a hidratacdo proteica, deixando a coalhada menos firme, diminuindo sua
durabilidade, causando alteracdes na estrutura e alterando a consisténcia do produto (VAN
DENDER, 2006).

A textura do requeijdo pode ser determinada pelo contetdo de proteinas, devido sua
influéncia na reacdo de cremificacdo (VAN DENDER, 2006). Os principais parametros de
textura do requeijdo cremoso sdo: dureza, elasticidade, coesividade, mastigabilidade e
gomosidade (VAN DENDER, 2006) se espera que o produto seja facil de espalhar, que nao

escorra apos ser espalhado, permanecendo com textura cremosa. Em termos reoldgicos, isso
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significa que o produto deve escoar (caracteristica viscosa), porém manter a estrutura original
(ou pelo menos boa parte dela) assim que cessa a aplicacdo da deformacdo (caracteristica
elastica) (SILVA et al., 2012). Assim, as propriedades de textura indicam a aceitabilidade e
consumo do produto final (RAPACCI, 1997; SZCZESNIAK et al., 2002), sendo igualmente
importante a um atributo de sabor e aroma (SILVA; VAN DENDER; MELLO, 2004).

A dureza dos queijos processados aumenta com o acréscimo do comprimento da cadeia
dos polifosfatos aplicados individualmente. Este fendmeno pode ser explicado pela maior
capacidade dos polifosfatos de realizar trocas ibnicas do sédio do fosfato pelo célcio da caseina,
dispersando-a e estabilizando a agua e gordura no sistema. Por outro lado, o pirofosfato
tetrassddico confere dureza aos queijos processados devido a capacidade de formar complexos
entre o pirofosfato, o célcio e a caseina (NAGYOVA et al., 2013).

Cunha, Alcantara e Viotto (2012) ao estudarem diferentes tipos de sais fundentes na
elaboracao de requeijoes cremosos verificaram que a rede de proteinas com a maior quantidade
de interagdes moleculares foi obtida com hexametafosfato de sodio, evidenciada pelo alto grau
de emulsificacdo de gordura encontrado no requeijdo adicionado deste sal. O pirofosfato
tetrassodico apresentou maior indice de consisténcia, que pode ser atribuida ao efeito
combinado de seu pH elevado e distribuicdo homogénea do tamanho das particulas de gordura,
considerando que em ordem decrescente de pH dos sais usados no estudo foram, tripolifosfato
de sodio > pirofosfato tetrassddio> citrato de sédio> hexametafosfato de sodio.

Dimitreli et al. (2005) verificaram que, para um queijo processado com umidade na
faixa de 40% a 58%, o tripolifosfato pentassodico foi o sal que apresentou maior coeficiente de
peptizacdo, quando comparado com o pirofosfato tetrassodico, e a0 mesmo tempo manteve o
pH na faixa (5,5 - 6,1). O pirofosfato tetrassddico, por outro lado, resultou em queijos com pH
muito elevado (> 6,1) ndo sendo capaz de formar emulsdes estaveis quando a umidade foi
reduzida a 42,5% ou menor.

Rapacci (1997) avaliou a influéncia da forma de acidificacdo do leite para producéo de
massa de queijo acida usada em requeijdes cremosos, além de diferentes concentracdes de sais
fundentes (S9 e S10), verificando que com o aumento da quantidade de sal fundente nas
formulagdes com massa de queijo proveniente da fermentacdo lactica, ocorria a producéo de
requeijées mais firmes, enquanto que as obtidas por acidificacdo direta a quente apresentaram
reducdo deste pardmetro, independente do sal fundente utilizado.

Hé& também diversos estudos sobre redugéo dos teores de sodio e gordura dos requeijoes
cremosos, buscando ingredientes substitutos que garantam caracteristicas fisico-quimicas e
tecnoldgicas semelhantes ao tradicional (BOSI, 2008; VAN DENDER et al., 2012; BELSITO
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et al., 2017). Para reducédo da gordura séo indicados concentrado proteico de soro (WPC-34)
como substituto (BOSI, 2008), visto que 0 mesmo auxilia na absor¢do da agua, diminuindo a
sensacdo da reducdo de gordura no alimento (CICHOSKI et al., 2008). Ja a reducdo de sodio
pode ser obtida através da substituicdo de sais fundentes que contenham menor quantidade de
sodio em sua composicao a base de fosfatos de potéssio e/ou célcio e/ou sédio (VAN DENDER
etal., 2012).

A disponibilidade e integridade das caseinas é de extrema importancia para a producao
e definicdo das caracteristicas do requeijdo, o que pode estar correlacionado com a qualidade
do leite e métodos de conservacdo da matéria-prima, bem como do tratamento térmico, visto
que no periodo de refrigeracdo do leite, podem ocorrer modificagdes na estrutura da caseina
devido as proteases produzidas por micro-organismos psicrotréficos, e estas alteragdes podem
interferir no rendimento e consisténcia coagulo (RAPACCI, 1997; DATTA,; DEETH, 2001,
WIKING et al.,, 2002; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; ZHANG et al., 2015;
CAPODIFOGLIO et al., 2016; DE LA VARA et al., 2018).

Com relacdo ao congelamento lento, este processo também pode provocar perda da
estabilidade das micelas de caseina, devido ao aumento da concentracdo de célcio, pois a
medida que o leite congela, os solutos se concentram na parte liquida (BERGER, 2001;
ORDONEZ et al., 2005). Além disso, devido aos cristais de gelo formados pode ocorrer a
modificacdo dos glébulos de gordura (FENNEMA; WILLIAM; ELMER, 1973; MUIR,1984;
KEENAN; MATHER, 2006; ZHANG et al., 2006; PAZZOLLA et al., 2013), sendo, portanto,
importante verificar a temperatura que preserve as caracteristicas do leite, que segundo
Wendorff (2001) e Zhang et al. (2006) para o leite de ovelha seria pelo congelamento réapido (-

27 °C e - 25 °C) e assim, possibilitar a producdo de queijo e requeijdes com qualidade.
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4 MATERIAL E METODOS

Este item apresenta a metodologia utilizada no presente estudo. As andlises fisico-
quimicas, microbiol6gicas, enzimaticas, eletroforese e os parametros tecnoldgicos foram
realizadas no Departamento de Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica da
Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC.

41  MATERIA-PRIMA

O leite de ovelha da raga Lacaune foi fornecido pela Cabanha Trés Leites, localizada
em Lajeado Grande/SC. No Quadro 3, estdo apresentados 0s meses e ano das referidas coletas
com o volume de leite total produzido na Cabanha, estacfes correspondentes, bem como o0s
dados sobre a precipitacdo mensal, temperatura média do ar diaria, da regido de Chapeco/SC,
com latitude (Graus, DD) -27,09, longitude (DD) -52,64, fornecidos pela Empresa de Pesquisa
Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI), sendo estes relativos a regido

mais proxima do local de producéo do leite.

Quadro 3 — Condicdes ambientais de precipitacdo e temperatura média do ar mensais, nas
estacdes/meses de coleta de leite de ovelha, volume de leite total produzido na Cabanha neste
mesmo periodo

o Temperatura Leite

Estacéo Mc?)slii:e '?:\(r)]l(ze g ¢ g;i?;'t?ﬁ;o) media do ar produzido

mensal (°C) (L/més)

Outono Abril 2017 155,80 19,36 2407
Inverno Agosto 2017 169,20 18,04 2909
Agosto 2018 119,80 14,64 2408
Primavera | Novembro 2017 169,60 21,14 3722
Verio Margo 2017 100,80 22,76 2723
Janeiro 2018 341,20 23,06 3161

Os dados de precipitacdo mensal, temperatura média do ar diéria (°C) foram fornecidos pela EPAGRI. Leite
produzido (volume total de leite de ovelha produzido no més de coleta) fornecidos pela Cabanha Trés Leites.
Fonte: Elaborado pela autora, 2019, adaptado de EPAGRI e Cabanha Trés Leites.

O procedimento de coleta para as 6 bateladas foi realizado apds a ordenha da manha,
sendo o leite resfriado até 4 °C em tanque de resfriamento na cabanha e entdo envasado em
embalagens plasticas de 1 L acondicionadas em caixas térmicas contendo gelo e transportadas
até a UDESC, onde a temperatura foi verificada e o conteldo homogeneizado manualmente e
fracionado em frascos de polipropileno de 100 mL. O quantitativo de leite coletado foi utilizado

para avaliagdo dos métodos de conservacdo e producdo de requeijdo cremoso, bem como para



46

verificar a influéncia das estacbes do ano na composi¢do fisico-quimica, contagens de
mesofilos, psicrotroficos e suas atividades lipoliticas e proteoliticas do leite fresco.

Denominou-se leite de ovelha fresco (LF) para o leite de ovelha analisado no primeiro
dia, ou seja, o da ordenha e coleta; leite de ovelha refrigerado (LR) para os mantidos sob
refrigeracdo em incubadora refrigerada (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01), a 4 + 0,1 °C,
avaliados ao longo de 10 dias, conforme definicdo de estudos preliminares, também
apresentados neste documento; leite de ovelha congelado (LC), os quais foram congelados em
freezer vertical (Consul, CVU26E) & -29,80 + 0,40 °C e mantidos no mesmo até serem avaliados
ao longo de 90 dias. Os referidos equipamentos foram monitorados em relacdo a temperatura
durante o periodo de conservacéo, através de termostato digital.

Os leites submetidos aos diferentes métodos de conservagéo (LR e LC) foram avaliados
em relacdo ao LF. Todas as amostras de leite de ovelha foram mantidas sob refrigeracéo até o
momento das analises, incluindo as de LC que foram descongeladas por 24 h de acordo com
Nurliyani, Suranindyah e Pretiwi (2015), sob refrigeragdo a 4 =+ 0,1 °C em incubadora
refrigerada (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01).

4.2 DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS

As andlises do leite de ovelha fresco (LF), refrigerado (LR) e congelado (LC), assim
como, dos produtos elaborados (massa de queijo (MQ) e requeijdo cremoso (RC)), e subproduto
(soro (S)), sdo apresentadas na Tabela 1. As metodologias serdo descritas posteriormente no
item 4.5.1.

Inicialmente foram realizadas analises preliminares do leite de ovelha refrigerado
durante 10 dias em relacdo ao pH, acidez e analises microbioldgicas de contagem total de micro-
organismos aerdbios mesofilos e psicrotroficos das coletas de marco, abril e agosto de 2017.
Considerando que o leite de ovelha ndo apresenta legislacéo especifica no Brasil, utilizou-se 0s
parametros acidez e pH em comparacdo com a contagem de mesoéfilos definido como padrbes
de qualidade do regulamento N° 853 da Unido Europeia (2004) para determinacao do tempo de
refrigeracdo no qual o leite apresentasse caracteristicas aceitdveis para consumo e
processamento.

A segunda etapa ocorreu nos meses de janeiro e agosto de 2018 e consistiu na avaliagao
das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite de ovelha, além das analises de
estabilidade térmica do leite frente ao alcool e do coadgulo no teste de ebulicdo (COB), bem

como analises enzimaticas de atividade proteolitica e lipolitica e eletroforese. O leite de ovelha
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refrigerado foi avaliado em 6 (definido em etapa preliminar) e 10 dias e o congelado, nos tempos
15, 30, 45, 60, 90 dias (WENDORFF, 2001; ZHANG et al., 2006).

Tabela 1 — Planejamento das anélises realizadas no leite de ovelha fresco (LF), refrigerado (LR)
e congelado (LC), na massa de queijo (MQ), no soro (S) e no requeijao cremoso (RC) nos
diferentes tipos de conservacao, refrigeracdo (1 a 10 dias) e congelam

Tempo (dias) Leite de ovelha (LO) MQ S RC
G,P,L,C,ST,SNG,M pH, G, P, C, ST, SNG, M
LF pH, A, EA, COB, Micro, AP, AL, EF R - Cor, TPA
e 2 ::Eg PH, A, EA, COB, Micro, AP, AL : : i
pH, G, P, C, ST, SNG, M
pH, A, EA, COB, Micro, AP, AL, EF
LR6 e LR10 R ~ CorTPA
LC15e LC45 pH, A, EA, COB, Micro, AP, AL, EF - - -
pH, G, P, C, ST, SNG, M
LCE%Q'BCGO e oH, A, EA, COB, Micro, AP, AL, EF
R - Cor, TPA

Gordura (G), proteina (P), lactose (L), cinzas (C), sélidos totais (ST), sélidos ndo gordurosos (SNG), minerais
(M): sodio, potéssio, célcio e magnésio, pH, acidez (A), estabilidade térmica atraves da andlise de estabilidade ao
alcool (EA) e o coagulo no teste de ebulicdo (COB). Analises microbioldgicas (Micro) de contagem total de micro-
organismos aerdbios mesofilos e psicrotréficos, atividade proteolitica (AP) e atividade lipolitica (AL), eletroforese
(EF), avaliagdo da cor instrumental (cor) e andlise do perfil de textura (TPA) e rendimento (R).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Concomitante as analises do leite de ovelha, foram elaboradas massas de queijo e,
posteriormente, requeijoes cremosos a partir das massas de queijos produzidas com leite fresco,
leite refrigerado com 6 e 10 dias e também no leite congelado em 30, 60 e 90 dias. A fim de
analisar as caracteristicas fisico-quimicas das massas de queijo, soros e requeijoes cremosos,
rendimento das massas de queijo, cor e textura dos requeijoes cremosos. E assim, verificar o
efeito dos processos de conservacdo do leite nestes parametros em relacdo aos produzidos a

partir da massa de queijo obtida com leite de ovelha fresco.

4.3  MASSA DE QUEIJO (MQ)

Primeiramente, os leites LF, LR6, LR10, LC30, LC60 e LC90 foram pasteurizados a 65
+ 0,1 °C, por 30 min, sob agitacdo (300 rpm) em panela (Thermomix, VVorwerk), retirou-se uma
aliquota para serem analisados quanto a contagem total de micro-organismos aerébios

mesofilos e de psicrotroficos para fins do controle do processo. Posteriormente, os leites
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provenientes de cada tempo de conservagéo selecionados foram utilizados para elaboracdo das
massas de queijo (MQ), denominadas MQLF, MQLR6, MQLR10, MQLC30, MQLC60 e
MQLC90. E como subproduto, obteve-se 0s soros (S) denominados de SLF, SLR6, SLR10,
SLC30, SLC60 e SL90.

Para producéo da massa de queijo (MQ) utilizou-se 1,5 L de leite de ovelha pasteurizado
e processo de coagulacdo mista, conforme metodologia descrita por Hanauer et al. (2016) com
adaptacOes. A coagulacdo mista ocorreu adicionando, para cada litro de leite 0,40 mL de cloreto
de calcio 50% (Rica Nata), 0,02 g cultura latica (cultura starter) (Ricaferm MT3, Rica Nata),
previamente ativada em incubadora de bancada refrigerada (Lucadema, LUCA-223) com 150
mL de leite, a 32 £ 0,5 °C, por 3h. A cultura latica é composta das bactérias acido-laticas
Lactococcus lactis sp lactis, Lactococcus lactis sp cremosis e Streptococccus salivarius sp
thermophilus. Posteriormente, adicionou-se 1,4 mL de coagulante liquido contendo a enzima
quimosina (Ha-La, Chr Hansen), por litro de leite. Os ingredientes foram adicionados na ordem
da descricdo e homogeneizados por 1 min e acondicionados em embalagens retangulares de
polipropileno e incubados (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01), a 36 + 0,1°C, por 40 min.

Apos a incubacdo, realizou-se o corte manual da coalhada, em cubos de 1 + 0,2 cn?,
utilizando faca. Manteve-se em repouso por 5 min, para entdo realizar a mexedura por 3 min,
seguida de repouso por 2 min, repetidamente, por 4 vezes. A coalhada foi dessorada e
posteriormente a MQ foi acondicionada em forma cilindrica (diametro de 15 cm), mantida a 9
+0,1°C, sob prensagem, utilizando peso de 950,2 g, por 20 h, em incubadora refrigerada (BOD)
(Lucadema, LUCA-161/01). Apds a prensagem, as amostras foram encaminhadas para as
andalises de gordura, pH e umidade, sendo estas determinantes para definicdo da formulacdo do
RC, além das anteriormente indicadas na Tabela 1, incluindo o soro. Foram realizadas duas
coletas de leite em estacOes diferentes (replica de coleta) e destas elaborou-se uma massa de

queijo em cada amostra de leite avaliada, para posteriormente produzir os requeijées cremosos.

44  ELABORACAO DO REQUEIJAO CREMOSO (RC)

As formulacdes dos requeijdes cremosos foram realizadas conforme descrito em Van
Dender et al. (2012) e Belsito et al. (2017) com modificacdes. Objetivou-se um produto padrao
contendo 14% de sélidos ndo gordurosos, 61% de umidade e 25% de gordura. Para isso,
utilizou-se creme de leite considerando o teor de gordura e umidade de cada massa de queijo, a
fim de compor o restante de gordura necessaria para a formulacdo, sendo este ingrediente

adicionado de maneira variavel conforme a Tabela 2, considerando 100 g de massa de queijo.
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Ja as quantidades de sal fundente e sal comercial foram fixadas e corresponderama 3% e 0,7%
e respectivamente.

Os ingredientes utilizados para as formulagdes dos requeijoes cremosos estdo
apresentados a seguir.

MQ produzida com o leite proveniente do LF e dos diferentes tempos de conservacgao
LR6, LR10, LC30, LC60 e LC90, foram denominados de RCLF, RCLR6, RCLR10, RCLC30,
RCLC60 e RCLC90. Sendo que os requeijoes obtidos, foram elaborados com as MQ a partir
de duas coletas de leite em estagdes diferentes (replica de coleta).
o Creme de leite comercial (Piracanjuba), com 17 < 0,01% de gordura, 2,92 £+ 0,05% de
proteina, 0,60 + 0,01% de cinzas, 25,30 + 0,17% de solidos totais, 8,30 + 0,17% de solidos ndo
gordurosos, 80 < 0,01 mg/100 g de sodio, 48,01 + 10,11 mg/100g de potassio, 402,54 + 62,36
mg/100 g de calcio e 51,57 + 2,06 mg/100 g de magnésio e valores de pH de 6,83 £ 0,12;
o Sal fundente JOHA S 9B, fornecido pela ICL FOODS. Segundo o fabricante, é
composto polifosfatos de sddio e pirofosfato tetrassodico, e contem 28 g/100 g de sodio em sua
composicao. Sendo este, considerado um sal emulsificante de cadeia curta (DIAS, 2015);
o Sal comercial (cloreto de sodio) da marca Cisne, contendo 42,73 g/100 g de sddio em
sua composicdo (DIAS, 2015).

Tabela 2 — Formulacdes de requeijao cremoso (RC) obtidos a partir das massas de queijo (MQ)
elaboradas com leite fresco (MQLF), refrigerado (MQLR6, MQLR10) e congelado (MQLC30,
MQLC60, MQLC90) e assim denominados RCLF, RCLR6, RCLR10, RCLC30, RCLC60 e
RCL

“Formulacdes Creme de leite (g) “Umidade excedente (g)
RCLF 82,88 + 19,82 25,45 + 8,96
RCLR6 122,22 + 2,38 28,45 + 8,35
RCLR10 95,97 + 13,16 21,50 + 8,98
RCLC30 104,08 + 4,65 29,34 + 6,64
RCLC60 114,90 + 11,92 27,52 +7,19
RCLC90 101,42 + 0,82 29,00 £ 2,82

Média dos valores de cada batelada + desvio padrao.

“Denominados RCLF (requeijdo cremoso de massa de queijo de leite fresco), RCLR6 e 10 (requeijdes cremosos
de massas de queijos de leite refrigerado (LR) por 6 e 10 dias), RCLC30, 60 e 90 (requeijes cremosos de massas
de queijos de leite congelado (LC) por 30, 60 e 90 dias).

“Umidade excedente: consiste no contelido de dgua da MQ e ou do creme de leite (17% de gordura) que foi
adicionado na formulacéo, buscando padronizar o teor de gordura da formulagdo padréo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A elaboracdo do requeijdo cremoso foi realizada adicionando todos ingredientes a
Thermomix, Vorwerk, compondo 400 g em cada batelada e entdo submetidos a fundicdo a

temperatura de 90 ‘C, sob agitacdo (500 rpm), por 7 min. Amostras foram retiradas para
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realizagdo de andlise de umidade e pH, além do fracionamento em 50 g para acondicionamento
em frascos de polipropileno de 200 mL, e posterior refrigeracdo a4 0,1 °C (BOD) (Lucadema,
LUCA-161/01) durante 48 h, para realizacdo das analises de cor instrumental, perfil de textura

(TPA), bem como as demais andlises fisico-quimicas, conforme descrigdo da Tabela 1.

45 METODOS ANALITICOS

A seguir estdo dispostos os métodos analiticos utilizados no presente estudo, sendo

estes realizados em triplicata.

4.5.1 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas realizadas foram pH, acidez (A), gordura (G), proteina (P),
lactose (L), cinzas (C), solidos totais (ST), sélidos ndo gordurosos (SNG), minerais (M): sédio,
potassio, calcio e magnésio. Na Tabela 3 estdo apresentados de forma sucinta as analises fisico-

quimicas, métodos e referéncia utilizadas no leite e seus produtos.

Tabela 3 — Analises fisico-quimicas, méetodos e referéncias utilizados para as analises do leite
de ovelha, massa de queijo (MQ), soro (S) e requeijdo cremoso (RC) obtidos a partir dos
diferentes tempos de conservacéo do leite de ovelha

““Analises Método Referéncia
pH (Potenciométrico) Medidor de pH de bancada (Hanna, HI 2221)
A (Titulométrico n° 947.05) (AOAC, 2016)
G *(Gerber n° 2000.18) (AOAC, 2016)
"(Gerber) (BSI, 1989)
(Micro - Kjeldahl para N total, F 6,38)
P “(n° 991.20) (AOAC, 2016)
"(n° 2001.14)
L (Glicidios redutores em lactose) (LANE; EYNON, 1923)
C (Gravimétrico n° 935.42)
ST (n° 990.20)

SNG (n° 990.21) (AOAC, 2016)

M (Espectrofotometria de
absor¢do atbmica n°® 985.35)

“Método usado somente no leite de ovelha;
“Método utilizado para os demais MQ, S, RC;
“*Acidez (A), gordura (G), proteina (P), lactose (L), cinzas (C), sélidos totais (ST), sélidos ndo gordurosos (SNG),
minerais (M): sodio, potassio, calcio e magnésio.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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45.2 Estabilidade térmica do leite de ovelha

A seguir estdo dispostas as analises de estabilidade térmica utilizadas no presente
estudo.

4.5.2.1 Coagulo no teste de ebulicao

A estabilidade do leite de ovelha pela analise do coagulo no teste de ebulicdo (COB) foi
realizada utilizando 10 mL de amostra em um tubo de ensaio submetido a fervura, em bico de
Bunsen, sob agitacdo constante manualmente, para se observar a presencga (+) ou auséncia (-)

de coagulacéo e/ou precipitacdo, adaptado de Wasiksiri et al. (2010) e Lai et al. (2016).

4.5.2.2 Estabilidade ao alcool

A estabilidade do leite de ovelha frente ao alcool foi determinada utilizando 2 mL de
amostra e etanol na proporcdo 1:1 em placa de Petri. As concentracdes de etanol utilizadas
foram de 70% a 40%, variando a cada 2% adaptado de Wasiksiri et al. (2010) e Lai et al. (2016).
O processo foi padronizado, adicionando, primeiramente o leite de ovelha e depois a solucéo
de etanol, lentamente sob agitacéo durante 35 +5s. Apds 30 + 5 s do término da adicao, ainda
sob agitacdo, a presenca de precipitacdes foi verificada, sendo estavel a concentracéo de etanol
na qual o leite apresentasse aspecto sem grumos ou com uma ligeira precipitacdo, com poucos
grumos muito finos nas paredes do recipiente (WASIKSIRI et al., 2010; LAI et al., 2016).

4.5.3 Analises microbioldgicas

As andlises microbiologicas do leite de ovelha cru e pasteurizado foram realizadas
conforme o método de plagueamento em superficie e usou-se o agar padrdo para contagem
(PCA- Plate Count Agar) da marca Reatec. As amostras foram submetidas a dilui¢6es seriadas

até 108 em &gua peptonada (0,1%) estéril e inoculadas em placas contendo PCA.
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4.5.3.1 Contagem total de micro-organismos aerobios mesofilos

A contagem total de micro-organismos aerébios mesofilos foi realizada segundo Morton
(2001). Apos a inoculagdo das placas de PCA, estas foram invertidas e incubadas & 35 + 1 °C,
por 48 h, e em seguida realizou-se a contagem das colonias que apareceram nas placas.

4.5.3.2 Contagem total de micro-organismos aerobios psicrotréficos

A contagem total de micro-organismos aerobios psicrotroficos foi realizada segundo
Cousin, Jay e Vasavada (2001). Apds a inoculacdo das placas de PCA, estas foram invertidas e
incubadas a 7 + 1 °C, por 10 dias. Passado este periodo, ocorreu a contagem das colonias que

apareceram nas placas.

4.5.4 Analise de atividade proteolitica e lipolitica

A seguir estdo dispostas as analises enzimaticas utilizadas no presente estudo.

4.5.4.1 Atividade Proteolitica

A determinacdo da atividade proteolitica do leite de ovelha foi realizada de acordo com
0 método relatado por Bendicho et al. (2002), adaptado para o leite de ovelha segundo Palomba
et al. (2017).

A curva padrao foi construida relacionando a atividade da protease liquida de Bacillus
spp. (Sigma, Aldrich), usando uma amostra de leite de ovelha fresco, caracterizada por possuir
uma atividade proteolitica baixa. A solucéo estoque foi obtida adicionando 330 mg de protease
em 30 mL de leite de ovelha. O coeficiente de correlagdo (R?) foi calculado por meio de analise
de minimos quadrados, apds trés repeticdes das 5 concentra¢des diferentes (0; 0,25; 0,50; 1,00;
2,00 mU/mL) previamente selecionadas para a faixa de absorbancia do leite de ovelha fresco,
segundo Palomba et al. (2017). Os valores de absorbancia obtidos foram quantificados por
comparagdo com a curva padrdo (Apéndice 1).

A anélise foi conduzida através da adicdo de 4 mL de solugdo de azocaseina (1%)
(Sigma Aldrich), preparada com tampdo fosfato de sédio pH 7,2 e 400 uL de leite de ovelha,
em tubo Falcon, seguida de incubagdo em banho-maria (Solab, SL-157) a 35,5 £ 0,5 °C, sob

agitacao orbital (40 rpm), durante 15 min. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 8 mL de
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acido tricloroacético (TCA) (5%). Apos, centrifugou-se (4000 rpm) em centrifuga de bancada
(Solab, SL-700), a temperatura ambiente, durante 4 min. O sobrenadante foi filtrado em papel
filtro qualitativo Whatmann 2 (Sigma, Aldrich), e a absorbancia determinada a 345 nm no
espectrofotdmetro UV-visivel (Biospectro, espectrofotdmetro SP-22), sendo que este contém o
grupo cromdgeno liberado pela atividade da protease na azocaseina, enquanto o precipitado
inclui os componentes do leite e a fracdo de azocaseina ndo degradada.

O espectrofotometro foi zerado com o branco do aparelho que consistia na substitui¢éo
da aliquota de amostra na reacéo, pelo tampao fosfato de s6dio pH 7,2. O branco da amostra foi
obtido através da adicdo do TCA (5%) antes da amostra de leite, a fim de impedir a reacdo do
leite com a azocaseina, sendo que passou pelas mesmas etapas conduzidas para a reacao, assim

como o branco do aparelho.

4.5.4.2 Atividade Lipolitica

A atividade lipolitica do leite de ovelha foi determinada utilizando como substrato o
azeite de oliva extravirgem, considerando que segundo Zhang et al. (2006) o leite de ovelha
congelado possui os acidos graxos Cie:o Variam de 22,1% a 22,4%, e as de Cis:1 de 17,5% a
17,7% como fracbes majoritarias e o azeite de oliva comercial, da mesma forma os &cidos
graxos Cie:012,36 £ 0,47% e Cig:1 de 58,56 + 0,51% (CARDOSO et al., 2010).

O azeite de oliva extravirgem (10% m/v) foi emulsionado em agitador mecénico
(Tecnal, TE -139) por aproximadamente 3 min com goma arabica (5% m/v) em tampao fosfato
de sodio (100 mM, pH 7,0). Para o preparo da reacéo foi adicionado 2 mL de leite de ovelha e
18 mL da emulsdo conforme Rigo et al. (2012). A reacdo foi realizada sob agitacdo (160 rpm),
a 37 °C, em shaker de bancada (Lucadema, LUCA-223) (MA; BARBANO; SANTOS, 2003),
durante 15 min (RAJMOHAN; DODD; WAITES, 2002; RIGO et al., 2012). A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 20 mL de mistura de acetona-etanol (1:1) e os acidos graxos
produzidos extraidos através da titulacdo com solugdo NaOH 0,1 N, até o ponto final, verificado
ao atingir o pH 11 (GOMBERT et al., 1999; RIGO et al., 2012), sob agitacdo (200 rpm), durante
10 min (GOMBERT et al., 1999). Os ensaios em branco foram realizados adicionando o leite

logo apo6s a adicdo da solucdo acetona-etanol.
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455 Eletroforese

As analises das fragdes de proteina a-caseina, B-caseina e k-caseina foram realizadas
através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio
(SDS-PAGE), a qual foi realizada conforme Laemmli (1970) com modificagdes e os géis foram

corados segundo método descrito por Merril (1990), com adaptaces.

4.5.5.1 Preparo das amostras

As amostras de leite de ovelha foram diluidas 1:50 com agua ultrapura buscando a
formacdo de bandas nitidas. O preparo da amostra foi realizado em tubo de Eppendorf
devidamente identificado, utilizando-se 200 pL de amostra diluida e 40 pL de acido
tricloroacético (TCA) (60%), sem agitacdo. A solucdo foi preparada em overnight e mantida
em congelador (Consul Frost Free Facilite, CRB36AB) para sua desnaturacao.

Para realizar a desnaturacdo das amostras utilizou-se centrifuga refrigerada a 4 °C
(Quimis, Q222¢) com velocidade de 10.000 rpm, por 30 min. Apds, o liquido contido nos tubos
Eppendorf foi retirado cuidadosamente para que o pellet permanecesse intacto, e entdo foi
adicionado 100 pL de solucdo de acetona 90% refrigerada, sem agitacdo. As amostras foram
centrifugadas novamente, repetindo-se 0 processo por 2 vezes.

Na terceira centrifugacao (ultima), retirou-se a solucéo de acetona 90% adicionou-se 50
pL do tampdo da amostra contendo P-mercaptoetanol, sem agitacdo para que o pellet
permanecesse intacto. Apos, as tampas dos tubos Eppendorf foram furadas com auxilio de uma
agulha e aquecidas a 100 °C, por 10 min. Depois congeladas (1 h) até o momento da corrida,
em caso de ndo realizar a producdo do gel. O tampéo da amostra era composto de 1,2 mL de
tampao TRIS 0,5 M (pH 6,8), 2 mL de solugdo de SDS 10%, 1 mL de glicerol 100%, 0,5 mL
de solucdo alcoolica de Bromofenol blue 0,5%, 4,8 mL de agua destilada e 0,5 mL de B-

mercaptoetanol.

4.5.5.2 Preparo dos géis e corrida eletroforética

O preparo dos géis foi realizado concomitantemente com o preparo e desnaturacdo das
amostras, sendo a composicao dos géis utilizados a base de poliacrilamida (SDS-PAGE). Para
0 gel de resolucdo (15%) foi utilizado 4,925 mL de solugéo de acrilamida/bis acrilamida
(30:08), 5,00 mL de tampao Tris — HCI - SDS 0,75 M (pH 8,8), 75 uL de persulfato de aménio
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10% (m/v), 5 uL de TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilenodiamina). J& o gel de empilhamento
(3%) foi elaborado com 0,50 mL de solucéo de acrilamida/bis acrilamida (30:08), 2,50 mL de
tampao Tris — HCIl — SDS 0,25 M (pH 6,8), 75 pL de persulfato de amonio 10% (m/v), 7,5 pL
de TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilenodiamina). A geleificacdo dos géis foi realizada em
incubadora refrigerada (BOD) (Lucadema, LUCA-161/01), a (25 °C £ 0,1), por 40 min.

As condicdes de corrida foram ajustadas definindo a voltagem de 250 V, amperagem 30
A e tempo de 1 h, em cuba eletroforética vertical LCV (Armersnam Biosciences) e fonte LPS
(Loccus Biotecnologia). A quantidade de proteina aplicada em cada poco do gel foi a mesma
para todas as amostras (20 uL), ja para 0 marcador de massa molecular (3,4 - 100 kDa) (Sinapse
Biotecnologia)), utilizou-se 15 pL.

Ao final da eletroforese, as proteinas foram reveladas em solugéo corante azul brilhante
(BLUER - 250), onde permaneceram por 24 h. As bandas foram expostas com agua destilada e

aquecimento em micro-ondas por 10 s, sendo este procedimento repetido.
4.5.6 Analise de rendimento

O rendimento da MQ foi calculado conforme Silveira e Abreu (2003) através da diviséo
do volume de leite utilizado (L) pela massa de produto obtido (kg). Para expressar o volume
total de soro eliminado no processo, dividiu-se 0 mesmo pelo volume total de leite utilizado na

producédo da MQ.
4.5.7 Avaliacdo da cor instrumental

A avaliacdo da cor instrumental do requeijdo cremoso (RC) foi realizada com auxilio
do colorimetro digital (HunterLab, MiniScan EZ 4500 L). A Equacdo 1 apresenta a variacdo de
cor (AE), relacionando as variagdes de luminosidade L* (branco ao negro) e cromaticidade b*
(azul ao amarelo). Para a avaliacdo das amostras de RC, somente os parametros L* e b* foram

utilizados, pois a cor dos queijos fundidos varia do creme ao branco (BOSI, 2008).

AE* = AL + Ab*? (1)

Para o AE, segundo Francis e Clydesdale (1975) com adaptagdes, valores proximos de

zero indicam que as formulagdes resultaram em um produto com caracteristicas semelhantes ao
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padréo e, diferencas, iguais ou superiores a dois, podem ser consideradas como uma diferenca
entre dois tratamentos perceptivelmente visiveis ao olho humano. O A ¢ a diferenca entre cada
parametro de cor da amostra padrdo e a amostra teste.

4.5.8 Andlise do perfil de textura (TPA)

As analises do perfil de textura das amostras de requeijao cremoso foram realizadas em
sextuplicata, e ocorreram com o auxilio do texturdmetro (Brookfied, CT3 Texture Analizer),
probe cilindrica de acrilico com 25,4 mm de diametro, movida perpendicularmente sobre a
amostra (10 + 0,1 °C). As condicfes do teste foram: célula de carga de 500 N, distancia de
compressdo de 20% da altura do produto, velocidade de 1,0 mm/s, tempo de contato de 5 s com
dois ciclos de penetracdo, sendo analisadas as caracteristicas mecanicas de dureza, adesividade,

elasticidade, coesividade e gomosidade de acordo com Silva et al. (2012) com modificages.

4.6  ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicata, exceto a analise do perfil de textura em
sextuplicata. Posteriormente, os resultados foram verificados pela analise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacdo de média de Tukey a 5%, através Software STATISTICA
13.2 Trial (Statsoft), considerando um nivel de 95% de confianca (p < 0,05). Ao todo foram
realizadas 6 coletas de leite de ovelha, em diferentes estacdes do ano, buscando verificar a
repetitividade dos resultados analiticos. Além disso, alguns dados foram submetidos a analise
de componentes principais (APC), utilizando o software XLSTAT versdo 2015.2.02
(Addinsoft, Paris, Franca).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir seréo apresentados os resultados e discussdo referentes ao comportamento do
leite de ovelha fresco e 0s conservados sob refrigeracdo e congelamento, bem como dos seus
produtos elaborados na presente pesquisa.

51  ANALISE DO COMPORTAMENTO DO LEITE DE OVELHA FRESCO,
REFRIGERADO E CONGELADO EM RELACAO AOS PADROES DE QUALIDADE E
FRACOES PROTEICAS.

Os resultados do estudo preliminar realizado com o leite de ovelha coletado em marco,
abril e agosto de 2017 e mantido sob refrigeracdo durante 10 dias, sdo apresentados buscando
avaliar o padrdo de qualidade pela relacéo do pH e acidez com a contagem de micro-organismos
mesofilos e psicrotroficos. Em etapa posterior, séo abordados os resultados sobre as coletas de
leite de ovelha de janeiro e agosto de 2018, em relacdo ao leite fresco (LF), refrigerado (LR) e
congelado (LC), e a composi¢do quimica, pH, estabilidade térmica das proteinas, analises
microbioldgicas, atividades proteoliticas e lipoliticas, e 0 comportamento das fragcdes proteicas
por SDS-PAGE.

5.1.1 Estudos preliminares

Os resultados médios sobre a composicdo dos leites frescos obtidos nas coletas de
marco, abril e agosto de 2017 foram: gordura (6,10 £ 0,07%), proteina (5,01 £ 0,21%), lactose
(4,57 + 0,09%), cinzas (0,90 + 0,03%), sdlidos totais (16,42 + 0,16%), sélidos ndo gordurosos
(10,27 £ 0,22%).

Os valores obtidos no presente trabalho foram semelhantes aos encontrados por Hanauer
et al. (2016), do leite de ovelha da raca Lacaune produzido em regido proxima ao do presente
trabalho, de gordura (6,73 + 0,35%), proteina (5,04 + 0,03%), lactose (4,84 + 0,38%) e cinzas
(0,89 + 0,01%). Fava, Killkamp-Guerreiro e Pinto (2014a) ao avaliar o leite de ovelhas da raca
Lacaune no Rio Grande do Sul, relataram valores de gordura e sélidos totais (8,28 + 0,48% e
19,59 £ 0,55%), respectivamente, superiores ao presente estudo, no entanto os teores de
proteina (5,27 £ 0,20%) e lactose (4,44 + 0,18%) foram préximos. Entre os teores de gordura
pode estar associada a producdo média de leite por dia, estagdo do ano (SILVEIRA et al., 2017),

periodo de lactacdo (BRITO et al., 2006), entre outros fatores.
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Na Tabela 4 sdo descritos o pH, acidez, contagem total de micro-organismos aerébios
mesofilos e psicrotroficos no leite de ovelha refrigerado pelo periodo de 10 dias. Todos 0s
parametros avaliados apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de
refrigeracdo. O pH do LF apresentou diferenca significativa (p < 0,05) apenas com o LR10,
considerando que em 10 dias de refrigeracdo o menor pH foi evidenciado. Ja a acidez apos oito
dias de refrigeracdo (LR8) aumentou consideravelmente em relacdo ao LF sendo estes
estatisticamente diferentes (p < 0,05).

Na contagem de micro-organismos mesofilos ocorreu diferenca significativa (p < 0,05)
entre o LF e os leites refrigerados ap6s 6 dias de conservacao (LR6), enquanto que a contagem
de psicrotréficos apresentou diferenca significativa (p < 0,05) apds 5 dias (LR5). Isto mostrou
que a refrigeracdo teve maior efeito nos micro-organismos psicrotroficos, uma vez que apos 5
dias de refrigeracéo estes tiveram alteracoes, seguido da contagem de mesofilos, acidez e pH.

Em relagdo a qualidade do leite de ovelha refrigerado, observou-se que os leites oriundos
de trés coletas em meses distintos até o sexto dia de refrigeracdo (LR6) estaria com padrdes
microbioldgicos aceitaveis dentro do limite (6,18 log UFC/mL) de contagem em placas a 30
°C, para leite cru de ovelha que seja submetido a um processo com tratamento térmico antes da
obtencdo de produtos segundo a legislacdo europeia UE (2004) para leite de ovelha. Cabe
ressaltar que no Brasil devido a auséncia de uma legislacdo especifica para o leite de ovelha, a
IN 62 (BRASIL, 2011) é considerada como a Unica vigente, mesmo que estabeleca critérios
para o leite bovino, neste sentido, os valores encontrados no presente estudo, estariam
superiores aos recomendados na referida (5,95 log UFC/mL).

A correlacdo da contagem de mesoéfilos com os valores pH (-0,83) e acidez (0,85),
indicaram que com o aumento da contagem microbiana, ocorreu a reducéo dos valores de pH e
aumento da acidez, refletindo nos padrdes de qualidade do leite. O aumento da acidez poderia
causar perda de estabilidade da caseina, considerando estaria relacionada com o aumento da
contagem de mesofilos observada ap6s o LR6 e consequentemente no LR8 para acidez. Cabe
ressaltar que alguns componentes do leite podem contribuir para o aumento da acidez, sem
causar alteracdo na estabilidade da caseina (BRITO et al., 2006), uma vez que estudos relatam
que o leite de ovelha com acidez de 0,3% apresentou capacidade de processamento de iogurte
(REVERS et al., 2016). Contudo, no presente estudo onde o LF com 0,19% de acidez e LR10
com 0,3% de acidez indicou n&o ser acidez natural do leite, e sim a desenvolvida de acordo com
De La Vara et al. (2018).

A acidez e o pH apresentaram correlagdo negativa (-0,94), indicando que conforme

ocorria 0 aumento da acidez no decorrer do tempo de refrigeracdo, o pH diminuia. Fava,
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Kilkamp-Guerreiro e Pinto (2014a) observaram o mesmo comportamento para leite de ovelha
em relacdo a reducdo do pH e estabilidade térmica frente ao &lcool, enquanto que a acidez
aumentava.

O desenvolvimento de bactérias psicrotréficas segundo Silva e Torres (1995) é
favorecido a temperaturas na faixa de 2 °C a 10 °C, comportamento verificado ao comparar a
contagem do LF (3,65 log UFC/mL) com as obtidas nos tempos de refrigeracdo, sendo que até
sexto dia apresentaram contagem menor que 6 log UFC/mL, cabendo ressaltar que Santos et al.
(2013), relataram que o numero de bactérias psicrotréficas presentes no leite cru esta
relacionado as condiges higiénicas na producdo, ao tempo e a temperatura em que o leite é

armazenado.

Tabela 4 — Avaliacéo do pH, acidez, contagem total de micro-organismos aerobios mesoéfilos e
psicrotroficos no periodo de 10 dias do leite de ovelha refrigerado (LR) em comparacéo ao leite
fresco (LF)

Amostra pH Acidez (%) (IOBAESISS}?SL) (F;Z;Cﬁ’gco/fr'ﬁg
LF 6,45+ 0,107 0,19 +0,02° 4,35+0,33? 3,65+ 0,05°
LR2 6,47 + 0,022 0,21 <0,01° 4,45 +0,71%d 4,00 + 0,04%®
LR3 6,45 + 0,04? 0,21 +0,01° 4,55 + 0,82 4,02 +0,08®
LR4 6,43 +0,04%® 0,21 <0,01° 4,48 +0,16%¢ 4,53 +0,07®
LR5 6,44 +0,04%® 0,23<0,01° 5,75 * 0,643cdef 5,14 + 0,79
LR6 6,39 + 0,06® 0,23<0,01° 6,16 + 0,470cef 5,85 + 0,50¢4€f
LR7 6,34 +0,04%® 0,24 +0,01° 6,70 + 0,84¢df 6,11 + 0,43%f0
LR8 6,30 + 0,08%® 0,29 + 0,020« 7,23 + 0,954 6,52 +0,52¢
LR9 6,29 £0,11%® 0,29 +0,02¢ 6,54 + 0,29° 6,63 + 0,371
LR10 6,21+0,17° 0,30 < 0,01¢ 6,61 + 0,08 6,73 10,279

Média de trés valores de cada batelada + desvio padrdo. Letras iguais na coluna em cada analise indicam que nédo
hé& diferenca significativa entre as médias do leite fresco e dos leites refrigerados pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Considerando os dados analisados, os demais resultados do LR serdo avaliados no
tempo de 6 dias de refrigeracdo (LR6), sendo que neste foram obtidas contagens de mesofilos
limites de acordo com a legislacdo europeia (UE, 2004). Ja o LR10, sera acompanhado para
verificar as caracteristicas do leite de ovelha com contagem microbiana acima de 6,18 log.
UFC/mL, buscando o viés cientifico, uma vez que com este padrdo de qualidade
microbioldgica, 0 mesmo nao seria recebido em plantas industriais.

Cabe ressaltar que a composicdo quimica e a qualidade do leite de ovelha podem variar
conforme muitos fatores, dentre eles as condi¢cbes ambientais e a localidade de produgéo

(PARK et al., 2007), evidenciando a importancia de estudos sobre a caracterizagdo do leite



60

produzido em diferentes estacOes e condigdes, permitindo a elaboracdo de uma legislacéo

brasileira que descreva os padrdes de identidade e qualidade do leite de ovelha.

5.1.2 Analise do comportamento do leite de ovelha refrigerado e congelado ao longo do
tempo de conservagdo em comparacao ao leite de ovelha fresco

Os valores médios e desvio padrdo das analises fisico-quimicas das bateladas coletadas
em janeiro e agosto de 2018 foram: gordura (6,52 + 0,33%), proteina (5,35 * 0,11%), lactose
(4,22 £ 0,04%), cinzas (0,89 + 0,02%), sélidos totais (16,59 + 0,33%), sélidos ndo gordurosos
(10,07 + 0,33%), sddio (63,95 + 7,85 mg/100 g), potéssio (98,46 + 5,50 mg/100 g), célcio
(178,45 + 9,33 mg/100 g), magnésio (26,05 + 4,03 mg/100 g).

Os valores obtidos neste estudo foram semelhantes aos relatados por Bianchi et al.
(2014) para ovelhas Lacaune em periodo de lactagdo (+ 10 dias), com 0 mesmo peso, niUmero
de paricdes, idades e volume de producdo de leite e assim como o presente trabalho, coletado
na regido Oeste de SC. Ao longo dos experimentos (0, 60 e 120 dias), foram relatados valores
médios de 6,61 £ 0,21% de gordura, 4,75 + 0,36% de proteina, 4,68 + 0,25% de lactose e 1,73
+ 0,30 L/dia producdo de leite sem diferenca significativa. Este comportamento também foi
observado no presente estudo, com relacéo as coletas realizadas nos experimentos preliminares
e as avaliacdes desta secdo.

Giroux, Veillette e Britten (2018) relataram valores médios de gordura (6,42 + 0,04%),
solidos ndo gordurosos de (12,4 < 0,01%), proteina (5,79 £ 0,12%), lactose (4,62 = 0,03%),
para o leite de ovelha em estudo realizado no Canada. Os valores de gordura e sélidos ndo
gordurosos foram semelhantes ao presente trabalho. Quanto aos minerais, os teores do presente
estudo foram maiores em rela¢do ao sddio (35,40 < 0,01 mg/100 g), célcio (114,30 £ 7,00
mg/100 g) e magnésio (18,40 + 1,00 mg/100 g), representando 1,8; 1,5; 1,4 vezes,
respectivamente os relatados por Giroux, Veillette e Britten (2018). No entanto, o potéassio foi

superior ao presente estudo (151,00 + 24,00 mg/100 g).

5.1.2.1 Micro-organismos mesofilos, pH, acidez, estabilidade térmica frente ao alcool e

analise do coagulo no teste de ebulicédo no leite de ovelha fresco, refrigerado e congelado

Na Tabela 5 estdo apresentados a contagem de micro-organismos mesofilos e os valores
de pH, acidez e estabilidade térmica frente ao alcool no leite de ovelha fresco (LF), refrigerado

(LR) e congelado (LC). A contagem de micro-organismos mesofilos desta etapa do estudo
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apresentou diferenca significativa (p < 0,05) do LR em relacdo ao LF, porém ndo deste Gltimo
emrelacdo ao LC, ou seja, 0 LR apresentou um aumento nas contagens enquanto o LC manteve
estas.

A contagem de mesofilos do LF foi semelhante aos obtidos na etapa do estudo
preliminar (Tabela 4), sendo que no LR6 (Tabela 5), a contagem foi maior até mesmo que o
limite permitido pela UE (2004). O leite de ovelha refrigerado durante 7 dias a (4 + 0,5 °C) em
estudo de Balthazar et al. (2018) também apresentou aumento da contagem de meso6filos no
decorrer do periodo de estocagem. Os resultados encontrados nesta pesquisa para o leite de
ovelha congelado durante 90 dias a -29,80 + 0,40 °C, ndo apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05) em relacdo ao LF. Balthazar et al. (2018) indicaram a reducdo da contagem
microbiana de leite de ovelha cru desnatado congelado a (-20 + 1,00 °C) até 180 dias. A
mortalidade durante o descongelamento dos produtos pode ocorrer devido a exposicdo das
células a efeitos osmoticos (SOUKOULIS; FISK; BOHN, 2014; TRIPATHI; GIRI, 2014).
Contudo, o descongelamento realizado nesta etapa da pesquisa possivelmente, ndo causou
alteracdes na contagem de mesofilos, uma vez que estas nao apresentaram diferenca em relacéo
ao LF.

A acidez ndo apresentou diferenca significativa entre o LF, LR6 e os congelados (LC)
(p < 0,05). O aumento da acidez do leite de ovelha ao longo do tempo de refrigeracéo,
especialmente no LR10 pode estar relacionado com a contagem de aerébios mesofilos, visto
que eles possuem atividade acidificante (FAGUNDES et al., 2006). Os resultados indicaram
correlacdo positiva entre a acidez e mesofilos considerando os valores de LF, LR (0,86) assim
como, LF, LC (0,69).

A correlacdo da contagem de meséfilos e os valores de acidez para os estudos
preliminares no LF, LR (0,85) foram semelhantes ao encontrado nesta se¢édo (0,86). Embora na
presente etapa da pesquisa o0 crescimento microbiano no periodo de refrigeracdo (LR6) tenha
sido maior do que nos experimentos preliminares, a acidez apresentou-se dentro dos limites
aceitaveis relatados por Park et al. (2007), de 0,22% a 0,25% (acido latico). Este parametro é
normalmente utilizado como indicador do estado de conservacéo do leite, em funcéo da relacao
entre disponibilidade de lactose e producéo de acido lactico, por acdo microbiana, que acarreta
aumento da acidez e diminuicéo do teor de lactose (PARK et al., 2007).

O pH e a estabilidade ao alcool do leite de ovelha reduziram ao longo do tempo de
refrigeracdo, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) apenas no LR10 em relagdo ao LF
e LC. No congelamento ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as amostras ao longo

do tempo de conservagdo. O pH e a estabilidade ao alcool foram inversamente proporcionais a
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acidez, apresentando correlagdo positiva entre eles considerando os valores de LF, LR (0,96)
assim como, LF, LC (0,24).

Tabela 5 — Avaliacdo da atividade microbiana por micro-organismos mesofilos e seu efeito no
pH, acidez e estabilidade térmica frente ao alcool no leite de ovelha fresco (LF), refrigerado
(LR) e congelado (LC) ao longo do tempo

Estabilidade ao

Amostra Mesofilos (log UFC/mL) pH Acidez (%) alcool (%)
LF 4,19 + 0,562 6,56 + 0,022 0,21+0,01° 65 + 3,46°
LR6 7,06 +0,27° 6,49 + 0,03? 0,24 <0,01° 63 + 3,46°
LR10 7,89 +0,43° 6,26 +0,21° 0,31 +0,04° 50 +6,93°
LC15 6,18 £1,71° 6,61 + 0,05? 0,22 + 0,022 64 + 4,62°
LC30 5,67+ 1,267 6,59 + 0,012 0,23 +£0,01° 64 + 4,62°
LC45 5,64 + 1,54? 6,56 + 0,03? 0,23+0,01° 63 + 3,46°
LC60 5,75+ 1,507 6,57 +0,03? 0,23+0,01° 63 + 3,46°
LC90 5,61+ 1,59 6,56 + 0,04° 0,23+0,01° 63 + 3,46°

Meédia de trés valores de cada batelada + desvio padréo. Letras iguais nas colunas em cada analise indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Segundo Walstra, Wouters e Geurts (2006), a estabilidade da proteina do leite diminui
a medida que a acidez aumenta, comportamento observado na Tabela 5, ou seja, uma reducgéo
significativa na estabilidade do leite durante a analise do alcool no leite refrigerado (LR10),
possivelmente devido a sua maior acidez, oriunda da contagem de mesofilos. Os resultados
indicaram correlacdo negativa entre a acidez e estabilidade térmica considerando os valores de
LF, LR (0,98) assim como, LF, LC (0,87). Estudos indicam que a estabilidade do leite ¢é
negativamente relacionada a acidez, ja que a reducdo do pH do leite diminui o teor de caseinato
de fosfato de calcio e aumenta a concentracao do calcio idnico, que reduz as forcas de repulséo
entre caseinas e favorece a coagulacdo do leite (GUO et al., 1998; HORNE, 2016; DE LA
VARA et al., 2018).

O valor médio de estabilidade ao alcool do LF, foi de 65%, caracteristico aos
encontrados para pequenos ruminantes em torno de 63% (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO;
PINTO, 2014% DE LA VARA et al., 2018), quando comparadas as de leite bovino, esta
diferenca esté associada a acidez, concentracdo de fosfato e citrato, calcio idnico e forca ibnica
(DAVIES; WHITE, 1958; CHAVEZ et al., 2004; HORNE, 2016; MACHADO et al., 2017),
teor de gordura, proteina, bem como sélidos totais, maior acidez, além do conteddo mineral
com diferentes propor¢des (DE LA VARA et al., 2018; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN,

2018). O leite de ovino encontra-se na faixa intermediaria entre o caprino e o bovino, uma vez
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que, segundo Guo et al. (1998) relacionaram os menores valores de estabilidade ao &lcool do
leite de cabra fresco as suas proporcdes de sddio/potéassio (WASIKSIRI et al., 2010; FAVA;
KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; LAl et al., 2016; DE LA VARA et al., 2018).

Além da estabilidade ao alcool, na analise do coédgulo no teste de ebulicdo (COB)
observou-se que, no periodo avaliado, todas a amostras ndo apresentaram precipitacdo, apesar
do LR10 apresentar acidez elevada (0,31%), pH reduzido (6,26) e o menor valor de estabilidade
ao alcool (50%). Aparentemente, 0 LR10 possuia maior quantidade de particulas suspensas, em
comparagdo aos demais, o que de acordo com Walstra, Wouters e Geurts (2006) possa estar
relacionado a dissolucdo dos fosfatos de célcio coloidais, que resultam na dissociacdo da
caseina, assim como, devido aos &cidos graxos produzidos pela lipdlise diminuirem o pH e
elevar a acidez do leite. Porém, cabe ressaltar que o aumento da acidez também pode ocorrer
devido a contagem de aerdébios mesofilos (FAGUNDES et al., 2006), o que possivelmente seria
0 mais provavel devido ao seu aumento significativo neste periodo.

Os valores obtidos de pH, acidez e estabilidade ao alcool foram semelhantes aos
encontrados por Fava, Kilkamp-Guerreiro e Pinto (2014a), sendo para o leite fresco de ovelhas
da raca Lacaune produzidos no Rio Grande do Sul mensalmente avaliado durante 1 ano, assim
como para o refrigerado e congelados, no tempo de 7 dias, relataram valores pH (6,68 + 0,12;
6,57 £ 0,26; 6,71 £ 0,20), acidez (0,24 £ 0,15%; 0,28 £ 0,41%; 0,24 £+ 0,16%) e estabilidade ao
alcool (63,17 = 3,64%; 53,91 + 12,51%, 63,00 + 3,29%), respectivamente, com diferenca
significativa (p < 0,05), somente para o refrigerado em relacdo ao congelado e fresco,

corroborando com o comportamento verificado neste estudo.

5.1.2.2 Micro-organismos psicrotroficos, atividades proteoliticas e lipoliticas no leite de

ovelha fresco, refrigerado e congelado

A contagem dos micro-organismos psicrotroficos, as atividades proteoliticas e
lipoliticas no leite de ovelha e seus tratamentos estdo apresentadas na Tabela 6. A contagem de
micro-organismos psicrotréficos apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre o LF com
0 LR6 e LR10, ja que nao foi observada diferenca significativa entre LR6 e LR10. Além disso,
a contagem de psicrotroficos foi maior do que nos experimentos preliminares (Tabela 4) para o
LR6 e LR10. Este fato ja era esperado para o LR, uma vez que houve aumento da multiplicacéo
de bactérias psicrotroficas (2,07 vezes) em relagdo ao LF. As temperaturas de na faixa de 2 °C
a 10 °C sdo consideradas 6timas para o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas (SILVA;
TORRES, 1995; SANTOS et al., 2013).
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Tabela 6 — Avaliacdo da contagem de micro-organismos psicrotroficos, atividades proteoliticas
(AP) e lipoliticas (AL) no leite de ovelha fresco (LF), refrigerado (LR) e congelado (LC) ao
longo do tempo

Psicrotroficos (log. Atividade Proteolitica Atividade Lipolitica

Amostra UFC/mL) (mU/mL) (U/mL)
LF 3,85 + 0,98° 0,02+ 0,02 0,34 % 0,52°
LR6 7.70 40,22 0,04 + 0,02¢ 3,73+ 0,200
LR10 8,28 + 0,27" 0,06 + 0,02%¢ 1,40 +0,23°
LC15 4,87+ 1.47° 0,06 + 0,02 1,01 + 0,372
LC30 4,88 + 1,252 0,12 + 0,15?bcd 0,41 + 0,213
LC45 4,54 + 0,54° 0,13 + 0,05 1,87 + 0,581
LC60 4,47 +0,61° 0,16 + 0,07 244+ 1,015
LCa0 4,71+ 0,50° 0,19 + 0,05¢ 1,66 + 0,421

Meédia de trés valores de cada batelada + desvio padrédo. Letras iguais nas colunas em cada avaliagdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Segundo Haryani et al. (2003), a contagem de bactérias psicrotroficas néo
necessariamente resultaria em atividade proteolitica e lipolitica, mas sim dependente da espécie
de bacteéria psicrotréfica presente no leite. Algumas cepas podem apresentar tanto a capacidade
lipolitica quanto proteolitica ou alternarem de acordo com o substrato e ainda condicdes e tempo
reacionais (DEETH, 2006; CAPODIFOGLIO et al., 2016; JUNIOR et al., 2018).

Ao contrério do LR, o LC em todos os periodos manteve contagem de micro-organismos
psicrotroficos igual (p < 0,05) ao LF. Cabe ressaltar que o descongelamento do leite foi
realizado em 24 h, a4 °C, o que poderia favorecer a retomada do desenvolvimento das bactérias
psicrotroficas, visto que a temperatura 6tima de multiplicacdo destes micro-organismos esteja
entre na faixa (2 °C a 10 °C) (SILVA; TORRES, 1995; SANTOS et al., 2013). Balthazar et al.
(2018) avaliaram o leite de ovelha descongelado sob refrigeracdo e, apos 7 dias analisado, e
verificaram 0 aumento das contagens de micro-organismos mesofilos em comparacdo com o
primeiro dia de descongelamento. Cabe salientar que os autores ndo verificaram o
comportamento dos psicrotroficos. Assim, o tempo de permanéncia do presente estudo foi curto
em relacdo ao do Balthazar et al. (2018) e poderia ser a justificativa dos resultados encontrados
nesta secao.

A atividade proteolitica (AP) do leite de ovelha foi crescente ao longo do periodo de
armazenamento, sendo que a alta contagem de psicrotréficos ndo influenciou estatisticamente
este parametro (p < 0,05) no LR. Ja no LC, o comportamento da atividade proteolitica
permaneceu independente da contagem microbiana, apresentando crescente aumento com
diferenca significativa (p < 0,05) a partir de LC45. Embora as atividades proteoliticas tenham

apresentado diferengas significativas (p < 0,05), os valores mensurados sdo infimos (cerca de
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10 vezes menor), quando comparados com a atividade proteolitica de 1,66 mU/mL do leite de
ovelha relatados por Palomba et al. (2017) na Italia, com o mesmo método de analise.

Quando comparado com o leite bovino a ordem de grandeza passa de U/mL para
mU/mL do leite de ovelha, como pode ser observado em estudo realizado por Nérnberg, Tondo
e Brandelli (2009), nos quais quando as contagens de micro-organismos psicrotréficos foi 6,43
+ 0,35 log UFC/mL, apresentou 12,3 + 9,1 U/mL de atividade proteolitica. E com isso favorece
a utilizacéo do leite de ovelha conservado sob refrigeragdo e congelamento por mais tempo.

A atividade lipolitica (AL) do leite de ovelha (LF) apresentou diferenca significativa (p
< 0,05) em relacdo aos refrigerados (LR6 e LR10), sendo no LR6 observada a maior atividade.
Os LC15 e LC30 foram iguais significativamente (p < 0,05) ao LF, e o LC45, 60 e 90 iguais
entre si (p < 0,05). A diferenca nos valores de atividade lipolitica entre os LR6 e LR10, assim
como em relacdo a todos os LC parece ndo estar relacionada com a contagem de micro-
organismos psicrotroficos. Neste sentido, cabe ressaltar que a reducdo da atividade lipolitica foi
acompanhada pelo aumento da atividade proteolitica, indicando, possivelmente a hidrolise das
lipases pelas proteases (GOMBERT et al., 1999).

Cardoso (2006), estudou a influéncia da microbiota psicrotrofica no rendimento de
queijo minas frescal, estocado sob refrigeracéo e obteve contagens de psicrotroficos de 6,8 log.
UFC/mL e valores de atividade proteolitica de 1,99 U/mL e atividade lipolitica de 16,09 U/mL,
maiores que os obtidos no presente estudo. Isto ja era esperado, pois segundo Chandan, Parry
e Shahani (1968), a atividade das enzimas lipoliticas no leite de ovelha é cerca de um décimo
do que no leite bovino.

A quantificacdo das atividades proteoliticas e lipoliticas do leite de ovelha é pouco
elucidada na literatura. Geralmente encontra-se tais atividades determinadas no leite bovino, e
ainda, por métodos microbioldgicos, visando identificar a flora microbiana e verificar
qualitativamente a porcentagem de amostras que apresentam atividade lipolitica e proteolitica,

como por exemplo, o estudo de Capodifoglio et al. (2016).

5.2.2.3 Comportamento das fracdes proteicas do leite de ovelha fresco LF, refrigerado LR e

congelado LC.

A Figura 1 elucida o comportamento das proteinas do leite de ovelha fresco em relagdo
aos submetidos a conservagdo por refrigeracdo e congelamento, pela relagédo dos perfis
eletroforéticos, obtidos em condi¢des desnaturantes, ou seja, com adicdo de SDS (dodecil

sulfato de sodio, detergente anidnico), sendo que o padrdo (P) de massa molecular usado foi
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definido segundo dados da literatura relatados por Nguyen et al. (2017, 2018) e Balthazar et al.
(2018) sobre as massas moleculares e propor¢des médias das fracGes proteicas caracteristicas
dos leites de ovelha.

A relacdo entre o peso molecular (padrdo) com as bandas de proteinas € identificada na
Figura 1, com as letras a (imunoglobulina); b (lactoferrina); ¢ (albumina sérica); d (a-caseina);
e (B-caseina); f (k-caseina); g (B-lactoglobulina); h (a-lactoalbumina). Cabe ressaltar que a -
lactoglobulina é apresentada em maior quantidade do que outras proteinas do soro do leite
(imunoglobulina, lactoferrina, albumina sérica, a-lactoaloumina) no leite de ovelha, o que esta
de acordo com Selvaggi et al. (2014) e Balthazar et al. (2018).

A divisdo entre a e B-caseina é dificilmente visivel no gel de eletroforese devido & maior
quantidade dessas proteinas no leite de ovelha (BALTHAZAR et al.,, 2017). Também a
intensidade mais escura das fragdes de caseinas, quando comparadas com as proteinas do soro,

0 que indica a maior concentragdo de caseina no leite de ovelha (BALTHAZAR et al., 2018).

Figura 1 — Representacéo das proteinas pela técnica de Eletroforese em gel SDS-PAGE no leite
de ovelha fresco (LF), refrigerado (LR) e congelado (LC) ao longo do tempo

P LFV LFI LR6V LR6I IRIOV IRI0OI ~LCISV LCISI LC30V LC30I LC45V LC45T LC60V LC60I LCOOV LCO0I

KDa
100

34
P (padrdo); LF (leite de ovelha fresco); LR (leite de ovelha refrigerado (6 e 10) dias); LC (leite de ovelha congelado
(15, 30, 45, 60 e 90) dias); V (batelada do verdo); | (batelada do inverno); a (imunoglobulina); b (lactoferrina); ¢
(albumina sérica); d (a-caseina); e (B-caseina); f (k-caseina); g (B-lactoglobulina); h (a-lactoalbumina).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Como mostrado na Figura 1, o LF e 0 LR6 possivelmente ndo apresentaram hidrolise
das fragbes de caseina uma vez que as bandas tiveram intensidade semelhante. Este
comportamento corrobora com os resultados apresentados na (Tabela 6) onde as maiores
atividades proteoliticas foram evidenciadas no leite congelado. No LR10 pode ter ocorrido a

hidrolise da k-caseina, considerando que neste tratamento foi obtida a maior contagem dos
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micro-organismos psicrotroficos (8,28 log UFC/mL) do estudo, sendo evidenciado também o
surgimento de bandas intermediarias mais intensas na faixa de 15 a 10 kDa, indicando a
formacdo de peptideos.

Quanto ao congelamento do leite, observou-se que assim como o0 LR6, as bandas foram
semelhantes ao LF, mostrando que a estrutura das proteinas permaneceram intactas. Apesar das
atividades proteoliticas ter apresentado aumento com diferenga significativa (p < 0,05) em
relagdo ao LF apds LC45, como explicado anteriormente, os valores foram inespressivo quando
comparado com a literatura. Possivelmente devido a contagem de micro-organismos
psicrotréficos ndo ter atingido valores superiores a 6 log UFC/mL, e com isso, a producao de
enzimas proteoliticas ndo ser suficiente para realizar a degradacgéo das frac6es de caseina no LC
(PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006), contudo esta contagem limite foi definida para leite
bovino. A proteolise das proteinas do leite pode ser atribuida as proteases produzidas por
bactérias psicrotroficas durante o armazenamento resfriado de leite cru fresco (ZHANG et al.,
2015).

No presente estudo nédo foi realizada a etapa de identificacdo das espécies dos micro-
organismos psicrotroficos presentes nas amostras de leite de ovelha analisados, para entdo
relacionar com a atividade proteolitica, e sim verificado a presenca por contagem total
conforme Cousin, Jay e Vasavada (2001) e a atividade proteolitica segundo Palomba et al.
(2017).

As bactérias do género Pseudomonas séo evidenciadas como produtoras de proteases
que podem gerar amargor no leite, devido a formacéo de peptidios especificos (ZHANG et al.,
2015). A protease preferencialmente degrada as caseinas nas seguintes ordem k-caseina> [3-
caseina> as-caseina. A hidrélise preferencial da k-caseina é presumivelmente devido a sua
localizagdo na superficie da micela. Segundo Sorhaug e Stepaniak (1997), as proteases nao
hidrolisam as proteinas do soro do leite, proteinas na mesma medida que as caseinas. A
estabilidade do sistema micelar de caseina pode ser atribuido diretamente as propriedades
unicas de k-caseina. Assim, a hidrolise da k-caseina pela protease pode causar desestabilizagdo
da micela levando a agregacao de caseinas, resultando em gelificacdo e coagulacéo observadas
em produtos UHT (ZHANG et al., 2015).

Na Figura 2 esta apresentado a analise dos componentes principais (APC) para reunir o
impacto dos métodos de conservacdo do leite (leite refrigerado (LR) e congelado (LC)) em
relacdo ao leite fresco (LF). A ACP explicou 93,85% do total variacdo entre as amostras. Os

dados incluidos foram acidez, mesofilos, pH e estabilidade ao alcool.



68

Figura 2 — Anélise dos componentes principais dos métodos de conservagdo do leite de ovelha
(refrigerado (LR) e congelado (LC)) em relacéo ao leite fresco (LF) das bateladas coletadas em
janeiro (Jan) e agosto (Ago)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Os LF de janeiro (Jan) e agosto (Ago), bem como todos os LC de Ago foram
caracterizados por apresentar maior estabilidade ao alcool. Enquanto que os LR6 Jan e Ago,
bem como todos LC de Jan foram apresentaram maiores contagens de mesofilos. Ja os LR10
tanto de Jan, quanto de Ago apresentaram maiores teores de acidez do que os demais. Embora
as coletas de leite tenham algumas variacbes, o comportamento em relacdo a acidez foi
semelhante. Com base nesses resultados e os da Figura 1, pode-se perceber que a hidrélise da
k-caseina no LR10 pode ter ocorrido principalmente pela acidez elevada, uma vez que a
estabilidade da proteina do leite diminui a medida que a acidez aumenta
(WALSTRA;WOUTERS; GEURTS, 2006), e a atividade proteolitica apresentou valores

infimos para causar tal degradacéo.
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5.2  INFLUENCIA DOS METODOS DE CONSERVACAOQ DO LEITE DE OVELHA NA
ELABORACAO DO REQUEIJAO CREMOSO

Este estudo apresenta os dados obtidos da massa queijo (MQ) elaboradas com leite de
ovelha fresco (LF) e os conservados sob refrigeracéo (LR) e congelamento (LC), bem como do
soro de queijo (S) e requeijoes cremosos (RC) formulados com cada uma das MQ. A fim de
verificar o efeito do processo de conservagdo no rendimento e nas caracteristicas fisico-
quimicas da massa de queijo e do soro. E ainda comparar as caracteristicas fisico-quimicas, cor
e textura dos requeijoes cremosos produzidos a partir da massa de queijo obtida com leite de
ovelha fresco em relacdo as massas de queijo onde o leite foi submetido aos processos de
conservagdo. As caracteristicas do leite utilizado nas diferentes formulagdes das MQ e RC
foram apresentadas no (item 5.1.2), utilizando as coletas de leite de ovelha de janeiro e agosto
de 2018.

5.2.1 Rendimento da massa de queijo e soro drenado

Apos a pasteurizacdo dos leites de ovelha utilizados para elaboracdo das massas de
gueijo, 0s mesmos apresentaram contagens de < 2 log. UFC/mL para ambos micro-organismos
mesofilos e psicrotroficos. Na Tabela 7 estdo apresentados os valores do rendimento da massa
de queijo (MQ) e do percentual de soro drenado (S) obtidos a partir do leite fresco (LF), leite
refrigerado (LR) e leite congelado (LC). Os valores do rendimento medio das MQ obtidas do
leite submetido aos processos de conservagdo, assim, como o soro drenado, ndo apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos provenientes do LF.

No presente estudo, ndo foi observado influéncia dos métodos de conservacao do leite
de ovelha com o rendimento da massa de queijo, mesmo que de acordo com a Figura 1, 0 LR10
teria as fragdes de proteinas alterada. Apesar de ndo haver diferenca no rendimento, segundo
Guinee (2003) e Cipolat-Gotet et al. (2018) as concentracbes e proporcdes de cada fracdo de
caseina desempenham um papel essencial na estrutura e nas propriedades reoldgicas do
coagulo.

Os efeitos da caseina na producdo de queijos podem ser influenciados pelas condictes
de processamento e pela categoria de queijo produzido. A microestrutura do coagulo e depois
a estrutura da coalhada formada afetam acentuadamente as propriedades reoldgicas e de
sinérese e, posteriormente, no rendimento do queijo, devido as diferentes recuperacdes dos

componentes do leite (proteina e gordura) na coalhada (GUINEE et al., 1995). Por outro lado,
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é menos conhecido sobre a contribuicdo do conteldo de cada fracdo de proteina na capacidade
de producéo para queijo e a eficiéncia do processo de sua producdo (CIPOLAT-GOTET et al.,
2018).

Tabela 7 — Rendimento da massa de queijo (MQ) e percentual de soro drenado (S) obtidos a
partir do leite fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado (LC)

Rendimento da massa de Soro drenado (%)

queijo (L/kg)
LF 3,99 £ 0,26° 74,15 + 2,932
LR6 4,57 +0,66° 76,54 + 3,63°
LR10 4,48 +0,55° 75,22 +2,61°
LC30 4,35+ 1,06° 72,80 + 3,49°
LC60 4,59 £ 0,572 75,59 +1,18?
LC90 4,22 +0,77° 73,64 + 2,88?

Meédia de trés valores de cada batelada * desvio padrdo. Letras iguais na coluna em cada avaliagdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Fava (2012) avaliou o rendimento e o soro drenado da massa de queijo obtida a partir
de coagulacdo enzimatica, utilizando leite de ovelha fresco e os refrigerados (5 °C) e congelados
(-18°C) por 7 dias. O rendimento e o soro drenado da massa obtida do leite fresco foram 3,38
+ 0,22 L/kg e 67,89 * 2,27%, respectivamente, para o leite refrigerado 3,64 + 0,34 L/kg e 65,81
+ 3,68% e para o leite congelado 3,18 = 0,23 L/kg e 61,02 £ 3,05%. Os autores observaram
diferenca significativa na MQ obtida de leite refrigerado (p < 0,05), j& a do congelado foi igual
(p < 0,05), ao leite fresco. Em relacdo ao presente estudo, 0s menores rendimentos podem estar
relacionados com a diferenca da coagulacéo, além de os queijos ndo terem sido prensados, e
ainda o leite avaliado apresentar maior teor de gordura em comparacdo ao encontrado no
presente estudo. Cabe ressaltar ainda, que as massas foram elaboradas com leite de ovelha da
mesma raca, obtidas no Rio Grande do Sul, regido préxima do presente trabalho (Oeste de Santa
Catarina).

Zhang et al. (2006), ao analisarem mensalmente o rendimento do queijo Tipo Cheddar,
obtido a partir de leite de ovelha fresco e congelado (-15 °C e -25 °C) por até 6 meses, indicando
reducdo expressiva no rendimento da MQ do leite a -15 °C, quando comparado ao do leite
fresco e congelado a menor temperatura, 0 que pode ser atribuido a diminuicdo da capacidade
de retencdo de agua, causada pela alteracdo da estrutura das proteinas durante o processo de
congelamento a maiores temperaturas (FONTECHA et al., 1993). Wendorff (2001) salientou
que para manter a alta qualidade do leite de ovelha este deve ser congelado e armazenado a
temperaturas inferiores a -20 °C. Cabe ressaltar que no presente estudo o rendimento da MQ

dos leites congelados (-29,80 + 0,40 °C) foram iguais a obtida com LF.
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Em estudos realizados por Cipolat-Gotet et al. (2018) a eficiéncia do rendimento do
queijo foi associada principalmente a B-caseina, devido em especial a sua maior capacidade de
retencdo de &gua, ainda, as quantidades de aS1-caseina e k-caseina influenciaram a eficiéncia
do rendimento, como consequéncia, a relagdo com as taxas de recuperacao de proteina e gordura
na coalhada. Em termos de rendimento diério de queijo, as proteinas do soro também foram de
grande importancia, pois exibiram relagdes positivas com a- lactoalbumina e relagdes negativas
com PB- lactoglobulina. Um aumento na quantidade da aS1-caseina no leite teve um efeito
positivo na consolidacdo e na sinérese da coalhada, que sdo provavelmente responsaveis pela
maior retengdo de nutrientes na coalhada. Assim, o rendimento igual (p < 0,05) da MQLR10
em relacdo a MQLF e as MQ dos LC pode ser justificada ao fato de que o leite submetido a 10
dias de refrigeracdo (LR10), apresentou fracionamento da k-caseina de acordo com a Figura 1.

5.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas da massa de queijo, soro e requeijao cremoso

Nas formulagdes dos requeijoes cremosos alguns parametros em relagdo ao queijo ou
massa fresca sdo fundamentais para definir a caracteristica do produto final, como o pH, gordura
e umidade (RAPACCI,1997; CUNHA; ALCANTARA,; VIOTTO, 2012; VAN DENDER et al,
2012).

5.2.2.1 pH

O pH é um fator importante para a identidade e qualidade do queijo, pois afeta
diretamente sua estrutura e propriedades reoldgicas, alterando as interagdes quimicas entre 0s
componentes estruturais (proteinas, agua e minerais) (BELSITO et al., 2017). Neste sentido, a
Figura 2 apresenta o comportamento do pH do leite de ovelha (LF) e ao longo do periodo de
refrigeracdo (LR) e de congelamento (LC), das massas de queijo (MQ) elaboradas com os leites
submetidos aos processos de conservacdo, bem como dos requeijoes cremosos (RC) obtidos
destas das MQ.

O comportamento do pH no periodo de refrigeracdo (Figura 3 (a)) da MQLR e RCLR
apresentaram uma tendéncia com correlacdo positiva para ambas (0,98) e (0,99)
respectivamente, com o LR, considerando que a reducdo do pH do leite ao longo do tempo de
refrigeracdo foi acompanhada pela MQLR e RCLR. Cabe ressaltar que a acidez e contagem de
mesofilos no LR6 e LR10 aumentaram em relacdo ao LF, refletindo na diminuicdo do pH do

leite, das massas e do requeijéo.
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Figura 3 — Comportamento do pH: (a) do leite de ovelha fresco (LF) e refrigerado por 6 e 10
dias (LR6 e LR10); massa de queijo (MQ) elaborada com leite fresco (MQLF) e refrigerado
(MQLR6, MQLR10); requeijoes cremosos (RC) obtidos das massas elaboradas com leite fresco
(RCLF) e refrigerado (RCLR6 e RCLR10). (b) do leite de ovelha fresco (LF) e congelado por
30, 60 e 90 dias (LC30, LC60 e LC90); massa de queijo (MQ) elaborada com leite fresco
(MQLF) e congelado (MQLC30, MQLC60 e MQLC90); requeijdes cremosos (RC) obtidos das
massas elaboradas com leite fresco (RCLF) e congelado (RCLC30, RCLC60 E RCLC90)

6,80
6,60

P
P
6 40 P
! RREREN
P
P
T 6 20 RREREN
o v o,
P
P
6 00 P
y RREREN
P
P
P

5,80 P
P
P

5’60 e
6,80

6.60
6,40

B
B

B
L 620 [
B
B

B
6,00 [
B
B
B
5,80 @ [
B
B
560
1

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

B

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR
SRR

()

6

Tempo (dias)

)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]
)]

]

Tempo (dias)

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

(b)

10

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

)

HLF, LR6e LR10
O MQLF, MQLR6 e MQLR10
BRCLF, RCLR6 e RCLR10

B LF, LC30, LC60 e LC90

@ MQLF, MQLC30, MQLC60 &
MQLC90

BRCLF, RCLC30, RCLC60 e
RCLC90
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(b)), ndo apresentando tendéncia com a MQLC e RCLC, assim como com o LC. Contudo foi
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verificado correlacdo da MQ com o RC (0,92), que pode estar relacionada com a cultura starter,
da coagulacdo mista do leite, embora o processo de ativagdo da cultura e coagulagdo foram
fixos o pH da coalhada n&o utilizado para determinar seu pondo final, mas sim o tempo de 40
minutos de coagulacdo, o que pode ter resultado nas diferencas observadas. Além disso, a
coagulacdo mista, apresenta caracteristicas diferentes da enzimatica que teria pH proximo ao
do leite, assim como da obtida por acidificacdo direta a quente, ou por fermentacao latica (pH
de 5,2 a5,5) (VAN DENDER; GALLINA; ZACARCHENCO, 2014).

Segundo Park et al. (2007), os valores de pH do leite de ovelha variam de 6,51 a 6,85,
enquanto que o leite bovino de 6,65 a 6,71. No presente estudo, os valores de pH do LF foram
6,56 + 0,02, com reducdo no periodo de refrigeracdo (LR6 e LR10) e constante durante os 90
dias de congelamento (LC) (Tabela 5). Com relacdo a obtencdo da MQ os valores médios de
pH foram 6,04 + 0,52. Privatti (2017) obteve valores de pH do leite bovino de 6,72 + 0,04 e 0
pH do queijo minas frescal, obtido por coagulacdo enzimatica de 6,59 + 0,04, corroborando
com o presente estudo, visto que embora a coagulagdo mista foi usada, a massa de queijo
apresentou comportamento semelhante a enzimatica, em virtude dos valores de pH proximos
ao do leite. E ainda, o leite de ovelha possui maior poder tamponante do que o leite bovino, por
esse motivo a reducdo € menor (TAMIME; ROBINSON, 2007).

A MQ elaborada com LF, LR e LC em relacdo ao pH quando comparado aos RC
elaborados com cada uma das respectivas massas resultou em um aumento dos valores de pH,
0 que pode ser atribuido ao sal fundente, sendo que, o utilizado foi pirofosfato tetrassodico e
polifosfato de sddio. Este aumento de pH da MQ para o RC, ja era esperado, visto que na ficha
técnica do sal fundente (ICL Foods) utilizado indica o acréscimo de (0,2 - 0,4) no pH. No
entanto, ocorreu o aumento médio de 0,63 £ 0,19. A concentracdo de creme de leite utilizado
na formulacdo e as suas caracteristicas, pode ter contribuido para este comportamento,
considerando que segundo Dias (2015) formulou o RC com creme de pH de 6,67 + 0,01, e 35%
de gordura, em comparacdo ao deste estudo, onde o pH foi de 6,83 + 0,12 e gordura de 17%
(item 4.4).

Corroborando com o presente estudo, um aumento dos valores de pH das MQ para 0s
RC, foi observado por Dias (2015), com 1,8% de diferentes sais fundente, entre eles o utilizado
neste estudo, mas com massa de queijo obtida por acidificacdo direta a quente pH (5,48 + 0,01),
com leite bovino, o requeijdo culinario composto de pirofosfato tetrassddico e polifosfato de
sodio apresentou a maior elevacdo de pH de 6,03 £ 0,17. Isso provavelmente ocorreu devido a

baixa capacidade tamponante dos polifosfatos de cadeia longa, visto que esta diminui com o
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aumento da cadeia, chegando a praticamente zero em sais com mais de dez fosfatos (FOX et
al., 2000).

O valor médio de pH (6,67 + 0,44) de todos RC, sendo estes elaboradas com leite fresco,
refrigerado ou congelado foram superiores ao descrito por Van Dender (2006) como ideal para
requeijao cremoso (5,4 a 6,2) resultando em consisténcia cremosa e firme. Contudo, pH de RC
superior a 6,2, como foi o caso desta pesquisa, poderiam diminuir a interacdo proteina-proteina
e aumentar a hidratacdo proteica, reduzindo a firmeza da massa e sua durabilidade, causando
alteracOes na estrutura e na consisténcia do produto. Contudo, estas defini¢cdes ndo especificam
a diferenca de proteinas e valores de pH que possam existir em detrimento do leite de diferentes
espécies. Cabe salientar que estes valores sdo para leite bovino e foram utilizados como
referéncia.

Na Tabela 8 estéo apresentados os resultados da caracterizacao fisico-quimica da massa
de queijo, do soro e do requeijdo cremoso obtidos do leite fresco (LF), refrigerado (LR) e do
congelado (LC). O pH da MF e do RC néo diferiram estatisticamente ao longo do tempo (p <
0,05) para ambos métodos de conservacao. Enquanto que o pH do SLR6 e SLR10 apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao SLF. Em relacdo ao periodo de congelamento,
ndo houve diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo ao SLF. A reducdo do pH do S no
periodo refrigerado pode estar associada a reducédo do pH do leite (Tabela 5), uma vez que o

pH do soro teve correlacdo com o pH do leite (0,79).



Tabela 8 — Resultados fisico-quimicos da massa de queijo (MQ), soro (S) e requeijao cremoso

(RC) obtidos de leite fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado (LC)

Analises Amostra Massa de Queijo Soro Requeijdo Cremoso
LF 6,14 + 0,332 6,46 + 0,08? 6,68 + 0,48?
LR6 6,00 + 0,512 6,28 +0,02° 6,61+ 0,412
oH LR10 5,80 + 0,422 6,28 +0,03° 6,49 £ 0,56°
LC30 5,91+ 0,522 6,47 £ 0,072 6,74 £ 0,43?
LC60 5,82 +0,69? 6,39 + 0,02% 6,48 + 0,412
LC90 6,05 + 0,44° 6,36 + 0,04° 6,52 + 0,472
LF 21,00+ 1,782 1,87 +0,732 20,50 + 3,002
LR6 20,67 + 2,382 1,88 + 0,55? 20,50 +1,978
LR10 22,90 £ 2,272 2,08 £ 0,752 19,40 £ 1,342
Gordura (%)
LC30 20,70 £ 1,792 1,82 +0,38? 19,25 + 0,962
LC60 20,60 + 1,982 1,98 £0,10° 19,50 £ 0,55%
LC90 20,42 + 0,86° 1,73 +£0,38? 19,33 + 0,522
LF 15,44 £1,43? 2,02 £ 0,362 8,81 £ 0,512
LR6 16,24 £ 0,052 1,90 + 0,222 9,07 £ 0,20?
i LR10 16,28 + 0,282 1,91+0,172 9,08 £ 0,08?
Proteina (%)
LC30 15,88 +1,372 1,67 +0,33° 9,05+ 0,60?
LC60 16,03 +0,132 1,82 +0,18° 9,32 +0,36°
LC90 15,38 + 0,112 1,85+0,15° 9,33+0,17°
LF 1,89 +0,08? 0,61+0,01° 3,74 +£0,08°
LR6 1,79 +0,16° 0,61+0,03° 3,70 + 0,29
Cinzas (%) LR10 1,68 £0,13° 0,60 +0,02° 3,67 + 0,020«
LC30 1,96 + 0,04° 0,59 +0,03? 3,85 + 0,123
LC60 1,95+ 0,032 0,61+0,02° 4,00 +0,07¢
LC90 1,82 +0,02% 0,62 +0,01° 3,73+0,02%
LF 39,43 +0,88° 9,01 +1,20° 35,17 £ 0,06°
LR6 39,76 +0,33? 9,20 +1,01° 36,35+ 1,59%¢
Sélidos totais LR10 42,76 + 1,79 9,52 + 0,75 37,76 + 1,73
(%) LC30 40,20 +2,12% 9,23+0,26 36,61 + 1,52%¢
LC60 40,65 * 1,22% 9,36 £ 0,23° 37,98 +0,21%¢
LC90 40,11 +0,90%® 9,49 +0,16° 36,82 + 1,39%°¢
LF 18,43+ 0,882 7,14 +1,20° 14,67 + 0,062
LR6 19,09 + 0,332 7,32 +1,01° 15,85 + 1,59%¢
Sélidos nao LR10 19,86 +1,79° 7,44 % 0,75? 18,36 + 1,730
gordurosos . . ode
(%) LC30 19,50+ 2,12 7,41 +0,26 17,36 £ 1,52
LC60 19,86 + 1,262 7,37 +£0,23° 18,48 + 0,21°%
LC90 19,69 + 0,902 7,76 £0,16° 17,49 +1,39¢
LF 58,29 + 0,102
LR6 56,50 + 2,512
GES (%) LR10 - - 51,47 + 2,25°
LC30 52,66 + 2,23°
LC60 51,34 +0,28°
LC90 52,57 + 2,00°

Média de trés valores de cada batelada + desvio padrdo. Letras diferentes na coluna em cada avaliagdo indicam

diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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5.2.2.2 Gordura e proteina

Os teores de gordura e de proteina (Tabela 8) da MQ, do S e do RC elaborados com o
LF, LR e LC nédo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de
conservacao do leite. Os valores de proteina e gordura do soro doce relatados por Giroux,
Veillette e Britten (2018) foram de 1,71% e 0,10%, respectivamente. Os valores de proteina
foram préximos ao presente trabalho, no entanto os teores de gordura foram inferiores. O alto
contetdo de gordura do soro pode estar relacionado a problemas de processo na elaboragdo da
massa, tais como corte, agitacdo na mexedura, prensagem da coalhada (PINTO JUNIOR, 2012),
visto que a elaboracdo do queijo é artesanal.

As proporgdes de proteina da RC/MQ foram de 0,57 + 0,02, assim como a relagdo
proteina/gordura da MQ 0,75 + 0,02, mostraram-se pouco variavel em relacdo a cada MQ e RC
elaboradas com LF, LR e LC. A reducdo de proteina da MQ para RC, possivelmente pode ser
devido a adi¢do do creme de leite, o qual apresenta baixo teor de proteina, quando comparado
ao teor de gordura.

Na elaboracéo dos requeijdes cremosos, a determinacdo do teor de umidade e da gordura
da massa de queijo contribuem para o ajuste da formulacao, visto que quanto maior o teor de
gordura obtido na MQ, menor quantidade de creme de leite necessita ser adicionado. E ainda,
a adicdo maior de creme de leite, pode contribuir para 0 aumento da quantidade de umidade em
excesso da formulacdo do requeijdo. Ressalta-se que no presente estudo utilizou-se uma

formulacéo base, adaptada do RC de leite bovino, ndo sendo avaliada variaveis de processo.

5.2.2.3 Cinzas

Os teores de cinzas da MQLR10 (Tabela 8) apresentaram diferenca significativa (p <
0,05) com 0os MQLF, possivelmente devido ao pH do LR10 deste dia, visto que 0 mesmo obteve
valor de pH inferior e acidez superior aos indicados por Park et al. (2007), além de estar com
contagens de mesofilos superiores as estabelecidas pela unido europeia (UE, 2004), indicando
improprio para o consumo. Mesmo assim, o LR10 foi estudado a fim de verificar quais
alteracdes seriam mensuradas nos produtos. Apesar do conteudo proteico do MQLR10 nédo
apresentar diferenca estatistica (p < 0,05) com o MQLF, no leite LR10 foi verificada possivel
degradacdo da k-caseina, conforme evidenciado na analise da eletroforese (Figura 1).
Observou-se também, que as fracbes de caseina do LR6 e de todos LC foram semelhantes ao

LF, sendo que nestes, 0s parametros de qualidade foram mantidos.



77

Os teores de cinzas do soro resultante das MQ elaboradas LF, LR e LC ndo apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de conservacdo do leite. Em relagdo aos
RC elaborados com o LF, LR e LC, somente 0 RCLR10 e RCLC60 apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) nos teores de cinzas em relacdo ao RCLF. A diferenca do RCLR10,
deve-se em razdo da qualidade do leite neste dia, ja discutida anteriormente. Ja a diferenca para
0 RCLC60 pode ser atribuida, possivelmente, ao maior teor de solidos totais. E, portanto, essas

diferencas ndo seriam em virtude do tempo e processo de conservacao.

5.2.2.4 Sélidos totais, sélidos ndo gordurosos e GES.

O teor de solidos totais (Tabela 8) da MQ apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
somente para a elaborada com o0 LR10 em relacéo a elaborada com LF. A MQLR10 apresentou
maior quantidade de sélidos totais possivelmente devido a reducéo do pH do LR10 (Tabela 5),
0 que pode ter influenciado a capacidade de retengédo de dgua das proteinas.

O conteldo de sélidos totais do soro retirado das MQ elaboradas com LF, LR e LC ndo
apresentou diferenca significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de conservacao do leite. Quanto
aos sdlidos totais do RC, houve diferenca significativa (p < 0,05) somente nos obtidos a partir
do LR10 e LC60 (RCLR10 e RCLC60) em relacdo ao RCLF. As diferencas observadas podem
estar relacionadas a alteragdes ocorridas nas proteinas para o LR10, e ou pelo processo da MQ
ser artesanal.

O teor de solidos ndo gordurosos (Tabela 8) das MQ e do S elaborados como LF, LR e
LC ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) ao longo do tempo de conservacao do
leite. Em relacdo ao RC, somente o0 RCLR®6 foi significativamente igual ao RCLF (p < 0,05), o
gue pode estar associado a outros compostos, como a lactose, ja que o contetdo de proteina dos
RC ndo apresentou diferenca significativa (p < 0,05). Os RCLC ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles (p < 0,05).

Cabe salientar que a umidade do requeijdo cremoso € economicamente importante, pois
aumenta o rendimento do produto e influencia diretamente na textura (VAN DENDER, 2006).
Os RC apresentaram teores de umidade de 61,96 a 64,83 g/ 100 g, de acordo com o preconizado
pela legislacdo oficial vigente para leite bovino (BRASIL, 1997), um teor maximo de 65 g/100
g, além da padronizacdo dos teores de solidos.

Os RCLF e RCLR6 apresentaram maiores teores de GES (Tabela 8) sendo estes
significativamente diferentes (p < 0,05) dos RCLR10, RCLC30, RCLC60 e RCLC90,

provavelmente devido as maiores quantidades de gordura presente na MQ formuladas com o
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LF e os submetidos aos procedimentos de conservacdo. Somente RCLF e RCLRG6 atingiram a
exigéncia da legislacdo brasileira para requeijdo cremoso de leite bovino de GES 55 g /100 g
(BRASIL, 1997). Apesar da redugdo da GES nos RCLC, os mesmos ficaram proximos da

legislacao.

5.2.2.5 Minerais

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados das analises dos minerais: sddio, potassio,
calcio e magnésio da massa de queijo, soro e requeijao cremoso elaborados a partir do leite
fresco (LF) e leite refrigerado (LR) e ainda leite congelado (LC) ambos, em diferentes tempos
de conservacéo. Os teores de sodio, potassio, calcio e magnésio de todas as amostras avaliadas
de MQ, S, e RC ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre os métodos de
conservacdo ao longo do tempo, exceto para os teores de calcio na MQR10, SLR10. Além dos
teores de magnésio dos RC.

A diferenca nos teores de calcio da MQLR10 e SLR10 possivelmente ocorreu devido a
degradacéo da fracdo k - caseina observada no LR10, ocasionando maior desmineralizacéo da
massa, também em virtude da acidez elevada, verificada pela diminuigéo do calcio na MQLR10
e 0 aumento deste no SLR10 (Tabela 9). Emboraa MQLR10 tenha apresentado menor contetido
de calcio, 0 RCLR10 néo apresentou diferenca significativa (p < 0,05), possivelmente devido a
adicdo do creme de leite, visto que este apresentou 402,54 + 62,36 mg/100 g de calcio em sua
caracterizacao.

Os teores de magnésio observados nos RC diferiram entre si (p < 0,05), possivelmente
devido ao processo ser artesanal, além do creme de leite possuir 51,57 £ 2,06 mg/100 g. O teor
de potassio da MQ esta associado a composicao do leite, visto que ndo ha adi¢cdo de nenhum
componente contendo esse mineral. O potassio no RC pode ser devido a incorporacdo de creme
de leite, no qual apresentou 48,01 + 10,11 mg/100 g em sua caracterizacao.

Os RC elaborados apresentaram teores de sddio acima do estabelecido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Associacdo Brasileira das Inddstrias da
Alimentacdo (ABIA) e Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ) 541 mg de sédio
por 100 g de requeijao cremoso tradicional, ndo atendendo a meta de reducéo de sodio para o
requeijdo (ABIQ, 2013). Em nota do Ministério da Saude (2016) mostrou o resultado de 80
produtos avaliados, os quais em 2012 os teores de sddio encontrado nos produtos foi de (659,47
mg/100g) e em 2016 de (524,44 mg/100g), apresentando reducdo de 20,47%.
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Tabela 9 — Analise dos minerais sodio, potassio, célcio e magnésio da massa de queijo, soro e
requeijdo cremoso elaborados a partir do obtidos a partir do leite fresco (LF), leite refrigerado
(LR) e leite congelado (LC) ao longo do tempo

Analises Amostra Massa de Queijo Soro Requeijdo Cremoso
LF 219,99 + 110,55? 61,04 + 17,972 697,28 + 78,122
LR6 248,93 + 96,63 61,53 + 5,572 617,77 + 97,39°
Sédio LR10 207,71 + 114,55? 66,37 + 31,682 619,40 + 74,55°
(mg/1009) LC30 150,18 + 56,612 63,18 + 22,932 646,80 + 30,39
LC60 113,20 + 23,622 62,44 + 9,74 663,32 + 67,29°
LC90 95,17 + 39,662 62,87 + 6,342 636,77 + 84,68°
LF 83,59 + 9,69 105,41 + 19,772 113,28 + 8,65
LR6 90,56 + 10,942 100,76 + 16,312 108,16 + 9,442
Potéssio LR10 84,01 + 14,382 100,54 + 11,072 109,03 + 12,33?
(mg/1009) LC30 82,59 + 10,962 103,33 + 10,53? 125,00 + 9,65
LC60 79,53 + 10,332 105,45 + 13,412 118,90 * 12,39?
LC90 83,11 + 10,29° 102,76 + 3,292 116,70 + 14,09°
LF 532,64 + 18,28° 79,87 + 17,462 400,64 + 91,567
LR6 595,71 + 31,39 82,55 + 29,172 372,38 + 68,822
Célcio LR10 364,56 + 27,83° 118,89 + 11,85" 369,68 + 45,04
(mg/1009) LC30 563,90 + 50,75° 66,90 + 4,29 386,69 + 86,29
LC60 509,31 + 57,552 63,04 + 13,242 366,21 + 135,46°
LC90 552,36 + 44,65 66,64 + 18,472 348,84 + 71,872
LF 131,30 + 22,15° 27,65 + 2,70 67,91 + 10,582
LR6 137,70 + 12,85° 27,89 + 4,922 85,83 + 4,95"
Magnésio LR10 143,34 + 9,232 28,09 + 3,212 80,18 + 5,542
(mg/1009) LC30 157,24 + 3,302 31,19 + 4,042 91,70 + 6,07°
LC60 133,01 + 4,372 30,72 + 0,39 99,62 + 1,73¢
LC90 127,29 + 15,36° 29,22 + 1,562 72,73 + 5,84%

Média de trés valores de cada batelada * desvio padréo. Letras iguais na coluna em cada avaliacdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Ao avaliar 5 marcas distintas de requeijoes cremosos tradicionais, obtidos de leite
bovino, 0s mesmos apresentaram teores de gordura (22,00 + 1,44%), proteina (8,93 £ 2,78%),
sodio (573,33 + 40,48 mg/100 g) e célcio (317,50 £ 39,19 mg/100 g), os demais minerais ndo
foram indicados nos roétulos. Sendo que 3 dos 5 RC comerciais estavam acima da legislacao
vigente para o sodio. O RC elaborados no presente estudo apresentou teores proximos aos
apresentados aos comerciais, mas ainda assim maiores do que estabelecido pela ANVISA. Os
teores de gordura, proteina e de calcio dos RC do presente estudo foram semelhantes aos
encontrados nos RC comerciais. No entanto, cabe salientar que por serem matérias-primas
diferentes, possivelmente pode haver mudanca no contetdo mineral. O teor de sodio do leite de
ovelhas obtido por Giroux, Veillette e Britten (2018) foi aproximadamente 20% maior do que

0s encontrados no bovino. Além disso, os ingredientes das formula¢des podem variar, tipo de
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matriz proteica, de sal fundente, quantidade, e variedade, podem ter influenciado nas diferencas
da composicdo do RC do presente estudo em relacdo aos comerciais.

Segundo Rapacci (1997) o pH exerce forte influéncia sobre o grau de desmineralizacéo
da massa, e a reducdo do pH causa progressiva remocdo de célcio das micelas de caseina.
Segundo Bonell (1971), a eliminacdo de célcio do caseinato é um fator desejavel para que a
massa possua caracteristicas de fusdo. O célcio atua como agente ligante das fraces da caseina
(asl, as2, B e k - caseina) atraves de ligacdes de fosfato de célcio formando a micela de caseina.
Os sais emulsificantes rompem essas ligacBes através da troca ibnica do sodio do sal
emulsificante pelo célcio da micela de caseina dissociando-a e expondo seus grupos
hidrofébicos, tornando-as adequadas para que atue como emulsificante (GUINEE; CARIC;
KALAB, 2004; BRICKLEY et al., 2008).

Os requeijoes cremosos elaborados no presente estudo apresentaram caracteristicas
semelhantes aos elaborados por Rapacci (1997) e de Dias (2015), embora tenha ocorrido
algumas variacGes, 0 que ja era esperado, visto que a matéria-prima, obtencdo da matriz
proteica, formulacdo e composicdo dos ingredientes foram diferentes. Em virtude da
coagulacdo da MQ ter sido mista, as caracteristicas dos RC elaborados no presente estudo,
apresentaram valores semelhantes aos requeijoes obtidos por Rapacci (1997) por acidificacdo
direta, tais como pH, gordura, sdlidos totais, enquanto que os oriundos da fermentacéo latica,
tiveram valores proximos de GES, e proteina. J& os teores de cinzas e minerais deste estudo
foram superiores para ambos requeijoes cremosos obtidos por Rapacci (1997), embora os

valores de acidificacdo direta tenham sido superiores aos encontrados na fermentacdo lactica.

5.2.3 Avaliagdo da cor instrumental

Na Tabela 10 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da cor instrumental dos
requeijoes cremosos obtidos a partir do leite fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado
(LC) em diferentes tempos de conserva¢do. Os RCLR6, RCLC30, RCLC60 e RCLC90
apresentaram caracteristicas de cor semelhantes ao RCLF (padréo), com valores proximos de
zero, demonstrando que ndo houve diferenca de cor perceptivel ao olho humano (FRANCIS;
CLYDESDALE, 1975) nos RC elaborados LR6 e LC em relacdo a aqueles com LF,
possivelmente em virtude dos LO estarem em boas condi¢Ges de consumo, Vvisto que a acidez

ainda estava nos limites descritos por Park et al. (2007).
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Tabela 10 — A avaliagcdo da cor instrumental dos requeijoes cremosos obtidos a partir do leite
fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado (LC) em diferentes tempos de conservacéo

Amostra AE
RCLF -
RCLR6 0,91+0,42
RCLR10 4,42 +0,14
RCLC30 0,46 + 0,30
RCLC60 1,17+£0,01
RCLC90 1,57 +0,33

Meédia de trés valores de cada batelada + desvio padréo.
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Os resultados mostram que apenas 0 RCLR10 apresentou diferenca de cor perceptivel
ao olho humano (AE > 2), (FRANCIS; CLYDESDALE, 1975) em relacdo ao RCLF (padréo).
Possivelmente, esta diferenca pode ser atribuida a qualidade do leite deste dia, uma vez que o
mesmo apresentou caracteristicas de acidez elevadas, além de altas contagens microbianas que
podem ter contribuido para essas discrepancias. Visto que a MQLR10 e RCLR10 produzidos,
apresentaram modificacdes nesse dia.

Faccia et al. (2015) estudaram o queijo Fior di latte elaborado com leite de ovelha e de
cabra e verificaram que a percepcdo da cor branca, embora ndo seja estatisticamente
significativa, foi mais evidente nos queijos elaborados com o leite de ovelha do que os
elaborados com leite bovino. A diferencga de cor dos leites ocorre devido a baixa concentracao

de caroteno em cabras e ovelhas no leite (PARK et al., 2007).

5.2.4 Analise do perfil de textura (TPA)

Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados da analise do perfil de textura (TPA) dos
requeijoes cremosos obtidos a partir do leite fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado
(LC) ao longo do tempo de conservacdo. A dureza dos RCLR ndo apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao RCLF e RCLC. Ja todos os RCLC apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao RCLF. Os resultados mostram que ndo houve um
aumento significativo (p < 0,05) da dureza ao longo do tempo de conservagao nos RCLC, visto
que 0 RCLC30 e RCLC60 foram iguais (p < 0,05) ao RCLC90. Possivelmente, a maior dureza
dos RCLC pode ser associada com o maior teor de sélidos ndo gordurosos e o aumento dos
solidos totais (reducdo da umidade). Sabe-se que umidade e gordura s&o os principais fatores
que influenciam na textura de queijos e requeijdo, a reducdo de gordura promove 0 aumento

nos teores de sélidos totais como consequéncia aumento da dureza, assim, torna-se necessaria a
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dissolucédo dos solidos ndo gordurosos para que ocorra um equilibrio na textura do requeijao (VAN
DENDER, 2006).

Os teores de matéria gorda nos sélidos totais devem ser controlados, pois a consisténcia
do produto final depende basicamente do teor de gordura e umidade. Variagdes no contetdo de
gordura ndo influenciam na dureza quanto o conteido de umidade, mas a maior influéncia é
exercida pelo contetdo de sélidos ndo gordurosos (RAPACCI, 1997). Cunha (2007) ao avaliar
a caracterizacao de requeijoes comerciais, obteve maior intensidade das propriedades de textura
avaliadas (dureza, elasticidade, gomosidade e adesividade) nos produtos com maior teor de
solidos ndo gordurosos.

Pereira (2013) ao avaliar diferentes formulacdes envolvendo diferentes teores de
gordura e agua, verificou que todas as propriedades de textura tiveram influéncia negativa do
teor de agua e de gordura, isto se deve a relagdo destes constituintes (gordura e agua) com o
solidos ndo gordurosos, pois quanto menor o teor de agua e de gordura, maior é a concentracao
de caseina e, consequentemente, maior € o nimero de interacGes proteina-proteina, causando o
enrijecimento da matriz proteica e 0 aumento das propriedades de textura (FOX et al., 2000).

A adesividade dos RC apresentou diferenca significativa (p < 0,05) em todos os dias
avaliados em relacdo ao RCLF. Houve um aumento significativo (p < 0,05) entre os RC
elaborados com o LR ao longo do tempo. Ja para os leites congelados ndo observou esse
comportamento.

Os parametros de coesividade e a elasticidade dos RC elaborados com o leite refrigerado
e congelado ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em todos dias avaliados em
relacdo ao RCLF. Exceto a elasticidade do RCLC90 que apresentou valor significativamente
(p < 0,05) maior do que os demais.

Em relacdo a gomosidade, para os RC formulados com os LR ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo com LF. Ja para o periodo congelado, ocorreu aumento
significativo (p < 0,05) deste parametro para os RCLC em relagdo ao RCLF. No entanto, a
gomosidade para os RCLC foi a mesma para os diferentes tempos de armazenamento congelado
do leite. Os mesmos parametros que influenciam a dureza tém impactos também sobre a
gomosidade, ja que a energia necessaria para desintegrar o alimento esta relacionada a forca
necessaria para comprimi-lo (CUNHA, 2007).

O parametro mastigabilidade do RCLR6 ndo apresentou diferencga significativa (p <
0,05) com RCLF, no entanto, para os obtidos a partir da massa elaborada com o leite de 10 dias
(RCLR10), bem como os RCLC foram diferentes significativamente (p < 0,05) do RCLF.

Assim como a gomosidade que relaciona a dureza e a coesividade, a mastigabilidade relaciona
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a gomosidade e a elasticidade, com isso, as alteragfes causadas na dureza, impactaram nos

demais parametros.

Tabela 11 — Anélise do perfil de textura (TPA) dos requeijdes cremosos obtidos a partir do leite
fresco (LF), leite refrigerado (LR) e leite congelado (LC) ao longo do tempo

Adesividade Coesividade Elasticidade Gomosidade Mastigabilidade
(mJ) (mm) (N) (mJ)
RCLF 0,92 + 0,06? 489+0,50*° 0,69+0,02*® 10,44+0,93* 0,62+0,07 6,40 £ 1,24°
RCLR6 1,19+0,05%¢ 875+254%d (071+0,04® 11,60+0,74% 0,84 +0,08® 9,87 +1,64%
RCLR10 1,46+0,12% 10,73 +2,73%f 0,70 +0,07%2 11,05+1,16% 1,10+0,23® 12,88 +1,88°
RCLC30 1,64+0,86"¢ 877+3,28% 0,70+0,06° 11,33+1,16% 1,22+0,64° 11,64 +7,52°
RCLC60 2,16+0,22% 1244+1,36° 0,72+0,060 11,56+0,45* 1,52 +0,17% 15,91 +1,01°
RCLC90 1,94+0,76° 11,82+411F 0,76+0,04% 12,19+1,21° 1,52+0,17° 12,42 + 2,04°

Amostra  Dureza (N)

Média de trés valores de cada batelada * desvio padrdo. Letras iguais na coluna em cada avaliacdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Dias (2015) obteve para requeijoes culinarios, a partir de leite bovino, elaborados com
o mesmo sal fundente, com quantidades diferentes das utilizadas neste estudo, os valores de
dureza (2,77 £ 0,10 N), adesividade (9,34 £ 1,40 mJ), coesividade (0,61 + 0,09) e elasticidade
(0,92 £ 0,05 mm). A dureza encontrada no presente estudo foi inferior para todos os RC, no
entanto, a adesividade foi semelhante. Enquanto que a coesividade ligeiramente maior, ja a
elasticidade do RC de leite de ovelha foi, na média, aproximadamente 10 vezes maior.

O pirofosfato, sal fundente usado neste estudo, além do efeito tampéo, é conhecido por
conferir textura firme, estrutura curta, sem formacao de fios e baixo derretimento ao requeijao,
0 que possivelmente se deve a capacidade deste formar ligacdes cruzadas com a caseina,
especialmente em pH préximo a 6,0 (que aumenta a carga negativa da caseina), resultando em
uma rede mais aberta que possibilita uma maior capacidade de ligacdo com a agua (LU;
SHIRASHOJI; LUCEY, 2008). Os valores de pH dos RC do presente estudo (Tabela 8), foram
superiores a 6,0, e ainda, a MQ apresentou alta umidade, e pouca gordura, fazendo com que a
adicdo de creme de leite aumentasse ainda mais a umidade em excesso da formulagcdo, com
isso, aléem do alto pH dos RC, fez com que o requeijao apresentasse bastante umidade.

Barth, Tormena e Viotto (2017) ao avaliar diferentes pH das matrizes proteicas e sua
influéncia nos requeijdes cremosos produzidos a partir de diferentes graus de hidrolise de
polifosfato de s6dio mostraram que os requeijoes cremosos a partir da matriz proteica cujo pH
5,2, exibiu uma aparéncia mais dura e mais fragil quando comparado com amostras feitas em
valores de pH (6,0 a 6,8), a estrutura era continua, homogénea e mais fluida. Em valores de pH
mais altos (acima de 6,0), 0 queijo apresentou comportamento de emulsdo proteica concentrada,

com “textura longa” e menos adesivo que queijos feitos com menor pH. Cabe salientar que o
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pH (5,20; 5,60; 6,00; 6,40; 6,80) da massa de queijo, obteve pH (5,20; 5,59; 5,75; 6,08; 6,22)
do requeijdo cremoso, respectivamente. No presente estudo, foi observado o mesmo
comportamento, embora os valores de pH da matriz proteica ndo sejam correspondentes aos
valores de pH, em virtude de inumeros fatores ja& mencionados ao discutir sobre o pH da MQ
no item (5.2.2.1).

5.3 INFLUENCIA DAS ESTACOES DO ANO NAS CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS, CONTAGEM MICROBIANA, ATIVIDADES PROTEOLITICAS E
LIPOLITICAS DO LEITE DE OVELHA

Para o presente estudo utilizou-se as coletas realizadas em abril de 2017 (outono), agosto
de 2017 e 2018 (inverno), novembro de 2017 (primavera) e em margo de 2017 e janeiro de
2018 (verdo). Os resultados que serdo apresentados consistem nas caracteristicas do leite

denominado fresco, sendo este analisado em até 12 horas ap0s a sua producao.

5.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelha

Na Tabela 12 estdo apresentados os resultados da influéncia das esta¢cbes do ano nas
caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelha. Os valores de pH apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) entre todas as estacdes do ano, tendo maior valor na primavera e menor
no outono. Ja a acidez, ndo apresentou diferenca significativa (p < 0,05) entre todas estacoes,
permanecendo dentro dos limites aceitaveis, conforme relatado por Park et al. (2007) de 0,22%
a 0,25% (&cido latico).

Fava, Klulkamp-Guerreiro e Pinto (2014a) observaram um aumento dos valores de pH
do leite de ovelha no més de marco ao més de abril (outono) e consecutiva diminui¢cdo no més
de maio (inverno), comportamento contrario do presente estudo, contudo a acidez foi inferior
em comparacdo ao relatado pelos autores referenciados e estavel durante as estacdes,
caracteristica importante, uma vez que para ambas pesquisas 0 leite era proveniente da raca
Lacaune produzido no Oeste de Santa Catarina e na Serra do Rio Grande do Sul.

Segundo Park et al. (2007), os valores de pH do leite de ovelha variam entre (6,51 -
6,85), enquanto que os obtidos na literatura internacional encontrados estdo entre (6,50 - 6,69)
(FACCIAetal., 2015; TABLA etal., 2016; DE LAVARA et al., 2018; NGUYEN et al., 2018)
e acidez (0,23%) (DE LA VARA et al., 2018).
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Tabela 12 — Influéncia das esta¢es do ano nas caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelha
coletado em 2017 e 2018

Parametros Outono Inverno Primavera Verao
pH 6,45 +0,01° 6,58 + 0,01° 6,62 + 0,01° 6,54 + 0,014
Acidez (%) 0,20 <0,01° 0,22 < 0,012 0,19 < 0,01° 0,19 + 0,022
Gordura (%) 6,40 £ 0,14° 6,85 +0,16° 5,87 £0,21°¢ 6,23 + 0,10
Proteina (%) 5,00+ 0,112 5,44 +0,03° 5,27 + 0,09 5,41 +0,10°
Lactose (%0) 4,35+ 0,042 4,250,072 4,25 +0,10? 4,29 £0,11°
Cinzas (%) 0,89 + 0,022 0,92 + 0,022 0,89 +0,01° 0,89 < 0,01?
Sélidos totais (%0) 16,54+ 0,012 16,61 + 0,14° 16,35 + 0,02° 16,16 + 0,09°
Sélidos nédo gordurosos (%) 10,14+ 0,012 9,76 +0,16° 10,48 + 0,02% 9,93 +0,09%

Média de trés valores de cada batelada + desvio padrdo. Letras iguais nas linhas em cada avaliacdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

No Brasil, 0 pH e a acidez relatados para o leite de ovelha da ragca Lacaune seria entre
6,58 a 6,70 e 0,22% a 0,30%, respectivamente (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO,
2014a; HANAUER et al., 2016; REVERS et al., 2016). Os valores médios de acidez obtidos
no presente estudo (0,20%), relativo aos dois anos de coleta, independentemente das estacoes
foram inferiores aos relatados na literatura para a mesma raga e regides proximas. Levando em
consideracdo que todos os leites foram amostrados, imediatamente refrigerados até o momento
da analises, sendo estas realizadas em até 12 h ap0s a ordenha, a acidez encontrada poderia ser
classificada como natural e ndo a acidez desenvolvida, ja que esta estaria atrelada ao tempo de
armazenamento do leite, segundo De La Vara et al. (2018).

Os teores de gordura apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) em todas estac6es
do ano, sendo que no inverno foram encontrados os maiores teores. Segundo Alais (1985) a
gordura é possivelmente o componente do leite que apresenta maiores variacbes em relacdo as
condicdes de producéo do leite, as quais foram relatadas em Park et al. (2007) para leites de cabra
e ovelha, especialmente em funcéo das estagdes do ano e estas especialmente associadas a mudancas
na dieta e ndo especificamente a estacdo. No entanto, a temperatura ambiente que seria, uma das
principais causas das variacOes estacionais, causaria alteracdo na quantidade ingesta dos
animais, devido a perda de apetite, diminuindo assim a producdo de leite (ALAIS, 1985;
MAHIEU, 1991, SILVEIRA et al., 2017). Como pode ser observado no Quadro 3, onde em
menores temperaturas, houve menor producdo de leite e concentracdo dos teores de gordura
(Tabela 12).

Em estudo realizado por Peana et al. (2017) onde avaliaram os efeitos das condicdes
meteoroldgicas de inverno e primavera na producdo por pastoreio de leite de ovelhas em

condigdes mediterranicas, verificaram que o estresse térmico causou reducdes na producéo de
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leite, quando as temperaturas eram baixas (0 °C - 3°C) no inverno, assim como, nas elevadas
(25°C) durante a primavera considerando o desconforto dos animais. Ainda, observaram que as
temperaturas de 6 °C a 21 °C no inverno e 9°C a 24°C na primavera, favoreceram a producéo,
indicando que esta consiste em um fator determinante para composicéo do leite.

Os teores de gordura do presente estudo, encontram-se entre os relatados em outras
pesquisas do leite de ovelha da raga Lacaune, produzidos no Brasil, entre 4,40% a 9,00%
(TRIBST et al., 2018; HANAUER et al., 2016; FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO,
2014a; REVERS et al., 2016). J& para o leite de ovelha produzido em outros paises uma faixa
menor foi observada (6,20% a 7,56%) (FACCIA et al.,, 2015; GIROUX; VEILLETTE;
BRITTEN, 2018; KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; TABLA et al., 2016; DE LA
VARA et al. 2018; PALOMBA et al., 2017).

As diferencas entre o teor de gordura para o leite de ovelha, podem estar associadas a
producdo media de leite por dia, sendo que a média relatada na cabana onde as coletas do
presente estudo foram realizadas seria em torno de 1,7 L/dia com 160 dias de lactacdo,
semelhante ao encontrado para as ovelhas da raca Lacaune na Franca e Espanha (1,8 e 2,2
L/dia), respectivamente, com 160 dias de lactacdo (PULINA et al., 2018) e no Brasil (1,7 L por
dia) para ovelhas com ate 120 dias de lactacdo (BIANCHI et al., 2014). Neste periodo de
lactacdo, no Brasil, Brito et al., (2006), indicaram 1,3 L por dia, sendo assim, observado a
concentracdo de alguns componentes como gordura e solidos totais em relacao ao volume total
obtido, podendo justificar os teores mais baixos destes quando a producéo for maior, conforme
relatado em Silveira et al. (2017).

O conteudo de proteina foi significativamente diferente (p < 0,05) somente em relacao
ao outono, onde apresentou valor inferior aos demais. Fava (2012) também observou variac6es
do conteldo proteico quando ocorria a mudanca de estacdo. Os valores encontrados no presente
estudo estdo coerentes com os obtidos na literatura, os quais internacionalmente estariam entre
4,44% a 5,90% (ZHANG et al., 2006; NGUYEN et al., 2018; PALOMBA et al., 2017;
FACCIA et al., 2015; TABLA et al., 2016; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018;
KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; DE LA VARA et al., 2018). Enquanto que no
Brasil para raca Lacaune o teor de proteina de 5,10% a 5,80% foi relatado (TRIBST et al., 2018;
HANAUER et al., 2016; FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; REVERS et al.,
2016).

Os teores de lactose ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre as estacdes
do ano. Isto ja era esperado, visto que € 0 parametro menos variavel entre os componentes do
leite bovino (CHEN; LEWIS; GRANDISON, 2014). Segundo Park et al. (2007) a média de
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lactose para o leite de ovelha encontra-se na faixa de 4,9%, valor acima da média obtida no
presente trabalho, assim como em estudos para leite de ovelha produzido em outros paises
(4,40% - 5,59%) (NGUYEN et al., 2018; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018,
KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; ZHANG et al., 2006; PALOMBA et al., 2017;
DE LA VARA et al., 2018) e do Brasil para raca Lacaune (4,44% - 4,90%) (FAVA,
KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a; HANAUER et al., 2016; REVERS et al., 2016).

Os teores de cinzas ndo apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre as estacoes
do ano, sendo que o valor médio relatado por Park et al. (2007) foi 0,90%, corroborando com
0 presente estudo. Os teores de cinzas indicados pela literatura internacional variam entre 0,89%
a 0,95 % (KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN,
2018), enquanto que no Brasil, segundo Hanauer et al. (2016) seria de 0,89 + 0,01%, proximos
aos obtidos no presente estudo, salientando a importancia do fator raca e localizacao, ja que os
mesmos foram produzidos na regido Oeste de Santa Catarina por ovelhas da raca Lacaune.

Os teores de solidos totais apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) entre as
estacdes do ano, apenas os valores de outono e inverno foram estatisticamente iguais (p < 0,05),
sendo no inverno observado os maiores valores. No inverno o teor de gordura aumentou, 0 que
pode estar relacionado aos maiores valores de sélidos totais. 1sso pode ser explicado devido a
temperatura ambiente, visto que o frio e o calor intensos podem provocar aumento da
concentracdo de matéria gorda do leite, devido a diminuicdo do volume de leite produzido
(MAHIEU, 1991; SILVEIRA et al., 2017).

Os solidos ndo gordurosos seguem O mesmo principio, 0S mesmos apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) entre as estacdes do ano, com maior valor na primavera, o que
pode ser atribuido ao menor teor de gordura, ja que os parametros de lactose e proteina ndo
variaram entre inverno, primavera e verdo. Notou-se que apenas o inverno foi
significativamente diferente (p < 0,05) em relacdo as demais estacdes, onde o maior teor de
gordura foi observado.

Os valores encontrados de solidos totais bem como de sélidos ndo gordurosos relatados
para leite de ovelha produzido em outros paises foram de 15,18% a 18,82% (ZHANG et al.,
2006; FACCIA et al., 2015; KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; DE LA VARA et
al., 2018; GIROUX; VEILLETTE; BRITTEN, 2018) e 10,21% a 12,40% (ZHANG et al., 2006;
FACCIA et al., 2015; KATSIARI; VOUTSINAS; KONDYLI, 2002; GIROUX; VEILLETTE;
BRITTEN, 2018). No Brasil, para a raca Lacaune, foram evidenciados valores de sélidos totais
de 17,5% a 19,59% (TRIBST et al., 2018; FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO, 2014a)
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e solidos ndo gordurosos de 10,96% a 12,40% (FAVA; KULKAMP-GUERREIRO; PINTO,
2014a; TRIBST et al., 2018).

Os resultados deste estudo mostraram que os parametros de pH, gordura, proteina,
solidos totais e sélidos ndo gordurosos tiveram influéncia com relagdo as estacfes do ano,
enquanto que a lactose, acidez e cinzas ndo apresentaram 0 mesmo comportamento, contudo 0s

valores obtidos foram coerentes com dados encontrados na literatura.

5.3.2 Contagem microbiana e atividade das enzimas proteoliticas e lipoliticas no leite
de ovelha

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados da influéncia das estagdes do ano na
contagem microbiana e na atividade das enzimas proteoliticas e lipoliticas no leite de ovelha.
A contagem de micro-organismos mesofilos apresentou diferenca significativa (p < 0,05)
apenas para a primavera, onde apesar do seu aumento nesta estacéo, ndo foi observado alteracédo
da acidez do leite, uma vez que nao houve diferenca significativa (p < 0,05) entre a acidez do
leite de ovelha nas estacdes do ano.

O Brasil ndo apresenta legislacdo especifica para o leite de ovelha, assim utilizou-se o
regulamento especifico N° 853 para ovinos e caprinos da Unido Europeia, que preconiza a
contagem em placas a 30 °C de < 5,69 log UFC/mL para produtos elaborados com leite cru de
outras espécies por um processo que nao inclua tratamento térmico, e < 6,18 log UFC/mL para
as que os incluem (UE, 2004; PMO, 2015). Segundo os dados apresentados na Tabela 13 a
contagem de mesofilos encontra-se dentro destes parametros, com exce¢do da primavera.

A contagem de micro-organismos aerdbios mesofilos € utilizada como método oficial
indicativo de qualidade microbioldgica para o leite, essas bactérias sdo responsaveis pela rapida
acidificacdo e degradacdo do leite, resultado da inadequada higienizacdo de ordenha ou
ineficiente temperatura de armazenamento (MERLIN JUNIOR et al., 2015). Contudo Faccia et
al. (2015) investigaram o leite de ovelhas das racas Sarda, Leccese, e Comisana, na Italia e
encontraram contagem de micro-organismos aerobios meséfilos de 5,01 log UFC/mL para o
leite de ovelha fresco, valores semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Ressalta-se que a contagem determinada para a Unido Europeia pode ndo ser a ideal
para o Brasil, evidenciando a necessidade por estudos que viabilizem a determinacéao dos limites
de qualidade para o leite de ovelha, uma vez que a composi¢do quimica deste pode variar

conforme muitos fatores, dentre eles as condigdes ambientais e localizagdo dos rebanhos
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(PARK et al., 2007), possibilitando a elaboracdo de uma legislacédo brasileira que descreva os

padrdes de identidade e qualidade deste leite.

Tabela 13 — Influéncia das estagdes do ano na contagem microbiana e na atividade das enzimas
proteoliticas e lipoliticas no leite de ovelha

Parametros Outono Inverno Primavera Verao
Mesofilos (log UFC/mL) 4,72 +0,282 4,33+ 0,402 5,86 +0,10° 4,15+ 0,512
Psicrotroéficos (log UFC/mL) 3,83 +0,15% 3,30+ 0,34° 5,01+ 0,09 4,17 £0,61°
Atividade Proteolitica (mU/mL) 0,16 + 0,022 0,09 + 0,05%® 0,31<0,01¢ 0,04 +0,02°
Atividade Lipolitica (U/mL) 2,19+0,41° 1,21 +0,55° <0,01° <0,01°

Meédia de trés valores de cada batelada + desvio padrédo. Letras iguais nas linhas em cada avaliagdo indicam que
ndo ha diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

A contagem de micro-organismos aerobios psicrotroficos apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) em relagéo ao leite produzido nas diferentes estagdes do ano, sendo na
primavera 0s maiores observados (Tabela 13), o que possivelmente exerceu influéncia na
atividade proteolitica do leite de ovelha, visto que nesta a maior atividade proteolitica foi
encontrada. A contagem de micro-organismos aerdbios psicrotroficos esta relacionada com as
condicdes de higiene da ordenha. Além disso, estas bactérias multiplicam-se em temperaturas
de refrigeracdo, inferiores a 7 °C, produzindo enzimas proteoliticas e lipoliticas termo
resistentes, as quais deterioram o leite (DEETH, 2006). Em boas condi¢des de higiene, somente
10% da microflora total é representada por psicrotroficos, em comparacdo com um valor
superior a 75% em condicGes ndo higiénicas (SUHREN, 1989).

Da Silva et al. (2010) e Capodifoglio et al. (2016) indicaram que durante a estacao
chuvosa, a saude do rebanho, a qualidade da agua, as condi¢Ges das camas, higiene de
equipamento e dos ordenhadores contribuiram decisivamente para o aumento da contagem
psicrotrofica, especialmente Pseudomonas spp. Na regido sul do pais, de clima temperado, com
estacdes bem definidas, durante a primavera segundo a Epagri (2018), o quantitativo de chuva
sdo mais elevados em relacdo aos meses anteriores, com acumulados significativos em curto
espaco de tempo, demonstrando que a esta¢do chuvosa, possa justificar a contagem microbiana
da primavera observada no presente estudo.

Bactérias psicrotroficas, ndo representam um problema para inddstria, pois sao
eliminadas pelo tratamento térmico, entretanto as enzimas lipoliticas e proteoliticas produzidas
e secretadas por estes micro-organismos promovem efeitos deteriorantes. Tais enzimas séo

frequentemente muito estaveis ao calor e resistentes ao processo térmico convencional aplicado
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ao leite (SAMARZIJA; ZAMBERLIN; POGACIC, 2012; OLIVEIRA et al.,
2015; BAGLINIERE et al., 2017).

A atividade proteolitica, apresentou diferenca significativa entre as estaces do ano (p
< 0,05), sendo maior na primavera, seguida de outono, inverno e verdo. Palomba et al. (2017)
avaliaram a atividade proteolitica do leite de ovelha na Itélia e relataram (1,66 = 0,47 mU/mL),
valores superiores aos encontrados no presente trabalho. Nornberg, Tondo e Brandelli (2009)
estudaram a contagem de micro-organismos psicrotroficos e atividade proteolitica de leite
bovino cru, sendo as contagens obtidas em torno de 6,43 + 0,35 log UFC/mL de psicrotréficos
e 12,3 + 9,1 U/mL de atividade proteolitica. Cabe ressaltar que quando o numero de
psicrotréficos atinge contagens superiores a 6 log UFC/mL, o meio estaria suscetivel a producao
elevada de enzimas termorresistentes, responsaveis por alteracdes como a gelatinizacao do leite
UAT, aléem do desenvolvimento de sabor residual no leite pasteurizado (PINTO; MARTINS;
VANETTI, 2006). Cabe ressaltar que o leite permaneceu refrigerado até 12 horas entre a
ordenha e realizacdo das analises, e com isso, a atividade proteolitica observada pode estar
relacionada com as enzimas presentes no proprio leite, como a plasmina oriunda do sangue
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

A atividade lipolitica apresentou diferenca significativa entre as estacfes do ano (p <
0,05), sendo maior no outono e inverno e nao apresentando atividade na primavera e verao.
Cardoso (2006) estudou a microbiota psicrotréfica no leite estocado sob refrigeracdo e obteve
valores de atividade proteolitica 1,99 U/mL e atividade lipolitica de 16,09 U/mL. A contagem
de bactérias psicrotroficas do leite cru refrigerado relatada por Cardoso (2006) foi menor do
que 5 log UFC/mL, isso pode ter refletido na atividade proteolitica, uma vez que os autores
indicaram atividade 6 vezes menor quando comparado a Noérnberg, Tondo e Brandelli (2009).

Capodifoglio et al. (2016) verificaram a porcentagem de amostras de leite bovino cru
que apresentaram as atividades lipoliticas foram principalmente na estacdo seca, ja as atividades
proteoliticas na estacdo das chuvas. A guantificacdo das atividades proteoliticas e lipoliticas do
leite de ovelha sdo pouco elucidadas na literatura. Haryani et al. (2003) descreve que a
contagem de bactérias psicrotroficas ndo determina a existéncia de atividade proteolitica e
lipolitica, entretanto, o tipo de bactéria presente no leite € o determinante para tal ocorréncia.
Desta forma, o leite de ovelha avaliado no presente trabalho contendo menor contagem de
psicrotroficos em relagdo a que a literatura relata como limitante para causar alteracfes
perceptiveis no leite pelas enzimas, tornaria este uma excelente matéria-prima independente da

estacdo do ano considerando este parametro e as amostras avaliadas.


https://www-sciencedirect.ez74.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022030217309530#bib7
https://www-sciencedirect.ez74.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022030217309530#bib7
https://www-sciencedirect.ez74.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022030217309530#bib3
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6 CONCLUSAO

A conservagdo do leite de ovelha fresco torna-se uma medida necessaria para o
desenvolvimento da sua producdo, comercializagdo e processamento, ainda a influéncia dos
métodos existentes, como refrigeracéo e congelamento sdo igualmente importantes na definicéo
de par@metros de processos e de requisitos de qualidade.

Neste sentido, 0s métodos de conservacdao abordados neste estudo, mostraram que o
leite de ovelha refrigerado a 4 °C, por 6 dias, e congelado a -29,80 °C, por 90 dias, manteve sua
qualidade fisico-quimicas e microbiolégicas, bem como suas fracfes proteicas. Ja o leite
refrigerado por 10 dias teve sua qualidade influenciada especialmente em relagéo ao pH, acidez,
estabilidade, maior contagem dos micro-organismos psicrotréficos, resultando em degradacées
proteicas, evidenciadas pelo surgimento de bandas intermediarias mais intensas na faixa de 15
a 10 kDa, indicando a formacdo de peptideos.

Os metodos de conservacéo do leite de ovelha ndo influenciaram o rendimento da massa
de queijo, porém ocorreu reducdo de calcio da elaborada com o leite refrigerado durante 10
dias. A refrigeracdo do leite de ovelha por até 6 dias ndo modificou as caracteristicas fisico-
quimicas, de cor e perfil de textura dos requeijoes cremosos em comparacao aos obtidos com
leite fresco.

O requeijéo elaborado com o leite refrigerado por 10 dias apresentou comportamento
do perfil de textura igual (adesividade, gomosidade e mastigabilidade) em relagdo aos obtidos
com leite congelado. No geral, os requeijoes cremosos elaborados com leite congelado
apresentaram valores maiores de dureza, adesividade, gomosidade e mastigabilidade.

Os resultados do estudo com o leite de ovelha refrigerado e congelado indicam a
possibilidade de tornar a préatica da conservacdo uma forma de manter a qualidade da matéria-
prima, o que favorece a producdo de derivados e, consequentemente, agrega valor ao leite
ovino. Contudo, em funcdo das diversas peculiaridades relativas a raca, manejo e producao
leiteira, entre outras, ressalta-se que os parametros fisico-quimicos dos leites avaliados nesta
pesquisa, como pH, gordura, proteina, solidos totais e solidos ndo gordurosos, contagem
microbiana e atividades enzimaticas, foram influenciados pelas estacdes do ano, implicando na
dificuldade da definicdo dos requisitos de qualidade e evidenciando a necessidade de outros

estudos e a definicdo de uma legislacdo especifica para o leite de ovelha.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Acredita-se que seja de suma importancia avaliar a maneira com que a gordura se
comporta (microestruturas) quando submetido a refrigeragdo e principalmente no
congelamento. Seria interessante também avaliar a microbiota presente no leite, de maneira a
identificar os micro-organismos que apresentam atividade proteoliticas e lipoliticas.

Além disso, necessita-se otimizar o procedimento tanto da MQ, quanto do RC. Em
virtude de melhorar a quantidade de gordura presente na matriz proteica, para que seja realizado
um requeijdo cremoso com menos creme de leite. Estudar os melhores sais fundentes para
elaborar os requeijoes. Enfim, ha ainda um campo a ser explorado, em virtude de ser uma

matéria-prima diferente do costume.
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APENDICE

Apéndice 1 — Curva padrdo da protease Bacillus spp.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.



