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EFEITO DA REFRIGERACAO NA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE
PARA A PRODUCAO DE QUEIJO SERPA.

RESUMO

A aplicagdo da refrigeragdo se por um lado incrementa o tempo de vida 1til do leite cru, por
reducdo da actividade microbiana. Por outro cria condigdes para o aparecimento da flora especifica,
os microorganismos psicrotroficos, que se caracterizam por uma intensa produ¢do enzimatica de
proteases e lipases com efeitos prejudiciais para a qualidade do leite como matéria prima e,
consequentemente, para o rendimento em queijo.

O presente estudo realizou-se no Baixo Alentejo, a partir de leite cru de ovelha refrigerado a 4° C e
ndo refrigerado, obtido por ordenha mecénica e proveniente de dois rebanhos de ragas distintas: a
Merina Branca e a Lacaune.

Este trabalho teve por objectivo primano a detecgdo da presenga de psicrotroficos em leite de
ovelha refrigerado e a avaliagdo dos efeitos proteoliticos em leite destinado a producdo de Queijo
Serpa.

Efectuaram-se ensaios sobre leite refrigerado durante 12 e 48 h e executaram-se determinagdes
microbiologicas distinguindo 3 temperaturas de incubag¢do dos psicrotroficos (8°, 5° e 3° C), além
da flora total a 30° C e pesquisa de coliformes. A avaliagio do grau de protedlise de origem
psicrotrofica foi feita por Isoelectrofocagem. A genuinidade do leite foi avaliada com base nos
seguintes indices fisicos e quimicos: acidez, pH, densidade, proteina e matéria gorda.

Obtiveram-se baixos niveis de contaminagdo em psicrotroficos no decurso das 48 h de refrigeragéo,
0 que se atribui aos cuidados higiénicos satisfatorios da rotina praticada em ambas as exploragdes,
na tecnologia de producdo do leite. Os efeitos da protedlise detectados por isoelectrofocagem

foram irrelevantes.

Palavras chaves: leite de ovelha cru; refrigeragdo; psicrotroficos; proteases, isoelectrofocagem;

Queijo Serpa.



THE REFRIGERATION EFFECTS IN MICROBIOLOGY QUALITY
OF MILK IN PRODUCTION THE SERPA CHEESE

ABSTRACT

The milk refrigeration limits the microbiological activity increasing the keeping quality. It
those not prevent the development of the psychrotrophic bacteria which produce high
quantities of proteases and lypases. Therefore the quality of the milk as raw material is
deteriorated and also the yield in cheese. The work was done at Baixo Alentejo, with raw
ewe’s milk refrigerated at 4° C and milk not refrigerated, from two herd’s and to differents
breed’s (Merina Branca e Lacaune) using a milking machine. The purpose of the present
study is to detect the psychrotrophic in refrigerated raw ewe’s milk and their effects on the
protein on the milk for Serpa cheese production. Regarding the detection of most
favourable for the psychrotrophic development the milk samples where stored at three
differents temperatures: 8°, 5° e 3° C. We used the plate counts tests at 30°, 8° 5° e 3° C
and also the presumptive test for cloakrooms. The proteolyses was tested by
issoelectrofocusing. The physical and chemical tests: acidity, pH, density, protein and
butter fat. The refrigerated raw milk during the 48-h of storage had a reasonable hygienic
quality according the counts. The proteolysis effects detected by isoelectrofocusing were

irrelevant.

Key words: Ewe milk raw; refrigeration; psychrotrophic; proteases; isoelectrofocusing;

Serpa Cheese.
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h - horas

Gram - - Gram negativo

Gram +- Gram positivo

a.C. - antes de Cristo

ha - hectare

Set. - Setembro

Out. - Outubro

Nov. - Novembro

Dez. - Dezembro

g - grama

Q. do - quadro

fig. - figura

-CN - caseina

u.f.c. - unidade formadora de colénias

UNESUL - Associagao Universidade Empresa do Sul
DTT - ditiotreitol

TEMED - N, N, N’, N’ - tetrametiletilenodiamina
PER - persulfato de amoénio

Sol. - solugdo

C.N.E.R.N.A. - Centre National de Coordination des Etudes et Recherches sur la Nutrition et L' Alimentation
MSD - Matéria Seca Desengordurada

U. E. - Unido Europeia

Ser - Serina

Asn - Asparagina

P - Fosfato

Phe - Fenilanina

Met - Metionina

M. S. - Matéria Seca

a. a. - aminoacidos
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E lugar comum que o leite, de qualquer espécie, € um substracto ideal para o
desenvolvimento de microorganismos cujo metabolismo necessariamente que afecta o equilibrio
estrutural do produto destinado a ser consumido em natureza (no estado liquido) e transformado,

designadamente sob a forma de queijo fresco e curado.

Multiplos estudos sd3o conhecidos tendo por objectivo identificar os varios grupos de
microorganismos, com énfase para os tipos de bactérias predominantes. Em paralelo investigam-

se os efeitos especificos de cada grupo, tipo ou microorganismo isoladamente.

Estes estudos incidem, como € obvio, em leite de vaca dada a expansdo que tem na alimentagdo
humana, suscitando preocupagdes quanto as alteragOes detectadas no leite, como matéria prima e
nos produtos acabados, nas diferentes fases do respectivo circuito comercial, alteragdes

consequentes do metabolismo microbiano.

Contudo as investigagOes de natureza microbiana em leite de outras espécies (cabra, ovelha,
bufala, camela e rena), designadamente o leite dos pequenos ruminantes, estio merecendo o
interesse dos investigadores e tecnologistas, tomando em consideragio a necessidade de
diversificar os produtos lacteos a obter, formando uma mais valia para a exploragdo agricola,
principalmente nos paises com tradigdo na criagdo de ovinos e caprinos localizados na orla

mediterranica.

O presente estudo constitui uma contribuigdo para o melhor conhecimento do leite de ovelha, sob
o ponto de vista microbioldgico, destinado a produgdo do Queijo Serpa, face ao interesse
econdmico regional deste tipo de queijo e acerca do qual se dispde de diminuta informagdo sobre
a respectiva caracterizacdo.

Alias este aspecto assim como o da tecnologia do leite dos pequenos ruminantes, particularmente,
o da ovelha, esta pouco estudado tanto em Portugal como noutros paises devido ao respectivo

aproveitamento estar restrito a producdo de queijo e de requeijdo.
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Acresce destacar que o Queijo Serpa, tradicionalmente de produgdo artesanal a partir de leite de
ovelha das racas Merina e Campaniga, passou gradualmente a ser produzido a partir de leite de

outras ragas que nao as locais, nomeadamente a Lacaune e Serra da Estrela, as mais especializadas

ragas leiteiras.

O problema do Queijo Serpa situa-se pois na composi¢do quimica do leite, a par da composigdo
microbioldgica e relacionados com os outros factores condicionantes (raga, sanidade animal,
alimentagdo, maneio, clima) e praticas tecnoldgicas aplicadas, as quais estdo a ser profundamente
alteradas sem fundamento cientifico. Pode mesmo afirmar-se que os fundamentos sdo empiricos e

com manifesto prejuizo para a tipicidade respectiva.

E evidente que a qualidade da matéria prima € decisiva para garantir a exceléncia do produto
final, de acordo com as exigéncias dum mercado conhecedor acerca das caracteristicas

condicionadas pelo equilibrio fisico, quimico e microbiologico.

Uma das praticas introduzidas com tendéncia a generalizar-se, € a refrigera¢@o do leite a nivel das
exploragdes, por periodos de 48 h/4° C, para controlo do desenvolvimento da flora microbiana
proveniente da contaminagio inicial e inevitavel no decurso das diferentes etapas de produgio do
leite. Esta pratica altera a composi¢do microbiana dos grupos predominantes relativamente a

composi¢do quando o leite é mantido a temperatura ambiente antes de ser transformado.

Os psicrotroficos sdo definidos como microorganismos que se desenvolvem a = 7° C. Nio
constituem um grupo taxonémico especifico. Pertencem pelo menos a 15 géneros diferentes

isolados a partir do leite e produtos lacteos , mas o género Pseudomonas domina na maioria dos

casos (Thomas e Thomas, 1973).

A sua presengca afecta prejudicialmente o poder de conservagdo do leite cru mantido a temperatura
de refrigeragdo (isto é, a finalidade da refrigeragdo do leite cru na produgio é a manutengdo das
propriedades originais até ao momento de tratamento ou de transformagdo). Embora os
microorganismos sejam sensiveis ao calor e sejam mortos pela pasteurizagdo produzem enzimas
termolabeis proteoliticas e lipoliticas (Adams et al., 1976, Law et al, 1977) que ddo origem a
lipolise e protedlise com efeitos desagradaveis no leite e produtos lacteos. Leites de qualidade

higiénica aceitdvel mantém-se em condi¢des durante 48 h de armazenagem mas além deste
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vezes € necessario armazenar o leite por periodos mais longos e por isso torna-se necessario

impedir o desenvolvimento de psicrotroficos.

A matéria prima usada foi o leite de 2 rebanhos e de 2 ragas distintas de ovelhas: a Lacaune e a

Merina Branca, em diferentes regimes de exploragio.

Todo o trabalho visou uma prospecgdo para leite de ovelha, destinado ao fabrico de Queijo Serpa
no Baixo Alentejo, tomando em consideragdo as temperaturas de conservagdo do leite antes de

fabricar o queijo. Os objectivos pretendidos foram:

e avaliar a carga microbiana psicrotrofica no leite de ambas as exploragdes, refrigerado
durante 12 h e 48 h, quando sujeitos a trés temperaturas de incubagdo, a partir da qual
podera ser prejudicado no seu equilibrio fisico e quimico;

o avaliar se os niveis psicrotroficos existentes terdo sido suficientes na detecg¢@o de protedlise
de origem enzimatica,

o avaliar a temperatura mais adequada a imobiliza¢do da flora psicrotrofica.
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a4 HISTORICA

Desde o principio da histéria da humanidade que o leite terd vindo a ser incluido nos habitos
alimentares do homem. Muito embora o consumo regular provavelmente remonte ao periodo
Mesolitico (10.000 e 8.000 a.C.), momento em que o homem se sedentariza, da inicio a actividade
silvo-pastoricia, domesticando e mantendo em cativeiro os animais que captura (Meyer, 1969)

(cit. Amiot, 1991).

Trémoliers (1973) considera que terd sido nesta altura que homem ocidental iniciou a
domestica¢do de animais como a ovelha, a cabra, a camela, o bovino, a rena, o cavalo, o cdo e 0
porco, na sua maioria vindos do Oriente (cit. Amiot, 1991). A Mesopotamia, segundo Androuét et

al. (1978), é considerada o bergo da domesticag¢do ovina e remonta ao 11° milénio a.C.

Testemunhos arqueoldgicos de ha 4 ou 5 mil anos antes de Cristo, confirmam-nos que desde logo
o homem se apercebeu que o leite de mamiferos fémeas possui reconhecido valor alimentar,
aliado a circunstincia de ser de facil aquisi¢do. Chegou mesmo a atribuir-se-lhe propriedades

sagradas (Davis, 1965; Rebelo, 1983).

A propria Biblia faz alusdo ao valor inestimavel deste precioso liquido. Adquiriu tal importéncia
que os Hebreus calculavam a fortuna dos proprietarios de acordo com a quantidade de leite

fornecida pelos rebanhos de que eram possuidores (Androuét et al,1978).

Se é certo que o leite entrava no regime alimentar humano, por consumo directo, com o andar dos
tempos e sem saber concretamente onde e quando, 0o Homem tera descoberto de forma casual que

o poderia consumir transformado sob a forma de queijo e de manteiga.

Davis (1965) refere que provavelmente os mais antigos registos sio os da Babilonia relativos ao

ano de 2.000 a.C. que fazem meng@o ao leite, ao leite fermentado (acido), 4 manteiga e ao queijo.

A historia da Grécia refere a utilidade da ovelha na produgéo de 13, carne e leite, & semelhanga da

cabra. SO mais tarde se faz referéncia a vaca como espécie produtora de leite. No entanto, mais
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uma vez, os achados arqueologicos sustentam a afirmagdo de que ha 6.000 anos atras se
ordenhavam as vacas para cintaros de grande capacidade; parece, contudo, que esta pratica

podera ter ocorrido mais cedo (Davis, 1965).

No que diz respeito aos ovinos ndo se sabe exactamente quais as origens da exploragdo destes na
produgdo de leite (Assenat, 1985). Contudo sabe-se que as ovelhas acompanharam sempre de

perto o progressos de varias civilizagdes, tendo um importante papel na vida e cultura religiosa

dos povos.

Existem dados bibliograficos referentes a leites de outras espécies de mamiferos com poderes
medicinais, tais como os leites de égua e burra. O primeiro era usado pelos povos nomadas das
estepes do sul da Russia e do interior da Asia, que a partir deste preparavam uma bebida
fermentada - Kumys, a qual curava certas doengas. O segundo por possuir elevado valor

energético, devido a sua riqueza em agucar, era habitualmente ingerido em situagdes debilitantes.

Saliente-se ainda a importancia que o leite de camela tinha para os povos Tartaros, na obtengdo de

uma espécie de aguardente ou leite espumoso (Soroa, 1980).

Desde ha cerca de vinte e cinco anos que o interesse pela produgdo ovina tem vindo a aumentar no
mercado mundial, essencialmente no que se refere ao leite e a carne (Martins, 1989). O leite de
ovelha , ainda segundo este autor, “foi sempre considerado como tendo caracteristicas especificas

e, em muitos casos, tido como leite mais nobre que os outros”.

O leite de ovelha raramente tera sido utilizado para consumo directo, quer num passado remoto
quer mais recentemente em algumas zonas do mundo. Era e € sim, utilizado na laboragdo de
queijo e de produtos fermentados (Godina, 1986). Embora industrialmente fosse possivel prepara-
lo e coloca-lo no mercado em condigdes semelhantes a0 que acontece com o leite de vaca, no

entanto, esta vertente nunca se desenvolveu (Balastre e Mittaine, 1971).

Nos paises ao sul do Mediterrineo e do Médio Oriente, produz-se leite de ovelha para consumo
em natureza, onde € tido como importante fonte proteica de origem animal, de facil aquisigdo,
enquanto que nos paises a norte do Mediterrdneo e Balcanicos a importdncia desta produgdo
assume propor¢des crescentes dado que a mais valia € obtida a partir da produgdo de queijo

(Ordofiez, 1971; Matallana e Ballester, 1973).
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2 - PRODUCAO DE LEITE NG ALENTEIO

2.1 - CARACTERIZACAO DA REGIAO

O Alentejo € notavel pela enorme extensio de planuras, que pontualmente aqui e ali se

interrompem por outeiros, onde floresce a mais bela e pitoresca das paisagens.

Pedologicamente, caracteriza-se por uma grande variedade de solos, desde os esqueléticos e

delgados de xistos até aos mais ricos e produtivos argilo-calcarios (Bettencourt, J.,1968).

A estrutura fundiaria assenta no latifundio, parcelas designadas por herdades cujas areas estdo, de

uma maneira geral, compreendidas entre S00-1000 ha. No entanto, nalguns casos, poderdo atingir

os 5000 ha.

Nos melhores terrenos pratica-se ainda uma agricultura tradicional, que contempla a intensa
cultura cerealifera, embora nos ultimos anos, na sequéncia de diferentes orientagdes da politica
agricola da Comunidade, se tenha assistido a introdugdo de novas culturas como alternativa a
pratica do antigo sistema de exploragdo da terra. Os terrenos marginais, por terem menor aptiddo

agricola, sdo aproveitados na explorag@o ovina extensiva.

Em termos climaticos a regido é predominantemente influenciada pelo clima mediterraneo. Os
registos de menores quedas pluviométricas coincidem com as altas temperaturas dos meses
estivais (amplitude térmica 30° - 40° C); é durante os meses de inverno, de temperaturas
relativamente baixas (6° - 8° C), com possibilidade de ocorréncia de geadas, que se verificam as

quedas pluviométricas em maior numero e quantidade (Speedy, 1980; Gongalves, 1982).

A conjuntura dos factores edafo-climaticos e pedoldgicos que caracterizam esta regido tomam-na
limitante no desenvolvimento de uma regular e abundante produgdo herbacia. Dai que a espécie
animal com maior representatividade no povoamento do Alentejo seja a ovina, com menor
expressdo a espécie bovina. Esta predominancia do ovino justifica-se, em parte, pelas menores
necessidades e melhor aptiddo para o aproveitamento dos parcos recursos naturais. Esta
circunstancia condiciona a dimensdo da propriedade e, por consequéncia, as disponibilidades em

8
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massa forrageira, permitindo o encabegamento de efectivos ovinos de dimensdo e aptiddo

produtiva adequada (Speedy, 1980; Bettencourt, J., 1968).

2.2- EVOLUCAO DO EFECTIVO OVINO

A ovinicultura tem softrido evolugdo ao longo dos tempos. Apos os anos 30 verificou-se uma
substancial reducdo dos efectivos, motivada pelas transformac¢des ocorridas nos sistemas de
produgdo agro-pecuarios e pela escassez de médo de obra especializada no manejo. Chegou até, ser
posta em causa a continuidade desta actividade no Alentejo.Também a politica desenvolvida de
apoio preferencial a bovinicultura, com o objectivo de aumentar a baixissima capitagdo
portuguesa do consumo de leite, atraiu o agricultor em desfavor da ovinicultura e caprinicultura.
A situagdo sO estabilizou a partir de 1972 e, no inicio da década de 80, surgiram entd3o sinais
evidentes de que a populacdo ovina estava em evolugdo crescente (Bettencourt, J,, 1989; Borrego,

1990; Sobral, 1993).

Quadro 1.1 - Evolugao do Efectivo Ovino.

1990 1991 | 1992 1993 1994 1995 | 1996

Alentejo | Total Ovinos 1707 1717 | 1710 1674 1758 1761 |1737
Ovelhas* 1106 1123 | 1120 1104 1152 1157 |1139

Pais Total Ovinos 3.360 3.380 |3.348 3.305 3.416 |3.414 |3.380
Ovelhas* 2.227 2260 |[2.253 2222 2289 2292 |2.265

unidades: 1000 cabegas Fonte: INE

* incluem-se também as borregas cobertas

A excepgio do decréscimo acentuado em 1993 e das ligeiras diminuigdes em 1992 e 1996, a
evolugdo crescente do numero de ovinos € uma realidade dos ultimos anos (Q.do 1.1), tanto na
regido do Alentejo como a nivel nacional. Os efectivos do Alentejo relativamente ao total dos
efectivos do pais, detém uma representatividade de cerca de 50 %, o que justifica a vincada
importancia desta actividade na regido. Dai que alteragdes no numero de animais, como as

ocorridas nos anos ja mencionados se tenham também repercutido ao nivel nacional.
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A importédncia economica da produgdo de leite, em termos percentuais, tem vindo a aumentar
desde 1972, como o atestam os trabalhos realizados por Ribeiro et al, (1982), e aproxima-se dos
valores relativos & producdo de came, dado o inflaccionamento do preso do leite. Em
contrapartida a produgdo de 1a diminuiu percentualmente, em virtude do aparecimento de outras
matérias primas alternativas para a industria téxtil, o que levou a que a procura de mercado

diminuisse e a produgdo fosse votada ao abandono.

E evidente o incremento da produgdo de leite (Q.do 1.2), nos ultimos anos devido ao crescente
numero de animais & ordenha que, excepcionalmente para os anos 1993 e 1996, registou uma
quebra (Q.do 1.1). O aumento do numero de animais deve-se fundamentalmente 4 maior procura e
consequente valorizagdo do queijo, com repercussdes no elevado preco a que o leite €
comercializado. Por outro lado, a influéncia dos apoios comunitarios e estatais, tornaram o
ambiente econdmico mais favoravel e os criadores sentiram-se motivados para aumentar a

dimensdo dos efectivos (Calheiros, 1992) ou, nalguns casos, iniciar-se nesta actividade.

A inexisténcia de elementos numéricos que caracterizem a actual produgdo de leite na regido do
Alentejo, suscitou o interesse em dar uma contribuigdo para o calculo da estimativa respectiva
recorrendo ao levantamento restrito do alavdo 96/97, direccionado apenas a regido de
denominagdo de origem do Queijo Serpa (fig. 1.1). A informagdo que serviu de base aos valores
estimados foi recolhida na Associagdo de Criadores de Ovinos do Sul (ACOS), nos Agrupamentos

de Defesa Sanitaria (ADS) e no Instituto Nacional de Interveng@o e Garantia Agricola (INGA).

Quadro 1.2 - Evolugao da Produgao de Leite de ovelha no Continente.

Anos 1990 19491 1992 1993 1994 1995 1996

Prod. leite (10001) (87.906 89.210 93.138 94.380 97.197 97.592 96.228

Fonte: INE

A quantidade de leite produzido nesta zona geografica, segundo a ACOS no alavdo' 95/96, tera
sido de 2.500.000 litros de leite, produzido num total de 2.810 explora¢des com 547.630 animais,

dos quais so terdo sido ordenhados cerca de 15%. No alavdo transacto (96/97) estimou-se que a

! Periodo de produgio sazonal do leite de ovelha.
10



Figura 1.1- Mapa da 4rea de
produgao de Queijo Serpa.

{Dec.Reg. n.° 39/87)

Quadro 1.3 - Distingao e Distribuigdo do Efectivo Ovino em Produgdo na Regido
de Denominagéo de origem do Queijo Serpa, referente ao a 1996/97.

Ovelhas de Carne Ovelhas de Leite
Concelhos n.° de produtores | n.° animais n.° de produtores l n.° animais
Aljustrel 142 23.000 1 600
Almodovar 341 37.667 9 2.873
Alvito 81 12.741
Beja 241 40.155 8 3.431
Casiro Verde 201 31.247 4 925
Cuba 79 7.727 1 346
Ferreira do Alentejo 213 33,128
Mértola 348 77.208 25 5.477
Moura 256 21.213 5 2.752
Ourique 293 32.387
Serpa 511 62.633 28 5956
Vidigueira ’ 124 16.616 1 183
Freguesias
Colos 44 6.377
Vale de Santiago 26 5.989
Abela 49 7.142 1 400
Alvalade 43 8.389
S3o Domingos 43 5.463
Azinheira B.S.Mamede 32 6.616
Tomrdo 76 14.154
TOTAL 3.143 449.852 8 263937

Fome THEGA

il



Efalocds Retnigernglo i praledads Morentiolomes dod dne pars Prasugse de Jusijs Seps

produgdo de leite foi apromimadamente de 4.600.000 1, dos quais cerca de 4.238.000 | foram
obtidos num total de 83 exploragdes (Q.do 1.3) com 26.937 fémeas especializadas neste tipo de
produgdo. Os restantes litros de leite foram obtidos a partir da ordenha de 3.5% dos efectivos de

ra¢a Merina, num total de 449.852 ovelhas de diversas ragas destinadas a produgdo de came.

Caracterizar a producdo de leite, em termos numeéricos reais, é tarefa ardua para ndo dizer
impossivel. Pois a problematica que envolve esta questdo é complexa e dificil de contabilizar.
Esta prende-se com as condigdes climaticas serem ou ndo propicias a um bom desenvolvimento
das pastagens, condicionando a duragdo do alavdo, especialmente nas ragas autoctones; a ndo
regularidade sistematica dos efectivos a ordenha; a precoce ou tardia ordenha dos efectivos locais
conforme a procura de borregos canasta para o mercado espanhol; a diversidade de ragas que
actualmente contribuem para a produg@o de leite na regido D.O.P. do Queijo Serpa e a exploragdo
para leite de alguns efectivos de raga Merina, durante um periodo muito curto do poés-desmame e
que tem apenas em vista o fabrico de queijo para consumo caseiro. Acrescem as dificuldades na
obtengdo de informagdo que permitam identificar com precisdao de entre os criadores de ovinos,
potencialmente vocacionados para a produgdo de carne, quais os produtores de ragas locais, que

exploram estes também na sua vertente leiteira, alcangando a mais valia através da venda directa

do leite.

O queijo Serpa tradicional, que outrora era produzido a partir do leite proveniente das ragas ovinas
locais, designadamente a Merina Branca e Preta, e Campaniga, € actualmente e perante a enorme
diversidade de etnias que assolam a regido demarcada deste produto, obtido com leite de origens
varias. Do total de leite produzido no alavao e regido em estudo, referimos com algumas reservas
que, 87 % € proveniente da raga Lacaune, 5.5 % da raga Serra da Estrela, 3.5 % da raga Merina,
3.39 % da raca Manchega e 1.9 % da raca Awassi. Confrontados com esta realidade, e com a
consciéncia de que algumas das ragas locais ja estdo em vias de extingdo, como € o caso da
Campaniga. S6 11 criadores tém os seus animais inscritos no livro Genealdgico (Conduto, 1997)

e, segundo julgamos saber, nenhum foi explorado na vertente leiteira, no alavdo 96/97.

Assim sendo, resta nos apenas louvar os criadores que tém sabido manter os efectivos de ragas

autoctones, pese o maior ou menor esforgo dispendido, ficando a margem da desregrada utilizag@o

de ragas exoticas de que o Alentejo € hoje palco.

12



Eenn du Rulngeegas s baiiess wmmw“mﬁ NP

2.3 - CARACTERIZACAO DO SISTEMA DE PRODUCAO

Ha algumas décadas atras a explora¢do ovina no sul estava entregue a si propria, devido a um
agrarismo que a confinava aos espagos ndo ocupados por outras culturas. A alimentagdo animal
era feita a base de: pastoreio expontdneo das terras incultas (baldios e pousios), restolhos das
arvenses, pastagens de sub-coberto dos montados de azinho e sobro, que nas épocas outonais se

enriqueciam por fornecerem o suplemento da bolota e lande (Bettencourt J., 1968).

As ragas ovinas locais que aqui predominavam eram a Merina Branca e a Preta bem como a
Campaniga, em rebanhos que contavam com efectivos médios de 300 a SO0 cabegas (Bettencourt,
C., et al, s/data). Estas racas autoctones de aptiddo tripla - carne/leite/la - permitiam aos
proprietarios uma exploragdao predominantemente orientada para a produgdo de carne, mas

também fazé-la na sua vertente leiteira (Bettencourt J, et al,, s/data; Bettencourt J.,1989).

O esquema tradicional de produ¢ido de ovinos previa que, nas terras de melhores pastagens, os
nascimentos ocorressem em Set/Out e nas pastagens temporas das terras de xisto, em Nov./Dez. A
venda dos borregos fazia-se no Natal e na Pascoa, conforme a ocorréncia dos nascimentos € por se
tratar de épocas mais favoraveis de venda (Bettencourt J., 1968), época em que se iniciava a

ordenha manual dos efectivos e que se prolongava por um periodo de 90 a 120 dias.

A produgdo unitaria das ragas locais era de cerca de 30 l/Lactagdo. O rendimento bruto
conseguido resultava do significativo nimero de animais a ordenha e do elevado prego por litro de
leite e queijo produzido (Bettencourt J, 1989). Era pratica corrente, que os criadores, com um
numero consideravel de ovelhas, praticassem o alavdo desde meados do més de Novembro até ao
fim do més de Maio, produzindo eles proprios o queijo. Faziam uso de técnicas proprias de
rouparia e que constituiam “verdadeiros segredos de tradi¢do familiar, o que permitia que fossem

distinguidos como imagem de marca” (Sobral, 1993).

De ha muito que os alentejanos tém largos conhecimentos sobre a qualidade lactopoiética do leite
das ragas autdctones, como matéria prima para o fabrico do queijo designado por “Queijo Serpa”,
que tdo afamadas caracteristicas em si encerra e por isso goza de alto prestigio no comeércio
nacional.

13



Os pastores, antes do inicio do “alavdo”, dedicavam-se previamente: a prepara¢do dos animais,
executando a “rabeja” 2 como medida de higiene animal, e a construgdo improvisada de um lugar
de confinamento dos mesmos, a céu aberto, de formato rectangular, designado por “aprisco”, o
qual poderia ser construido de rede, molhos de ramalhos, giesta ou outros materiais da regido. A
ordenha realizava-se neste local duas vezes ao dia, intervalada cerca de 10 horas, com a técnica, a

calma e o saber que sé o pastor detém, e jacto atras de jacto de leite ia enchendo o “ferrado™

(Camdes, A, 1901).

O leite obtido era coado, através de panos de algoddo ou de 13, antes de ser vertido para as bilhas
de transporte. Esta pratica justifica-se porque € vulgar que, durante a ordenha, caiam substincias

estranhas que conspurcam o leite (palha, cabelos, insectos, etc.). Alguns animais chegam mesmo a

dejectar na hora.

Presentemente, a exploragdo ovina assenta em moldes tradicionais, mas com a introdugdo do
desmame precoce (30-45 dias) e por cruzamentos com ragas melhoradoras da fungdo
creatopoiética, intensificou-se ndo s a criagdo de borrego como também se conseguem, por

lactagdo, volumes de leite mais elevados.

A ordenha, na maior parte das explora¢des dedicadas a produgdo de leite da raga Merina, continua
a ser feita manualmente, mas agora de forma menos penosa para o operador. Os apriscos sio
construidos ao abrigo da chuva e do frio, envolvendo mesmo, por vezes, a construgdo de telheiros
em betdo. Nas exploragdes cujos proprietarios possuem conhecimentos técnicos e se encontram

melhor informados, ja se dispde de pequenas unidades méveis de ordenha.

Alguns criadores, no intuito de obterem melhores rendimentos leiteiros, substituiram as ragas
locais por ragas especializadas nesta produgdo, quer nacionais, como a bordaleira Serra da Estrela,
quer estrangeiras, como a Lacaune, Manchega e, pontualmente, a Awassi, como € notdrio nos
dados apresentados no sub capitulo anterior. Em certas regides verifica-se mesmo um dominio
completo das ragas ndo locais sobre as locais. Perante esta escolha, substituiram a ordenha manual
por um sistema mais eficiente e higiénico que é a ordenha mecénica. Ao mesmo tempo, tiveram

que adoptar sistemas de alimentagdo animal que melhor respondessem as maiores exigéncias

? . tosquia da zona lanar circunscrita ao iibere e regido pélvica.
- vasilha de metal adequada  ordenha de pequenos ruminates.
14
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nutritivas, tais como a melhoria das pastagens naturais, com praticas correctivas e de fertilizagdo;
sementeiras de pastagens de alto valor proteico e forragens irrigadas, bem como o recurso a

alimentos compostos (Bettencourt J., et al, s/data; Calheiros, 1992).
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3-LEITE. DEFINICAO B SUA B

O leite surge no mundo como parte integrante da alimentac¢do. A sua fun¢do bioldgica é fornecer
protecgdo nuwricional e imunoldgica aos seres mais jovens. Nalgumas espécies, constitui o unico
alimento nos primeiros tempos de vida dado que as respectivas caracteristicas nutritivas

suplantam as necessidades de manuten¢do e crescimento (Jenness, 1985; Soroa, 1980).

As varias definigGes de leite s3o as seguintes:

Sob o ponto de vista zootécnico, atribui-se esta designac¢do ao “liquido branco, de sabor adocicado

segregado pelas glindulas mamarias das fémeas dos mamiferos, depois do parto e do periodo de

colostro * “ (Martins, 1989).

A designagdo de leite cru € atribuida ao leite produzido pela secre¢do da glindula mamaria de
uma ou varias vacas, ovelhas, cabras ou bufalas, e ndo aquecido a uma temperatura superior a 40°

C nem submetido a um tratamento de efeito equivalente (Portaria 533/93).

Atendendo especificamente aos interesses do consumidor e industriais, que de uma forma geral
sdo abrangidos pela legislagdo em vigor, considera-se leite alimentar o leite cru destinado ao
consumo humano, de forma directa ou indirecta, produzido por animais saudaveis, bem

alimentados, ndo fatigados, mantidos em bom estado de higiene, e que satisfaga os seguintes

requisitos:

e ser produto integral da ordenha completa e ininterrupta,

e ndo conter colostro (nos S dias seguintes ao partonio € considerado leite),

e isento de coloragio, cheiro e sabor anormais;

e ser colhido, conservado e transportado de acordo com as observagdes prescritas no

regulamentos;

e n3o conter microorganismos patogénicos, pus, sangue, nem substdncias estranhas a sua

composi¢@o quimica original.

? - Primeiro liquido segregado pelas glindulas mamérias, logo apos o parto e durante alguns dias (4 ou 3), possui propriedades nutritivas,
imunolégicas e lavativas especificas que conferem ao recém nascido maior resisténcia a enfermidades (Soroa. 1980).

16
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A designacdo genérica deste fluido biologico, aqui mencionada, diz respeito uUnica e
exclusivamente ao leite de vaca. Os leites produzidos por outras fémeas de animais domésticos

serdao sempre designados pela jun¢do do nome da espécie correspondente.

O leite é considerado por muitos estudiosos na matéria um excelente meio nutritivo e potencial
despoletador do crescimento microbiano (Amiot, 1991). Em virtude disto e no decurso dos
avangos tecnologicos, tornou-se de uma importéncia crucial para a saide a aplicagdo da maxima
higiéne no momento da produgdo, bem como nas restantes etapas (conserva¢do, transporte e
distribui¢do). Por este facto o leite de vaca sé foi introduzido na alimentagdo infantil no inicio

deste século (Porter, 1975) (cit. Amiot, 1991).

Faz parte das prescrigdes médicas para individuos debilitados, dietas de desportistas, refei¢des de

criangas e adultos (Soroa, 1980). Estando de tal modo enraizado nos habitos gastronémicos do

povo que constituem tema de provérbios.

Pode concluir-se que o leite encerra em si caracteristicas proprias que permitem designa-lo como
alimento quase completo. Como curiosidade, poder-se-a comparar o respectivo valor alimentar
com o de outros alimentos correspondentes: assim, um litro de leite € equivalente a: 450 g de

carne magra, 10 ovos, 140 g de bacalhau, 2,2 Kg de nabos e 900 g de linguado (Carreira, 1997).

O leite de vaca é, sem sobra de duvidas, o mais estudado, devido a sua importdncia na
alimentagdo humana e, consequentemente, ao maior interesse economico. No entanto, nos paises
com fracos recursos pedoldgicos e parcas pastagens, a ovelha € tida como vocacionada para essas

zonas e o leite tem sido objecto de estudo tomando como referéncia o de vaca (Martins, 1989).
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)ES FISICAS E QUIMICAS

4- COMPOSICAO E PROPRIE

De ha muito que a composi¢do do leite é area de intensa pesquisa por parte de investigadores. No
entanto, sO a partir de 1880, e gragas a fisica, a quimica e & microbiologia, foi possivel a

descoberta progressiva dos componentes de tdo complexo fluido (Rebelo, 1983).

E notéria a escassez de bibliografia respeitante aos lacticinios e, em especial, aos estudos
dedicados ao leite de ovelha, sendo os que existem geralmente elaborados por paises

vocacionados para a exploragdo deste pequeno ruminante que € a ovelha.

A percepgdo sensorial do leite de ovelha permite defini-lo como um liquido branco, opaco, duas a
trés vezes mais viscoso que a agua, devido a riqueza em gordura e proteina, de sabor adocicado e

odor acentuado (Luquet, 1985), caracterizado em Portugal por “bedum”.

Trata-se de um fluido bioldgico extremamente complexo, constituido por um elevado numero de
componentes: agua, compostos azotados (com destaque para a caseina), glicidos (lactose),
gordura, sais minerais, vitaminas (Soroa, 1980), enzimas, pigmentos, oligoelementos e outros

compostos vestigiais (Luquet, 1985).

Quimicamente o leite pode ser definido como uma emulsdo de gordura em solugdo aquosa de
lactose (S5 %), de sais minerais (0.7 %) e de outros componentes em estado de dissolugdo, e com

substancias azotadas (3.2 %) em suspens@o coloidal (Amiot 1991).

A composi¢do média dos principais constituintes do leite de ovelha é nos apresentada por Martins
(1989) num quadro resumo (Q.do 1.4) panoramico do que se tem feito, sobre esta matéria. No
quadro 1.5, observam-se as composi¢des por comparagdo com diferentes espécies (Carreira,

1980).

Da analise dos dados dos quadros constata-se que a composi¢do do leite de ovelha é bastante
variavel e comparativamente ao leite de referéncia (vaca) apresenta um conteudo mais elevado em
solidos totais, designadamente em proteina, matéria gorda e sais minerais, sendo o teor em lactose
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praticamente idéntico. Tem ainda a particularidade de ser o que fornece maior quantidade de

calorias, mas evidentemente € de todos o mais pobre em agua.

Quadroe 1.5 - Composigéo do leite de ovelha comparado com o de outras espécies

| Composi¢io Média ( g/100)

Espécie Agua | Proteinas | Gordura | Lactose Sais Densidade* Calorias”
Animal | minerais (15°0) (Cal/100gr) |
Vaca 87.30 3.48 3.50 4.90 0.72 1.030 68 -
Ovelha 80.60 5.40 8.30 4.80 0.90 1.038 104
Cabra 87.70 3.50 3.80 4.00 0.80 1.030 75
bufala 82.50 4,70 740 4.60 0.80 - 100
Burra 89.90 210 4.50 6.70 045 - 45
Camela 87.10 3.70 4.20 4.10 - - 66
Mulher 87.60 1.22 3.80 7.00 0.28 - 76 .

Fonte: Coligido por Carreira (1997): FAO (1972): Gongalves Ferreira e Silva Graga
(1961); elementos analiticos registados em estudos do Nucleo de Leite ¢ Derivados -
ENTPA. INIA Lisboa ; a - Vieira de S4, et al. (1990): b - Carreira (1997).

Em termos de residuo seco do leite, a gordura e a proteina em conjunto representam 69.8% e
54.5%, no leite de ovelha e no de vaca, respectivamente, enquanto que a relagdo gordura/proteina

€ de 1.42 para o leite de ovelha e 1.20 para o leite de vaca (Anifantakis, 1986).

A prNP 3547 de 1987, por forma a assegurar a genuinidade do leite de ovelha, fixa para o nosso
pais o teor minimo 5.5 % de matéria gorda. Estes teores variam nos restantes paises da UE de
acordo com as ragas predominantes e consequentemente com a legislagdo vigente em cada um

deles.

As variagdes na composi¢do do leite de ovelha sdo devidas a factores de indole genética,
fisioldgica e ambiental que influenciam esta em maior ou menor extensdo. Os principais factores
sdo a raga, o estado de lactacdo, idade, alimentagdo, bem como as condi¢es de exploragdo
(Anifantakis, 1986). De entre estes, a raga € a mais importante fonte de variagdo na composi¢do
do leite (Addleman et al., 1964, Dilanian, 1969; Johnson, 1974; Anifantakis, et al.,1980; Ramos &
Juarez, 1981) (cit. Martins, 1989). A composi¢do do leite varia de raca para raga (Q.do 1.6)
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A fase de lactagé@o € outro dos factores responsaveis pela variabilidade de composigéo leiteira, tal
como nos € dado observar na fig. 1.2, onde podemos seguir a evolugdo dos principais elementos
constituintes do leite de ovelha da raga Lacaune, na regido de Roquefort (Rivemale,1982).
Durante o periodo de lactagdo, a evolugdo de cada um dos componentes de maior valorizagdo para
a industria queijeira, designadamente a proteina e gordura, ndo se faz em paralelo. O teor butiroso
que inicialmente é elevado no colostro, sofre um decréscimo, para logo a seguir aumentar
progressivamente (Voutsinas et al,, 1988). Enquanto que os niveis proteicos vdo gradualmente
crescendo no decurso desta fase produtiva (O'Pelligrini et al.,1994; Voutsinas et al., 1988 ), no

final da lactagdo observa-se uma redugdo do teor em lactose e cinzas (Anifantakis, 1986).

A alimentagdo tem influéncia relevante na composi¢do do leite. Dependendo do estado produtivo
em que o animal se encontra, da natureza da dieta que lhe é fornecida, e se é equilibrada ou n3o,

maiores ou menores serdo as repercussoes ao nivel da composigdo do leite.

Um regime de subalimenta¢do energética, de curta duragdo, provoca um quebra na produgdo de
leite e um aumento no teor butiroso. Além disso, a composi¢ido em acidos gordos é
profundamente modificada, verificando-se um aumento da proporgdo de acidos gordos de cadeia
longa (Luquet, 1985). Quando se trata de uma dieta sobre-enriquecida energicamente ocorre um
ligeiro aumento do teor de matéria gorda. Isto acontece porque, os regimes alimentares desta

natureza conduzem a altera¢Oes nas propor¢des dos AGV do rumen (Luquet, 1985).
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Composigdo bruta do leite, esquematicamente resumida na figura 1.3.

Figura 1.3
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4.11-AGUA

Importa realgar o papel da agua, o principal componente do leite, pois € nela que se encontram
dissolvidos, no estado coloidal ou sob a forma de emulsdo os restantes componentes, tais como os

sais minerais ionizados, as substancias azotadas e outros (Alais, 1985).

4.1.2 - PROTEINA

O extracto seco desengordurado no leite é constituido tal como se pode ver na fig. 1.3, por lactose,
matéria mineral, substincias azotadas e outros constituintes. Destas frac¢Oes, considera-se a
azotada como uma frac¢@o particularmente importante, na qual se distinguem 2 grupos: um de
maior representatividade, as proteinas, que constitui a quase totalidade da fracg¢do (97.6%); outro,
as substancias azotadas ndo proteicas, que representam apenas 2.4% do total da fracgdo (Luquet,
1985), isto no caso de se tratar de leite de ovelha, veja-se o quadro 1.7. Em analogia com o leite

de vaca, o dos ovinos detém uma percentagem mais elevada de substincias azotadas, 97.6%

contra 95.0%.

O conjunto de substdncias que constituem a matéria azotada ndo proteica (ANP) n3o tem interesse

tecnoldgico e ndo deve ser incluido na determinagdo do teor proteico (Vieira de Sa et al., 1990).

E do conhecimento geral que o conjunto das proteinas do leite resultam do polimorfismo genético
e de modificagdes postranslaccionais, em que as mais importantes sdo a glicosilagdo, a

fosforilagdo e a clivagem proteolitica (Jenness, 1982; Alais,1985).

As proteinas da secregdo galactopoiética sdo constituidas por cadeias de aminoacidos e possuem
propriedades anfotéricas, podendo ser anidnicas ou cationicas por alteragdo do valor de pH. Da
sequéncia dos aminoacidos devidamente unidos resultam as cadeias polipéptidicas, com destaque

para as caseinas e as proteinas do soro (Jenness, 1985).

No soro, as proteinas maioritarias sdo a o - Lactoalbumina (a-LA) e a B - Lactoglobulina (8-LG)
consideradas como as proteinas soluveis (Eigel et al.,1984); possuem estrutura secundaria
bastante ordenada (Alais,1985) e comparativamente as caseinas sio menos heterogéneas (Lopez-

Galvez et al, 1994).
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Quadro 1.7 - Distribuigdo das substancias azotadas no leite de ovelha e vaca.

Espécie Animal
AZOTO TOTAL Valor Meédio (%)
OVELHA |VACA
I- Proteinas:

A- Caseina Isoeléctrica (Insohivel) 80.0 78
A.1- Caseina asl 15.5 36
A.2- Caseina as2 147 10
A. 3- Caseina B 471 34
A. 4- Caseina K 7.3 13
A. 5- Caseina Y1, 72, 13 15.4 7

B- Proteinas do Soro (Soluvel) 17.6 17
B.1- Albiminas:

a) P-lactoglobulina 51.4 50
b) a-lactoalbimina + Seroalbimina 251 27
B.2- Globulinas imunes 17.9 12
B.3- Proteose-peptona 5.6 10
I1- Substancias azotadas ndo proteicas 24 5

Fonte: Alais (1985) e Luquet (1985)

As caseinas e proteinas do soro distinguem-se, fundamentalmente, quando em presenc¢a do agente
enzimatico coagulante. As primeiras sO precipitam por ac¢do enzimatica (coalho de origem
animal, vegetal e biologico) (Holt, 1992), enquanto que nas segundas é o calor que provoca a

coagula¢do parcial, quando em equilibrio estavel (Vieira de Sa et al., 1990).

Dada a importancia tecnologica das caseinas, serdo exclusiva e especificamente estudadas quanto

a variabilidade genética que as caracteriza, em leite de ovelha.
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4.1.2.1- CASEINAS

As caseinas sdo o componente maioritario do total da fracgdo proteica do leite, representando
cerca de 80%, o que corresponde a cerca de 25 - 32 g/L, variando com a raga (Lenoir, 1985).
Definem-se como proteinas multifosforiladas, que precipitam ndo sé pelo processo anteriormente
referido como também por acidificagdo a pH 4.6 e a 20° C (Eigel et al., 1984) e por adigédo de sais

neutros (Aschaffenburg e Drewry, 1957).

O baixo ponto isoélectrico atribui-se ao predominio de restos de acidos aminados sobre os basicos

e a presenga de restos seril-fosforilados.

As caseinas apresentam propriedades anfilicas devido a presenga dos grupos fosfatos laterais se
concentrarem na parte final - N-Terminal das moléculas, enquanto que o resto da cadeia de

aminoacidos possui caracteristicas hidrofobicas (Banks et al., 1978).

Outros termos podem ser usados para designar as caseinas, tais como caseina isoeléctrica e
(3 g " : : a . o e .

caseina de Harmmarsten”. O primeiro termo aplica-se especificamente ao precipitado de caseina
obtido por acidifica¢do a pH 4.6, de uma por¢ao de leite e apos centrifuga¢do (Lenoir, 1985),
enquanto que o ultimo é uma homenagem ao primeiro investigador que publicou um trabalho

sobre este tema, ainda que anteriormente tenham sido outros autores a descrever a sua preparagao

(Alais, 1985).

As caseinas apresentam-se sob a forma micelar (forma nativa) (ver fig.1.4). As micelas sdo
agregados coloidais esféricos (100 a 200 nm) constituidos por as e 3 caseinas estaveis em
solugdo, devido a contribuigdo da K caseina em associagdo com os ides inorgdnicos
(essencialmente Ca **) e fosfato de calcio coloidal (Banks et al, 1978; Richardson et al, 1979;

Lenoir, 1985). Os agrupamentos glucidicos hidrofilos sio também estabilizantes das proteinas em

solugdo (Luquet, 1985).

Cerca de uma dezena de moléculas, individualmente constituidas por uma proporg¢éo variavel de
caseina associada por ligagdes hidrofobas e electrostaticas, constituem a sub-micela. A construgdo

da micela faz-se por unido das submicelas através da fixa¢do de ides de calcio e fosfato mineral
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sobre as pontes fosfoseril. A caseina K dispde-se quase toda na superficie externa da micela, ja

que a presenga no seu interior € praticamente insignificante (Amiot, 1991).

moléculas de caseina K

[
/

nicieo hidrofobo

rupos PO,
/9

agregados de Cag(POy)s

A

Figura 1.4 - Modelo de submicelas (A) e de micelas (B) de caseina (Schmidt, 1982)
(cit. Alais, 1985).

Cerca de uma dezena de moléculas, individualmente constituidas por uma propor¢éo variavel de
caseina associada por ligagdes hidrofobas e electrostaticas, constituem a submicela. A construgio
da micela faz-se por unido das submicelas através da fixagdo de ides de calcio e fosfato mineral
sobre as pontes fosfoseril. A caseina K dispde-se quase toda na superficie externa da micela, ja

que a presenga no seu interior é praticamente insignificante (Amiot, 1991).

Segundo Amiot (1991), foi em 1939 que a heterogeneidade das caseinas em leite de vaca ficou
conhecida. Recorrendo a técnica electroforética, foi possivel separar 3 frac¢Ges de acordo com a
homologia da estrutura primaria: o - caseina (-CN), B - caseina (B-CN) e k - caseina (k-CN).
Na presenca de sais de calcio a a-CN divide-se em 2 fracgdes principais e que se designaram por

o5~ caseina (otg - CN) e oz - caseina (a2 - CN), face a sua atitude comportamental.
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A percentagem de fracgOes caseinicas/caseina total encontradas por Alais (1985) e Luquet (1985)
em leites de diferentes espécies (ver Qd. 1.7), permite afirmar que a percentagem de a-CN e k-
CN no leite de ovelha é substancialmente inferior a do leite de vaca (30.2% e 7.3% contra 46% e
13%, respectivamente), enquanto que para 3-CN os valores encontrados no primeiro leite (47.1%)
sdo maiores do que no segundo (34.0 %). Este aspecto € explicado, por Assenat (1985) com base
nas diferentes dimensGes das micelas observadas por Richardson et al. (1974) nos leites das

varias espécies.

Figura 1.5 - Fracges Caseinicas em % da Caseina total de leite de ovelha.

OK-CN
10%

Os1-CN
3%

No caso do leite de ovelha. Outros investigadores a semelhanga de Luquet {1985} consideraram a
fracgdo de caseina 3 maioritaria relativamente a caseina o (Law et al., 1992 e Musir et al,, 1993)

(cit. O’ Pellegrini et al., 1994).

Mais recentemente, O’ Pellegrini et al. (1994) corroborando a opinido de outros autores, tais como
Juarez et al. (1984); Anifantakis (1986); Ono et al. (1989) contrapGem esta afirmag@o. E referem
que a a-CN e que € a fracg@o preponderante (fig 1.5), enquanto que a B-Cn e a K-Cn representam

42% e 10.4%, respectivamente.

As caseinas tém um certo namero de caracteristicas comuns, mas o que as distimgae €: & nome do
agrupamento fosforico; a presenga ou ndo de cisteina; o grau hidrofobiceo; & presenga o1 auséncia

de glicidos; o teor em certos aminoacidos (treonina, prolina, tirosina) (Lenow, 1985}
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As fracges a-CN e B-CN caracterizam-se pela particularidade de estabelecerem ligagGes serina-
fosfato e, nalguns casos, concentram-se em determinadas zonas que conferem a proteina
caracteristicas especiais. Encontram-se ainda residuos de prolina distribuidos em toda a extensédo

da cadeia, os quais protegem a formagdo de parte da estrutura secundaria (Banks et al., 1978).

Richardson e Creamer (1976) conseguiram separar, por electroforese em gel de poliacrilamida, as
diferentes fracgdes caseinicas do leite de ovelha. Os resultados obtidos no electroforegrama

permitiram-lhes retirar as seguintes informagdes:

- identificagdo do conjunto das 3 primeiras bandas que apareciam no gel, por a-CN (a1,
Ols2 € Ols3), que se movimentavam com uma rapidez electroforética similar as das caseinas ots3 € Ctss

do leite de vaca.

- as fracgdes da a; € a3 s30 as unicas com valor tecnoldgico e possuem composigdo em

acidos aminados semelhantes a c;-CN bovina, mas acusam maior sensibilidade ao calcio.
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e a5;-CASEINA

Desta frac¢dc caseinica do leite de ovelha conheciam-se trés variantes genéticas, A, C e D
(Lenoir, 1985) mas, mais recentemente, Chianese et al. (1996) identificaram mais duas variantes

genéticas, B e E, com base na diferente mobilidade electroforética.

As variantes genéticas tém a configuragdo da proteina mas derivam da forma original por
mutacdo. Normalmente estas muta¢des traduzem-se em substituigdes que ocorrem num pequeno

numero de residuos (1-2) e as propriedades alteram-se significativamente (Lenoir, 1985).

E também conhecida por “caseina Welsh” e tem merecido intensa investigagio (King, 1967,
Arave et al., 1973; Russo et al.,, 1986; Pieragostini et al., 1989; Di Luccia et al., 1989; Caroli et
al., 1990; Chianese et al., 1990 e Mauriello et al., 1990) (cit. Chianese et al., 1992).

Num estudo detalhado sobre as caseinas ovinas, em gel de poliacrilamida a pH alcalino, verificou-

se que no perfil electroforético obtido a variante “Welsh” se posicionava a meia distancia entre as

bandas de as e B-CN (King, 1966).

A a,-CN é a fracgdo com maior rapidez de mobilidade electroforética, precipitando a 0.4 M
CaCly, pH 7.0 e a 4° C (Whitney et al, 1976). E constituida por uma mistura de duas cadeias
polipéptidicas que difere das suas homélogas bovina e caprina na delec¢do dos residuos 141-148,

e apresentam 199 e 191 residuos, respectivamente (Ferranti et al., 1995).

Chianese et al. (1996) determinaram que a proporg¢do em que entram as cadeias (forma longa -
199 residuos e curta - 191 residuos) na mistura é aproximadamente 80 : 20. A diferenca entre as

formas longas da o -CN ovina e caprina e as as-CN bovina, segundo os mesmos autores esta

8

apenas na substituigio do residuo de aminoacido: GIn'*® na caseina de pequenos ruminantes

148

contra Glu'*® na caseina bovina.

Quer as trés variantes genéticas (A, C e D) quer as duas formas distintas em que cada uma delas

se apresenta, distingem-se pelo grau de fosforilagio.

A origem das 2 formas da ag-CN ovina em todas os fendtipos A, C e D atribui-se, segundo
Ferranti et al, (1995) a uma separagdo anormal semelhante ou, entdo (com maior probabilidade),

aos diferentes graus de fosforilagdo da proteina.
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A fig.1.6 representa a estrutura da proteina o-CN e assinala as substituicdes que permitem

distinguir as variantes C e D (Ferranti et al,, 1995).

1 10 |Ser-pro) (C. D) 20
Arg-Pro-Lys-His-Pro-Ile-Lys-His<Gin-Gly-Leu-Ser-Ser-Glu-Val-Leu-Asn-Qlu-Aan-Lay
1 4

B T e L L ok 7 Lt T T T T T rep s pp———

10 40
Leu-Arg-Phe-Val-Val-Ala-Pro-Phe-Pro-Glu-Val:-Phe-Arg-Lys-Glu-Asn-{le-Asn-Glu-Ley

ecssonaygecccccccccccccccccccaPT{ecccccaa eccca= .-----x-c...-c-----.--ﬁ'-----.-.
e mcccccccccccccccccceP ' cccrrcccccccccccccsesPlommncncacccccccBeccee
PLE T wececdccccccccccana= ccacvcccccccceT ' 4TS ccccccccccccccccccaa ace

$Q [{]
Ser-Lys-Asp-1le-dly-Ser-Glu-Ser-Ile-Clu-Aep-Qln-Alg-Met-Glu-Asp-Ala-Lys~Glan-itee

ceosmany

covocasy

(Ser Ser Asn) (DY 70 %
Lys-Ala-Gly-Ser-Ser-Ser-Ser-Ser-Giu-Glu-[le-val-Pro-Asn-Ser-Ala-Glu-Cla-lLys-Tyr
P P P P 1 4 4

,--x------------..-.----o-------o---.-ﬂ--OQ...-.-....-. .................. oY==

90 100
{leGln-lys-Glu-Asp-Val-Pro-Ser-Glu-Arg-TyT-Leu-Gly-TyT-leu-Glu-Gla-Leu-Leu-Azy

e T10--ccccancana- 3Cececcemmcecccect]locccaccccceccaccesas

110 13e
Leu-Lys-Lys-Tyr-Asn-Val-Pro-Gla-lau—Glu-[le-Val-Pro-Lys-Ger=-Ala-Glu-Glu-Gla-teu
?
geeccccccccccccccccccaT]Y caccmccccccccaccccca- Se-mmemcccca- ccee-Tlq---
gecemecccccrcccccccPlJomcccccccnaccccncccacy

B ceeececcceeaTl2¢T1) memcccceccccccccccacaay

130 140
Eis-Ser-Nst-Lys-Glu-Gly-Asa-Pro-Als-Eis-Gln-Lys-Gla-Pro-let-Ile-Ala-Val-A3a-Qla

B L L T T T LT, o L. i TP pRSTSSR R —— I J—

o -
it 0 [ e

10 160
Ela-lew-ile ~Tyr- Fie - Tyr=fre—dla- Leu- Fa-Arg-din- Fa-Tyr -0 la-Leu-Aap=-Ala-TyT=Fro

ceeyscccccscccccccccacesee cocaccccsesccccscsas eveYgoccccs Ceccccccccccscscsccccccsccaccaa -
ecccccsccsccccasllflecccccccccccaccccccccccccs )(.-----------------------ci’ ' pntaa

Daleted resicduee | weeal

170 180
SerGly-Ala-Trp-TYT-TYT -Leu-Pro-LeuGly-The-Gla-Tyr-Thr-Asp-Ala-Pro-Ser-Fe-6ar

ceccccccccccaceccccan= -----------o---fl,o.---------o ------ weecccccccccccacee -

eccsedccccccccccccepleoraceccvscsncccssscsse=-L]) cannnncccnncccccnccccncccnccnaces

190 199
Asp-1le-Pro-Asn-Pro-Ile-Gly-Ser-Glu-Asn-3er-Gly-Lys-Ile-Thr-Met-Pro-Lsu-TTp

cececaccce cccccccccerccee e rcceraccccesrcacccsce=dfoccccccacePlfecccccaa,

Gcecccccccccc et cs e cccscccarotaccccccas)

Figura 1.6 - Sequéncia de residuos de aminoécidos da ass- CN. A variante A1 corresponde a sequéncia dos residuos
141 a 148 (adaptado de Ferranti et al., 1995).
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A variante A e C (nas duas formas curta e longa) da o;-CN pode conter de 9 a 11 e de 8 a 10
grupos fosfato, respectivamente. Isto é devido a fosforilagdo parcial do residuo Ser na posigido

115.

A variante D difere das anteriores por se apresentar menos fosforilada (5 ou 6 grupos fosfato). Tal
¢ devido, como se pode observar na fig. 1.6, & substituicdo do agrupamento Ser-P por Asn na
posicdo 68 (Ferranti et al.,1995). Importa sublinhar que esta sequéncia se conserva em todas as
fracgdes caseinicas sensiveis ao calcio, tais como o a5-CN, as2-CN e B-CN, e esta implicada nas
agregagdes micelares estaveis com os ides de calcio e na fungdo nutritiva que as caseinas

desempenham (Ferranti et al, 1995).

As dificuldades observadas na coagulagdo do leite de ovelha e firmeza da coalhada poderdo ser
explicadas, segundo Chianese et al. (1996), pelo menor grau de fosforilagdo e conteido da

variante D da o5-CN, quando comparada com outras variantes.

A alteragdo estrutural na variante D tem ainda reflexos sobre a diferente mobilidade

electroforética, desta em relag@o aos outros fenétipos (Ferranti et al, 1995).

Relativamente a tecnologia de fabrico de queijo de ovelha, o baixo teor em caseinas ¢ no leite
parece estar implicado no baixo limiar de detecgdo de gostos amargos nestes queijos (Assenat,

1985).

Kwai-Hang et al. (1984) descobriram que a variante 1-CN juntamente com factores de
influéncia directa na produgdo de leite (idade ao 1° parto e més de pari¢do), se correlacionavam

significativamente com a produg@o de leite, com a gordura e com a proteina.
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a.- CASEINA

A sub-familia das a,;-Caseina tem sido a menos estudada; dai que a fonte de informagdo sobre o
assunto seja escassa. A heterogeneidade deste grupo de proteinas € confirmada por Chianese et al.

(1993), que em analogia com a homdloga bovina admite como provavel que tal heterogeneidade
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se deva a diferentes graus de fosforilagdo.
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aminoécido
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209
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P

Sequéncia de aminodcidos da forma longa da as2-CN, segundo o cc’zdigo _de uma letra. Os
s numerados negativamente sdo os correspondentes ao péptido de sinalizagdo. As zonas

sublinhadas indicam os locais de restrigio das enzimas: Mbo Il (GAAGANG), Mae | (C/TAG), Hinf | (GIANTC) e

Rsa | (GT/AC).
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Segundo Chianese et al. (1993) na composi¢do da as,-CN entram diferentes aminoacidos,
reconhecendo-lhe 3 variantes, que apresentam pontos isoeléctricos (pI) semelhantes aos da K-Cn

e aos componentes minoritarios da 3-Cn.

Boisnard et al. (1991) referem que das variantes genéticas da os-CN existem duas que se
diferenciam por uma delec¢do interna, ja que ambas partilham as mesmas sequéncias aminica e

carboxilica terminais

O esquema anteriormente apresentado retrata a sequéncia de acidos aminados da caseina os2-CN,
bem como as sequéncias nucleotidas dos diferentes c DNA que codificam as formas longa e curta

desta fracg¢do proteica.
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e B-CASEINA

Esta proteina ovina € formada por uma cadeia polipéptidica com uma sequéncia de 207 residuos
de aminoacidos, que difere da sua homéloga bovina em mais ou menos 15 substitui¢des (Assenat,

1985).

Em virtude do polimorfismo genético, esta frac¢do caseinica constitui o 2° grupo de bandas de um
perfil electroforético, com menor mobilidade do que a a-CN; distingue-se em [; e B2-CN, as
quais diferem apenas no numero de agrupamentos fosféricos. A primeira é mais sensivel ao calcio

do que a segunda (Richardson e Creamer, 1976; Richardson et al., 1979).

Ainda que a natureza da sequéncia polipéptidica seja semelhante entre a B-CN bovina e ambas as
variantes da B-CN ovina é na sua estrutura primaria que se diferenciam, por esta ultima
apresentar, além de 2 delecgdes, duas substituigdes de aminoacidos (Anifantakis, 1986).

Origina péptidos com sabor amargo. A baixas temperaturas (2°-8° C) solta-se da micela. Quando

se aquece, volta para a micela mas forma uma camada protectora que contraria a coagulagéo.

Adaptado de Richardson et al. (1979), a fig. 1.8 mostra esquematicamente a configuragdo
primaria da B-CN, evidenciando as mutagdes das variantes genéticas e os pontos de ataque das

proteases endogenas do leite (Mati et al., 1991; Richardson et al., 1979).

A y-caseina (y-CN) nio considerada um novo tipo de caseina: é somente um fragmento da B-CN,
resultante da acgdo proteolitica da plasmina® sobre esta (Lenoir, 1985; Eigel et al,, 1984; Kroeker
et al.,1985). Da actividade desta enzima, segundo Mati (1991) surge ainda um outro componente,
designado por proteose peptona.

A fracgdo proteose peptona subdivide-se em 2 grupos, atendendo a respectiva origem:

- 1° grupo- constituido por 3 fragmentos de hidrolizados de caseina, por acgdo das proteases,

diferenciando-se pelo numero de fosfatos (B-CN- %P, B-CN- 4P, B-CN-1P);

- 2° grupo constituido por proteinas e polipéptidos presentes no soro, no estado nativo.

3 Protease natural do leite
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Estudos de associacdo de algumas variantes proteicas do leite com factores econémicos
importantes revelam que a [B-CN afecta, tanto em percentagem como em produgdo, a

componente butirica do leite (Kwai-Hang et al.,1984).
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Figura 1. 8 - Sequéncia de residuos de aminoacidos da p-CN. Os aminoéacidos em itdlico correspondem a variante
B+ (adaptado de Richardson et al., 1979).
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e K-CASEINA

Os componentes bioquimicos das fracgdes K-caseinicas de leite de ovelha foram postos em

evidéncia por Alais et al. (1967).

Decorridos alguns anos outros autores estabeleceram a sequéncia polipéptidica desta proteina e

reconheceram a especificidade da sua estrutura (Assenat, 1985).

A heterogeneidade que este grupo apresenta € uma consequéncia da diversidade genética ao

nivel da fracgdo proteica bem como no teor em hidratos de carbono (Hajime, 1995).

Chianese et al. (1992), atribui as diferentes cargas dos componentes glicosilados da cadeia

polipéptidica da K-CN a origem do seu polimorfismo.

Alais e Jollés (1967) (cit. Martins, 1989), utilizando técnicas electroforéticas, distinguiram 2
fracgdes de K-CN ovina que diferiam das observadas em leite de vaca pelo modo como se
movimentam no gel. A mobilidade da caseina K apresenta-se equivalente a da 3-CN bovina.
Difere em 26 substitui¢Ges relativamente a homologa bovina, 10 das quais sobre o fragmento

paraK-caseina (Ribadeau-Dumas, 1978) (cit. Martins, 1989).

A K-CN apresenta caracteristicas muito peculiares que por isso a tornam unica no complexo das
caseinas. Considera-se uma glicofosfoproteina porque na sua estrutura quimica estdo inseridos
glicidos. E solivel na presenca do calcio, afectando por isso a quantidade de proteina no leite,
(Kwai-Hang et al., 1984) impedindo através do seu poder estabilizante a precipitacdo das

caseinas (Luquet, 1985; Lenoir, 1985).

Este poder da K-CN fica comprometido quando a micela estavel fica sujeita a acgdo protedlitica
dos enzimas renina e/ou quimosina (coalho), que fraccionam a cadeia peptidica na ligagdo Phe
— Met, posi¢des 105 e 106 (ver fig. 1.9) (Luquet, 198S5; Scott, 1986). Como resuitado obtém-se
2 fragmentos, como € o caso da variante A da K-CN, designadas por paraK s-caseina (insoluvel)

e K.-caseinoglicopéptideo (soluvel). O primeiro fragmento constitui o terminal aminico (N) da
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proteina enquanto que o segundo fragmento representa a porgdo terminal carboxilica (C) (Jollés

et al, 1974).

A sequéncia da K-caseinoglicopéptideo, segundo Alais (1985) e Anifantakis (1986),

semelhante nos leites de ovelha e de vaca..

O processo fisico que decorre durante a clivagem do coldide estabilizador, na presenga de calcio,
traduz-se numa agregagdo micelar que por aprisionamento da fase aquosa, da origem a

coagulagdo do leite, factor de suma importéncia na industria queijeira (Luquet, 1985).
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Figura 1. 8 - Comparagdo da sequéncia de residuos de aminoacidos da K-CN ovina com a sua
homéloga bovina. Os aminoacidos de 1-105 e 106-171 correspondem & fracgdo parakKA-caseina
e KAcaseinoglicopéptido, respectivamente. As alteragdes encontram-se assinaladas por: A-
diferenga no contetido em N; ® - delecgdes . sequéncia de glicidos obtidos por protedlise

enzimatica.
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4.1.3 - GLICIDOS

A este grupo pertence a lactose, componente maioritario e especifico do leite, embora existam
pequenas proporgdes de outros agucares tais como os dissacaridos (glucose e galactose) (Amiot,

1991), oligossacaridos neutros e acidos, e glicidos ligados a proteinas (Robinson, 1990).

A lactose € um dissacarido sintetizado na glandula mamaria e formado por glucose (nas formas a
e B) e galactose (Alais, 1985). No leite de ovelha representa cerca de 22 - 28% do total da M. S,
percentagem ligeiramente inferior (33 - 40%) aos valores apontados para o leite de vaca

(Assenat, 1985).

Scholz (1997) refere que este agucar é o nutriente essencial a actividade das bactérias
predominantemente acidificantes existentes no leite, com produgdo de acido lactico. O produto
da reaccdo € importante tanto na coagulagdo do leite e como nas caracteristicas sapidas dos
produtos fermentados e de outros derivados do leite. Em suma, estes microorganismos
industrialmente uteis contribuem para a qualidade e para a conservagdo dos produtos, pois criam

condi¢des adversas a proliferagdo de microorganismos de putrefacgio.
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4.1.4 - LIPIDOS

Os lipidos (gordura) sdo considerados, juntamente com as proteinas, os constituintes de alto
valor econémico do leite. A matéria gorda é o componente que sofre maiores variagdes:
encontra-se no estado de emulsdo, sob a forma de pequenos glébulos de 3.3 y de didmetro no
caso do leite de ovelha (Parkash et al., 1968) (cit. Assenat, 1985), enquanto que noutras espécies

podera ir de 1 até 20 n de didmetro (Soroa, 1980; Scholz, 1997).

Os factores de variagdo, tais como a espécie, a raga, o regime alimentar, a fase de lactagéo e a
técnica de ordenha (Scholz, 1997), ndo influenciam s6 as dimensdes mas também o teor em
gordura (Soroa, 1980); no decurso da lactagd@o, o teor butirico no leite de ovelha é inicialmente

de cerca de 5% passando para 10% ou mais no final (Scholz, 1997).

A matéria gorda consiste numa mistura de compostos e possui a propriedade de se dissolver em
solventes organicos ndo polares, tais como éter, benzeno ou cloroférmio, e € de quase completa

insolubilidade nos liquidos aquosos (Jenness, 1985).

Nos principais constituintes do teor butiroso do leite, os triglicéridos e os fosfolipidos entram em
98.5% e 0.8%, respectivamente. Encontram-se ainda acidos gordos livres, esteroides,
carotenoides e as vitaminas liposoluveis que em quantidades vestigiais t€ém a sua importdncia

(Anifantakis, 1986).

Assenat (1985) em estudos sobre a reparti¢ao dos triglicéridos, verificou que os de cadeia longa

entravam em menor propor¢do no leite de ovelha do que no de vaca.

Em leites de diferentes espécies (vaca, ovelha, cabra e bufala), Freeman et al.(1985) (cit.
Anifantakis, et al, 1980) estudou a diferente distribuigdo dos acidos gordos nos triglicéridos. Os
resultados que obteve foram: os acidos gordos de cadeia curta C4 e C6 encontram-se
esterificados quase s6 na posigdo 1 € 3; os acidos gordos em C14 e C15 estdo esterificados na

posi¢do 2; os C18:0 na posi¢do 1 € 3 e C12 - C16 tém maior tendéncia para aparecerem em

posi¢do central.
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E tipico encontrar nos lipidos do leite de vaca e ovelha um quantitativo elevado de acidos gordos
com 4-12 atomos de carbono, especialmente os de numero par (C14 a C12). No entanto, a
percentagem em que cada um destes constituintes entra é cerca de duas vezes superior (20-25%

contra 10-12%) na gordura do leite de ovelha comparativamente aos que entram na gordura do

leite de vaca (Anifantakis, 1986).

Alto teor em acido caprico (C10:0) no leite de ovelha constitui a melhor distingdo entre a
gordura do leite de ovelha e a de vaca, ja que esta ultima se caracteriza por um elevado conteudo
em acidos gordos insaturados (Anifantakis, 1986). Este acido, assim como o caprilico, ambos
existentes em quantidades significativas, parece desempenhar um papel importante quer como
substancia directamente activa quer como precursor de outras substincias (Assenat, 1985). E de

mencionar que o acido caprico comunica ao leite de ovelha um ligeiro sabor picante.

O conteudo em fosfolipidos € mais elevado no leite de ovelha do que no de vaca, embora esta
opinido ndo seja unanime entre os varios autores. Steger (1960) por exemplo, encontrou valores
inferiores para o leite de ovelha. Existem semelhangas em ambos os leites, quer na composigdo
em acidos gordos dos fosfolipidos quer na sua reparticio. Os componentes maioritarios dos
fosfolipidos sdo a fosfatidil-etanolamina, fosfatidil-colina e a esfingomielina (Morrisson, 1968;

Anifantakis et al., 1980)

Os fosfolipidos sdo mais complexos, pois possuem a estrutura dos glicéridos acrescida de acido
fosforico e uma base azotada. Esta configuragdo da-lhes um duplo caracter hidroéfilo e lipofilo,

convertendo-os em Optimos emulsionantes da gordura no leite, vindo dai o seu grande interesse

tecnolégico (Amiot, 1991).

Os constituintes da matéria gorda do leite de ovelha, que ddo a esta uma composigdo unica,
quando sofrem a acgdo lipolitica e fenomenos a ela associados, sdo os principais responsaveis
pelas peculiares caracteristicas dos produtos gordos obtidos a partir do leite, como por ex. o

queijo (Scholz, 1997, Amiot, 1991).
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4.1.5 - MINERAIS

Os elementos minerais do leite sdo importantes pela unido que estabelecem entre os restantes

componentes responsaveis pelo alto valor nutritivo deste alimento (Amiot, 1991; Scholz, 1997).

Varios tem sido os autores que tém investigado a composi¢do mineral do leite de ovelha.
Anifantakis (1986) apresenta uma compilagdo desses dados e evidéncia a maior riqueza mineral

do leite de ovelha em detrimento da mesma em leite de vaca.

Os elementos minerais que se encontram em maior quantidade sdo o calcio, o potassio, o sddio, o
magnésio e o fosforo. Outros como o ferro, o cobre, o molibdénio, o zinco, o manganésio, o
iodo, e o fluor sdo oligoelementos (Scholz, 1997). Nem todos estes componentes do leite se
encontram em solugdo; o potassio e o sddio encontram-se na forma ionizada solavel, enquanto

que os restantes se apresentam na forma ndo ionizada (sais debilmente ionizados) (O’ Connor e

Fox, 1977; Robinson, 1990).

Os minerais basicos, o calcio e o fosforo, podem-se encontrar dissolvidos ou formando
compostos com a caseina. O calcio apresenta maior expressdo na fase coloidal (cerca de 70%
versus 30% em solugdo), enquanto que o fosforo é na fase soluvel que melhor se exprime.
Transpondo este conhecimento e analisando o conteudo mineral dos leites de ovelha e vaca, O’
Connor e Fox (1977) encontraram em ambos que os valores de calcio e fosforo soluveis eram

semelhantes, diferindo apenas no conteudo da fase coloidal (Anifantakis, 1986).

Devido ao maior conteudo em calcio do que em fosforo, o leite € considerado um dos alimentos
que assegura o equilibrio salino (calcio/fésforo) (Rebelo, 1983). Scholz (1997), referido-se a este
mesmo componente no leite, que abunda sobre a forma de caseinato (Soroa, 1980), salienta a
importdncia que um quantitativo elevado deste tem na obten¢do de uma boa coalhada, isto
porque promove a rotura do coloide, a partir da qual se elimina progressiva e parcialmente a

agua de composigdo, o que € de fundamental importancia na defini¢do do tipo de queijo a obter.
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4.1.6 - BIOCATALIZADORES (Vitaminas e Minerais)

A composi¢do do leite ovino em biocatalizadores ndo tem sido devidamente estudada.

As vitaminas, no total dos constituintes do leite, tém pouca representatividade. No entanto, sdo

de grande importdncia nutritiva e algumas contribuem para a cor do leite e produtos lacteos

(Amiot, 1991).

A semelhanga do que acontece com os sais minerais, a composi¢do vitaminica no leite de ovelha
€ mais rica do que no leite de vaca (Anifantakis, 1986). Segundo Hartman et al, (1965) o acido
ascorbico, o acido nicotinico, o acido pantoténico, a riboflavina e a vitamina A sdo, do conjunto

das vitaminas ovinas, as que se encontram em maior quantidade.

As enzimas existentes no leite tem a sua origem no ubere do animal onde sdo produzidas ou
aparecerem como resultado do metabolismo das bactérias que contaminam o leite, com especial

incidéncia das produzidas pelas bactérias psicrotrofica, de natureza proteolitica e lipolitica.

As Pseudomonas e os Micrococcus, por exemplo, segregam lipases que ddo origem a aromas e

sabores desagradaveis no queijo. O sal (salga) inibe a actividade das lipases.
As enzimas psicrotroficas sdo na sua maioria termolabeis muito embora os microorganismos

produtores sejam sensiveis aos tratamentos térmicos. Os queijos preparados com leite

pasteurizado ndo apresentam caracteristicas sapidas acentuadas.

Algumas enzimas possuem actividade bactericida, pelo que conferem certa protec¢do ao leite,

como € o caso das lactoperoxidases e lisozima (Vieira da Sa et al., 1990).

Em termos enzimaticos, Chadan et al (1968) e Modi et al. (1959) (cit. Martins, 1989)

verificaram que a lipase, a lisozima, a ribonuclease e a xantina oxidase desenvolviam menor

actividade no leite de ovino do que no de bovino.

Na secregdo lactopoiética da ovelha €, sem sombra de duvida, a fosfatase alcalina a enzima de
maior importancia, possuindo uma actividade trés vezes superior & que desenvolve no leite de

vaca (Anifantakis e Rosakis, 1983) (cit. Martins, 1989).
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De acordo com a composigdo fisica € quimica, o leite possui caracteristicas especificas inerentes
as diferentes espécies, das quais destacamos a bovina e a ovina. Para melhor esclarecimento

observe-se o quadro 1.8

Quadro 1.8 - Caracteristicas dos leites de vaca e de ovelha

Leite de vaca Leite de ovelha
Densidade 20° < 1.023 - 1.040 1.035-1.038
Viscosidade (cp) 2.0 2.86-393
Tensdo superficial (Din/cm) 423-3521 44.94-48.70
Indice de refracgdo (n Do) 1.3344 - 1.3485 1.3492 - 1.3497
Condutividade (chm™ cm™) 0.0040 - 0.0035 0.0038
fndice crioscopio (° C) -0.530 a- 0.570 -0.587 a - 0.590 *
Acidez (mI NaOH N/1) 15-18 22-25
pH 6.65-6.71 6.51-6.85

Fonte: Anitantakis, 1986
* Mur, 1966

Sdo notorios os valores mais elevados dos indices do leite de ovelha em relagdo aos do leite de
vaca, com excepgdo para os valores de tensdo superficial e condutividade. O pH € semelhante ao

leite de vaca.

De todos os parametros fisicos referidos somente a densidade, pH e acidez sdo determinados

rotineiramente, para ajuizar da integridade da secregdo lactea e se foi ou ndo objecto de fraude.

Martins (1989), em estudos sobre a caracterizagdo da composig¢do do leite cru de ovelha, com

destino a produgdo de Queijo de Azeitdo, encontrou valores proximos dos citados na pr NP-3547

(1987):
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- Densidade 2¢°c >1.031

- Acidez (ml NaOHN/) <30

- pH 6.6-6.8
- Proteina (%) >45
- Matéria gorda (%) >55

Posteriormente, Alvarenga (1995) em estudos da mesma natureza, aponta alguns indices fisicos e
quimicos em leite destinado & produgdo de Queijo Serpa, proveniente das ragas Merina e

Lacaune, exploradas nesta regido. Veja-se o quadro 1.9.

Quadro 1.9 - Caracteristicas dos leites de ovelha das ragas Merina e Lacaune

Raca Merina Raga Lacaune
Densidade z0°c 1.035-1.041 1.033 - 1.040
Acidez (mI NaOH N/) 23-32 22-29
pH 65-6.8 6.5-6.7
fndice crioscépio (° C) -0.601 a-0.549 -0.588 a - 0.539
Proteina bruta (g/100 g) 59-8.2 5.0-8.1
Matéria gorda (g/100 g) 55-11.8 5.2-11.4

Fonte; Alvarenga (1995)

Rodrigues (1944) encontrou para as ragas locais da regido do queijo da Serra da Estrela, valores
médios de densidade que coincidem com o valor de 1.036 apontado por Assenat (1985). As
determinag¢des densimétricas aumentam significativamente (1.0353 para 1.0372) ao longo do

periodo de lactag@o e sdo influenciadas pelo teor em gordura.

Noutros estudos realizados em Portugal, nomeadamente por Holstein (1981), indica-se para a
densidade um valor médio de 1.038 (1.035 - 1.040), enquanto que Baltadjieve et al. (1982)
refere médias de 1.036 (1.032 - 1.039).

O conhecimento da acidez titulavel é indispensavel na pratica para avaliagdo da frescura do leite

(acidez natural + acidez devida & actividade microbiana).
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No leite de ovelha a acidez e o poder tampdo sdo mais elevados do que em leite de vaca,

atribuindo-se esta diferenca ao elevado conteudo proteico da primeira espécie (Anifantakis,

1986).

Os valores da acidez s@o influenciados pelo regime alimentar (Rodrigues, 1944). Este autor faz
ainda alusdo a leites de ovelha que na época estival acusam valores de acidez de 35 a 37.5 ml
NaOH N/litro. Atribui esta ocorréncia a pouca higiene envolvida na lavagem das vasilhas e

utensilios do leite, bem como as deficiéncias no transporte e conservagio.

A amplitude de variagdo do caracter ligeiramente acido do leite é pequena, tal como Assenat
(1985) confirma dos dados recolhidos sobre a raga Lacaune na regido de Roquefort, e que vdo
desde pH 6.60 a 6.68. Martins (1989) encontrou a mesma gama de variagdo, mas em ragas da
regido do queijo de Azeitdo, nomeadamente Saloia e Friserra. O valor médio indicado para leite
da espécie ovina é de 6.65 (Assenat, 1985), embora outros valores, tais como 6.58 e 6.57

(Baltadjieva et al., 1982), também sejam validos.
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A microbiologia lactologica é semelhante nas diferentes espécies domésticas exploradas para a
producdo de leite. Para o leite de ovelha, por exemplo Capriotti (1969) (cit. Assenat, 1985)

demonstrou que a flora residente ndo era especifica para esta espécie.

O leite é um Optimo meio de cultura para o desenvolvimento microbiano, encontrando-se ai
disseminadas varias espécies microbianas, repartidas por flora patogénica, saprofita e inofensiva.
O leite refrigerado proporciona condi¢des de desenvolvimento da flora banal psicrofila e da flora

ecologica psicrotrofica (Veisseyer, 1988).

A contaminagdo microbioldgica provem de diversas origens: as de origem animal e humana, o

meio ambiente, equipamento e utensilios intervenientes (Zall, 1980).

As contaminagles provenientes dos animais suscitam maior interesse por razdes de ordem
sanitiria e, portanto, quer pelos seus efeitos no homem quer no animal, destacam-se os
microorganismos considerados indices sanitarios; estafilococos, micrococos, brucella spp.

(Nuiiez et al., 1989).

Relativamente as outras possiveis vias de poluigdo microbiana, estio dependentes dos métodos
de produgdo animal. No campo da higiene, incluem-se as instalagdes do gado, os utensilios e
tratador, medidas de higiene na ordenha e a conservagio do leite apos a mesma, a qualidade do
plano alimentar o ambiente e ainda a temperatura e estagdo do ano (Confederation de Roquefort,

1986) (cit. Martins, 1989).

Nas tradicionais praticas de obtencdo de leite de ovelha, por ordenha manual, a via ambiental
estd ai grandemente implicada. As precarias condigdes em que se realiza esta operagdo, os
longos periodos de exposi¢do ao ar, devido as vasilhas de recolha ndo serem hermeéticas,
permitem conspurcagdes da mais variada natureza (cabelos e pélos, lama, insectos, etc),
incluindo a de origem fecal. Dai que seja frequente detectar coliformes fecais, micrococos e

microorganismos do solo. E vulgar, nas amostras de leite de ovelha recolhidas nas exploragdes,
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quantificar as enterobacteriaceas e os coliformes em 10% e 10%ml (Gurica, 1971; Gaya et al,
1987). Por toda esta envolvente que rodeia a producdo de leite desta espécie, ndo sera de
estranhar que se encontrem altos niveis de contaminagdo microbiana. Em condigdes de higiene
deficiente ha uma maior diversificagdo de flora e, consequentemente, maior serd a probabilidade
de haver uma maior contaminagdo de microorganismos que afectam gravemente a conservagio e

integridade do leite (Vieira de Sa et al., 1990).

Os coliformes sdo bactérias Gram — ndo esporuladas, que fermentam a lactose com produgdo de
acidos e libertagdo de gases (CO; + Hz) (Soroa, 1980). Estes microorganismos encontram-se
normalmente associados as contaminagdes de origem fecal e atribui-se-lhes grande interesse pelo

significado higiénico da sua presenga (Thomas, 1971; Thomas et al.,, 1972) (Cit. Cousin, 1982).

Além da sujidade do ubere existem outros focos, tais como os utensilios € equipamento de
ordenha humido e mal lavado, quantas vezes s6 enxaguados, os quais sdo considerados como
factores fundamentais da contaminagdo por coliformes (Zall, 1980). A acgdo microbiana, pelos
motivos acima apresentados, € potencialmente maléfica; quando presentes em grande numero os
microbios originam defeitos ao nivel gustativo e da propria estrutura do produto, como € o caso

do flato (opado) do queijo (Vieira de Sa et al.,1990).

Para proceder a avaliagdo da intensidade de contaminagio microbiana de um leite € rotina
proceder a contagens da flora total a 30° C. A esta pratica recorreram Gonzalez et al. (1995) para
determinar a qualidade do leite de ovelha empregue nas queijarias no fabrico de queijo
Manchego. Sobre as amostras recolhidas mensalmente do tanque de refrigeragdo encontraram,
para os mesofilos, valores superiores a 10" u.fc/ml em 50.28% das amostras. Em 20.11%
obtiveram valores de contagens entre 3 x 10° e 107 u.f.c/ml enquanto que para as restantes 29.6%

das amostras as contagens foram inferiores a 3 x10° u.f.c/ml.

Nuiiez et al. (1984) obtiveram contagens em aerdbios mesofilos inferiores a estas; em leite de
ovelha da raga Merino Gonzaléz et al., (1995) registaram valores superiores, enquanto que
Hassouna et al. (1996), em estudos sobre o queijo Camembert, contabilizaram um nivel de

mesofilos de 1.2 x 10°u.f.c /ml, que detém uma representatividade de 20 % relativamente & flora

total.
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Ainda relativamente aos trabalhos de Gonzaléz et al. (1995), a pequena percentagem de amostras
que satisfazia os requisitos da legislagdo comunitiria em vigor (maximo 3 x 10° u.fc/ml) era
devida, segundo estes, a varios condicionalismos, tais como execu¢do de ordenha manual,
inexisténcia de infraestruturas de refrigeragdo nalgumas exploragdes e transporte do leite de
forma inadequada. Isto € uma ocorréncia comum na produgio de leite de pequenos ruminantes.
Esta afirmagdo € concordante com Nuiiez et al. (1989), ao referir que € frequente os niveis de

vidveis totais superarem contagens de 10° u.f.c/ml.

Os grupos de estafilococos e micrococos sdo frequentes em leite de ovelha, Bautista et al. (1986)

dedicaram-se ao seu estudo e caracterizagio e encontraram valores de 10° e 10* u.fc/ml.

Ao que parece, de alguns anos para ca, tem se vindo a assistir a uma maior tomada de
consciéncia de que a produgdo e recolha do leite se devera fazer com maiores cuidados de
assepsia, pois € na obtengdo de uma matéria prima de boa qualidade que esta a origem do

sucesso dos produtos transformados e, neste caso, dos queijos.

A melhoria das condigGes de ordenha, por introdugdo de equipamento mecanico ou, em
alternativa, aquisicdo de pontos moveis de ordenha e a melhoria dos apriscos, permitira obter
uma qualidade higiénica muito proxima da do leite de vaca. Desde 1980 que, em Franga, se
processa ao pagamento do leite de ovelha com base em critérios de higiene, tais como a
contagem de viaveis totais, esporulados butiricos, presenga de coliformes e células somaticas,

bem como no que concerne a qualidade dos seus componentes fisicos e quimicos (Lagriffoul et

al, 1997).

E certo que a ordenha mecinica gera beneficios na restrigio do desenvolvimento dos
microorganismos viaveis totais e também, agrupamentos microbianos especificos, tais como
bactérias acidificantes, entre as quais os coliformes (Petrowa, 1981) (cit. Nuiiez et al., 1989). A
sua utiliza¢do implica cuidados higiénicos redobrados pois, na auséncia destes, o leite que passa
nos tubos deteriora-se, chegando por vezes a qualidades ainda mais deploraveis que as praticadas

na ordenha manual.
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A aplicacdo de refrigeragio em condigbes de eficacia garantira a manutencdo do nivel de
qualidade higiénica, pois prolonga o estado de laténcia dos microorganismos, limitando-lhes o
desenvolvimento até ao processamento (Weatherup y Miillan, 1993). Contudo surgem, novos
problemas higiénicos, quando a refrigeracéo se associa a tempos de armazenagem prolongados,
sendo por isso seleccionada uma flora psicrotrofica que podera passar a constituir a flora

dominante (Miranda e Gripon, 1986).

Até aos 15° C de temperatura de conservagio € a flora psicrotrofica que predomina relativamente
a restante. Para além deste valor os psicrotroficos sio dominados pelos vigorosos mesofilos. As
temperaturas iguais ou inferiores a 7° C os psicrotroficos sdo 0s que se apresentam mais
capacitados para a multiplicacdo (Veisseyer,1988). Estes microorganismos, devido ao seu
desenvolvimento e actividade metabolica a baixas temperaturas de refrigeragédo, virdo a ter fortes

implica¢des na qualidade dos produtos lacteos (Gripon, 1983).
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A presenca de psicrotroficos e os seus efeitos estdo profusamente documentados em leite de
vaca, ndo se verificando o mesmo para o leite de ovelha. Reportam-se ao leite de vaca as

referéncias bibliograficas que sustentam este trabalho, salvo quando dispusermos de suporte

bibliografico.

Os microorganismos que compdem a flora indigena do leite podem classificam-se de acordo com

os valores de temperatura a que se desenvolvem , tal como se pode ver na fig. 1.10.

Psicréfilo  Meséfilo Termoétilo
f |

lnlervale de Crescimenin
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. -
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Temperatura °C Fonte: Kessler (1981)

Figura 1.10 - Classificagédo dos microorganismos de acordo com a

temperatura optima de desenvolvimento

Com base nos optimos de temperatura, (fig 1.10) diferenciam-se 3 grupos na flora indigena do

leite: termofilos cujo Optimo se situa entre 45° e 50° C, mesofilos entre 25° e 35° C e psicrofilos a

temperaturas ndo superiores a 15° C (Witter,1961).

Varios foram os autores que realizaram estudos para averiguar da existéncia dos psicrofilos,
designadamente Nielsen (1902), tera sido o primeiro a utilizar a terminologia psicrofilo, em
lactologia. Na verdade, o que encontraram foi uma minoritaria flora psicrofila e uma abundante
flora que crescia a baixas temperaturas de refrigeragdo mas que, contrariamente a defini¢do de

psicrofilo, situava o seu Optimo de crescimento a temperaturas superiores a 20° C (Veisseyer,
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1988). Houve entdo necessidade de apelidar este novo grupo de microorganismo, sendo

psicrotroficos a designagdo proposta por Eddy (1960) (cit. Witter,1961).

Com a expansdo da técnica de refrigeragdo aplicada as exploragdes de bovinos leiteiros, tornou-
se necessario aprofundar os conhecimentos a cerca do comportamento da flora contaminante.
Das conclusdes do Seminario da Federagdo Internacional de Lacticinios (F.I.L, 1968) surge o
termo psicrotrofico, o qual engloba todos os microorganismos cujo optimo de temperatura
ocorre a cerca de 8° C, podendo adaptar-se a gama dos mesofilos (até + 28° C) (Witter, 1961,

Law et al., 1979; Cousin, 1982; Veisseyer, 1988; Cromie, 1992).

A grande diversidade de estirpes psicrotroficas que apresentam capacidade multiplicativa num
vasto leque de temperaturas, segundo bibliografia citada por Cousin (1982), podera ir desde um
valor maximo de temperatura de 45° C até um minimo de 0° C, abaixo da qual cessa a
proliferagdo. Relativamente ao optimo de temperatura de desenvolvimento ndo ha consenso na
bibliografia: os valores apontados situam-se entre 20° - 25° C (Veisseyer, 1988), 20° - 30° C
(Cromie, 1992) e 30° - 37° C (Guillard et al., 1993).

O desenvolvimento dos psicrotroficos as baixas temperaturas de refrigeragdo caracteriza-se por

uma demorada fase lag e uma lenta fase log . O grupo das bactérias Gram + é, relativamente ao

das Gram —, muito pouco representativo (Cousin, 1982).

A Optima sobrevivéncia no frio é uma reconhecida habilidade dos psicrotroficos, que tem sido
motivo de interrogagdo e pesquisa no sentido de descortinar de que propriedades tdo especiais
sdo eles detentores. Varios autores terdo chegado a conclusdo que os psicrotroficos possuem uma
maior eficiéncia na absor¢io de nutrientes, uma actividade mais intensa, que o aproveitamento
energético que retira do processo fermentativo é maior, assim como a produgio de determinados
pigmentos sO acontecer a baixas temperaturas de refrigeragdo (Witter, 1961). Isto traduz um
acelerado metabolismo, denunciado por uma produgdo enzimatica que pode ser altamente
destabilizadora do leite. Ainda segundo Witter (1961), a taxa de crescimento e metabolismo
oxidativo dos psicrotroficos € menos sujeita a alteragdo por variagdo da temperatura do que a

flora ndo psicrotréfica. Tudo parece depender da integridade da organizagdo celular.
Esta comprovado que a flora psicrotrofica em leite de vaca refrigerado € maioritariamente Gram

—, do género das Psendomonas (Cousin, 1982; Miranda e Gripon, 1986; Veisseyer, 1988)

a
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(Suhren, 1989; Sourhang and Stepaniak, 1991) (cit. Cromie, 1992). A representatividade deste
agrupamento é de cerca de 73% do universo das amostras, sendo o mais frequente a
Pseudomonas fluorescens (Bloquel et al., 1980; Richard, 1983). Esta composi¢do € concordante
com os resultados encontrados por Uceda et al. (1993) para leite de ovelha sem, no entanto, ter

especificado qual a propor¢do em que se encontra o género predominante.

Os focos de contaminagdo do leite por psicrotroficos sdo variados, comecando na ovelha,

passando pelas instalagdes, equipamentos, utensilios, e acabando no produto final.

O maneio alimentar é um dos factores implicados na contaminagdo (Feuillat et al, 1976). A
caréncia de cuidados higiénicos com o equipamento de ordenha, tanques de refrigeracdo e
demais utensilios constituem uma das principais fontes de contaminagio por psicrotréficos Gram

— (Zall, 1980; Veisseyer, 1988; Pla et al., 1992).

A agua das exploragdes € outro dos factores a controlar prioritariamente, atendendo a respectiva
origem e tratamentos a que deve ser submetida, pois ao atravessar diferentes camadas de solo
arrasta detritos em decomposi¢do e corpos mortos de natureza animal e vegetal altamente

contaminantes (Viesseyer, 1988).

Varios sdo os autores que consideram que em leite de vaca, os psicrotroficos representam
somente 10% da flora original (Cousin, 1982; Griffiths y Phillips, 1988; Cousins y Bramley,
1990) (cit Pla et al,, 1992) e 3.55% em leite de cabra (Mor-Mur et al., 1994).

Consoante o numero de bactérias psicrotroficas que inicialmente poluem o leite assim se
restringe ou alarga o periodo de conservagdo no frio, atendendo a que a temperatura tem uma
forte influencia na duragdo da fase de latencia e tempo de geragdo microbiana (Pla et al. 1992).
Niveis iniciais de 500-2.000 u.f.c/ml e 3.500-50.000 u.f.c/ml, o tempo de armazenagem ndo
devera ir além de S dias no primeiro caso e 3 dias no segundo. Se nesta ultima situagdo o prazo
se alargar da-se o recrudescimento da respectiva proliferacdo (+ 500.000/ml), passando a

constituir um perigo eminente (Feuillat et al., 1976).

Este importante grupo de microorganismos apresenta a particularidade de produzir enzimas, na
maioria dos casos termorresistentes e capazes de destabilizar e alterar a proteina e gordura do

leite (Adams et al.,, 1975; Law et al,, 1976; Cogan, 1977). Estas alteragdes evidentemente estdo
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na origem da quebra de rendimento em queijo (Onuorah et al.,1980; Banks et al,, 1988; Pla, et
al,1992), e afectam gravemente as caracteristicas sapidas (Quintanilla et al, 1991) e texturais do

queijo.

Gonzalez et al. (1995) procederam a avaliagdo da qualidade microbiologica do leite de ovelha
conservado nos tanques de refrigeracdo em queijarias da zona de produgdo do queijo Manchego.
Os resultados em termos de flora psicrotrofica foram inferiores a 5 x 10° u.f.c/ml para a maioria

das amostras (73.18%). Para as restantes 10.06%, 12.85% e 3.91% das amostras os valores

rondaram os 5 x 10°- 10, 10° - 10’ e > 107 u.f.c/ml, respectivamente.

Os riscos que advém da actividade metabolica dos microorganismos psicrotroficos poderdo ser
controlados limitando a contaminagio inicial, recorrendo a praticas adequadas de higiéne no
ciclo de produgio e manejo do leite, podendo-se conseguir niveis inferiores a 10° u.fco/ml A
aplicagdo de frio nas duas horas subsequentes a ordenha, a temperaturas entre 3° a 4° C por
periodos de conservagdo que ndo excedam as 48 h, também limitam a elevagdo dos niveis de

contaminagdo. Estas praticas permitirdo uma qualidade microbiolégica de niveis inferiores a 5 x

10* u.f ¢/ml (Lenoir, 1980).

Bjorck, (1977) sugere a activagdo do sistema de lactoperoxidase no controlo do crescimento dos

psicrotroficos.

5.1.1- ACTIVIDADE ENZIMATICA DOS PSICROTROFICOS

Relativamente a qualidade de um leite, Pla et al. (1992) sugerem que a avaliagdo selectiva se

faca com base no conteudo enzimatico e ndo no conteudo microbiologico.

Zalazar et al. (1987) encontraram na flora residente de leite refrigerado uma percentagem
relativamente alta de Gram -, dos quais sO 25% ndo possuia actividade enzimatica,
representando assim um potencial de risco sob o ponto de vista tecnolégico. No entanto Thomas
e Thomas (1973) ja tinham verificado que a incidéncia de estirpes psicrotroficas proteoliticas em
leite cru oscilava entre 51 e 97%. Milliere et al. (1979) encontrou que 96.7% da flora caseolitica

psicrotrofica era constituida por bactérias Gram — Uceda et al. (1993 ), em leite de ovelha,
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fazem apenas referéncia a que a componente maioritaria dos Gram —, Pseudomonas fluorescens
e as variantes fenotipicas proteoliticas se encontravam em elevada proporgdo. Veisseyer (1988)
alerta para o facto de uma carga psicrotrofica elevada, face a respectiva actividade proteasica,

poder suscitar o crescimento de bactérias lacticas.

Autores como Cousin (1982), Veisseyer (1988), (Fairbairn et al.,1986; Mottar, 1989) (cit. Uceda
et al., 1993) procederam a uma exaustiva reviso sobre a caracteriza¢do das enzimas proteoliticas
de Pseudomonas. Devido a frequéncia com que ocorrem e os respectivos efeitos sobre a
proteina, sugerem as formas de controlar a secrecdo de enzimas e, por consequéncia, evitar a

depreciagdo da qualidade do leite.

A Pseudomonas fluorescens é susceptivel as variagdes de temperatura, na sintese de proteases.
O frio ndo as destroi, retarda-lhes apenas a respectiva cinética. No entanto, pode alcangar o
maximo de produgdo entre os 0° e 8° C e ira decrescendo com a elevagdo da mesma. Contrario €,
no entanto, o efeito da temperatura na actividade da protease, favorecendo-a quando esta

aumenta (Optimo 40° - 45° C) (Veisseyer, 1988).

A fase de crescimento microbiano a que corresponde a sintese de proteases exocelulares é
variavel consoante a estirpe. A duragdo do periodo de armazenamento, consequentemente,
podera ser encurtada ou alargada, dependendo da secregdo se efectuar na fase Lag ou Log,

respectivamente (Rowe and Gilmour, 1985).

Rowe and Gilmour (1985) demonstraram que a presenga de proteases psicrotroficas em leite cru
conduz a uma perda de rendimento em queijo de 5%, aproximadamente, quando os niveis deste
grupo de microorganismos se situar entre 10° a 10° ufc./ml As perdas elevam-se para 14%

quando os periodos de armazenagem sdo excessivamente longos, entre 5 a 6 dias.

O crescimento de Pseudomonas fluorescens em leite de ovelha refrigerado resulta num aumento
das quebras em caseina e em alteragdes aquando da coagulagio (Picon et al, 1994) (cit. Uceda et
al,, 1994). Aylward et al. (1979) (cit. Richter, 1980) verificaram que quanto maior é o periodo de

exposigdo do leite a uma temperatura de 5° C menor € o tempo de coagulagdo.



Tt ds Bafhger do peuabmoe arebdaiapin da § e pes Frosaghe s fmegs Tegu

Feuillat et al. (1976) encontraram que, em leite de vaca, com um elevado indice de contaminagio
psicrotrofica, havia uma maior incidéncia das proteases sobre a B-CN, solubilizando-a
parcialmente na forma de um polipéptido mais pequeno, designado por proteose-peptona.
Afirmagdo concordante com Uceda et al. (1993), pois também lhes foi possivel detectar maior
susceptibilidade da B-CN ovina ao ataque das proteases Ps. fluorescens inoculadas (quantidade
de indculo 1.5 x 107 u.fc/ml). As quebras registadas durante 6 dias de conservagio foram
significativamente influenciadas por esta; para 4° C obtiveram uma solubilizacdo de 24.12%,
contra 29.7% a temperatura de 8° C. Estranhamente a fracgdo as- CN foi mais rapidamente
atacada a 4° C (17.47%) e a 8° C (23.33%) do que a B-CN em leite de ovelha sem inoculo. A
explicacdo para este facto segundo Uceda et al. (1993) assenta em que diferentes estirpes de

Pseudomonas produzem proteinases com especificidade por cada uma das fracgdes.

A opinido de um numero significativo de autores, sobre as condi¢Ges de refrigeragdo do leite, €
de que a maioria das proteases psicrotroficas atacam preferencialmente a K-CN, devido a
respectiva fraccdo se situar a superficie da micela. Esta fica destabilizada, e surgindo a
coagulagdo que é em tudo similar ao processo por acg¢do de um coalho comercial. A protedlise

prossegue, e de forma mais acentuada sobre a B-CN do que sobre a ¢-CN (Fairbain and Law,

1986) (cit. Pla et al., 1992).

Kehagias (1982) demonstrou que sera possivel detectar protedlise com baixos niveis de
contaminag@o psicrotrofica em leite de ovelha, ndo acontecendo o mesmo para leite de vaca. Um
nivel bacteriano de 107 u.f.c/ml sera suficiente para originar a proteolise das fracgdes B-CN e K-
CN em leite de vaca. A degradacdo desta ultima fracgdo € mais rapida do que na B-CN (Law et
al., 1977,79; Driesseu, 1983) (cit Pla, et al.1992); Gripon, 1983; Valles et al., 1986). Outros
autores, como Cousin e Marth (1977), ndo terdo detectado destrui¢do ao nivel da caseina K. Na
fracgdo B-CN, os valores da leitura densitométrica revelaram uma ligeira degradagio, entre 5-

10% (Gripon, 1983).

A metodologia eficaz na diminuigdo da protedlise causada pelas enzimas caseoliticas

psicrotroficas reside na melhoria da qualidade bacteriologica do leite na ordenha, seguida de uma
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armazenagem refrigerada (< 4° C) com dura¢do maxima de 3 dias (Milliere, 1979; Driesseu,
1983) (cit. Miranda e Gripon, 1986). Amiot (1991) refere como regra basica que apds a ordenha

o leite deve ser rapidamente arrefecido até a temperatura de 4° C e depois mantido entre 1* e 4°

C.

5.1.1.2 - METODOS PARA AVALIACAO DA PROTEOLISE

A bibliografia consultada faz referencia a utilizagio de varias metodologias mais ou menos
sensiveis para avaliar o grau de protedlise de origem microbiana nas fracgdes caseinicas quer do
leite quer do queijo. A utilizagdo de acido tricloroacético para a quantificagio de péptidos
soluveis (Corradini, 1975) (Gripon, 1983) ou de técnicas como “Hide Power Azure” na detecgdo

de proteases microbianas (Cliffe e Law, 1982; Aylward et al.,1979) (cit. Richter, 1980), sdo

apenas alguns dos exemplos.

A lacuna de informag@o acerca das frac¢des caseinicas envolvidas, da intensidade da degradagio
proteica e dos produtos finais da degradagio foi suplantada pelo recurso as técnicas
electroforéticas. Estas permitem, portanto, uma avaliagio qualitativa, por densitometria
associada, da degradagdo proteica por ac¢do enzimatica (Gripon, 1983).

A electroforese baseia-se na migra¢do de particulas carregadas por ac¢do de um campo eléctrico.
Aplica-se na separagio de espécies moléculares ionizaveis em solugdo, como € o caso das
proteinas e dos aminoacidos, os quais incluem na sua estrutura grupos ionizaveis que coexistem
como anides ou catides.

Gripon (1983) caracterizou os efeitos decorrentes da actividade de psicrotroficos através de

electroforese a pH alcalino. Antes dele, ja Law et al. (1979) se tinha servido desta técnica para o

mesmo fim, comparando resultados obtidos em géis de natureza diferente: acrilamida versus

amido.

O diagrama electroforetico denuncia o desaparecimento quase total das bandas de K e 3-CN e
uma ligeira diminui¢@o de intensidade de colora¢do da banda correspondente a cts;-CN, isto em

leite tratado térmicamente e apds 14 dias de armazenagem, onde se desenvolveram diferentes
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estirpes proteoliticas de Pseudomonas (Law,1979). Estes resultados foram semelhantes aos

encontrados por Adams et al. (1976) para as duas primeiras frac¢Ses caseinicas.

Populagdes psicrotroficas da ordem dos 10° - 107 u.f.c/ml sdo suficientes para que se verifique
uma degradagdo menos intensa sobre as bandas de asi-CN e mais intensa sobre as K e B-CN
(Guamis et al., 1987). Outros autores sio da opinido que os efeitos da protedlise nestas duas

tltimas fracges sO sdo notorios para contagens superiores a 107 u.f.c/ml (Law et al., 1979).

A técnica de isoelectrofocagem (IEF) ou focagem isoeléctrica foi outra das metodologias
empregues por Trieu-Cuot e Gripon (1982) e Trieu-Cuot et al. (1982) para a detecg¢do das
anomalias derivadas da actividade metabdlica microbiana, ao longo do processo de maturagdo

em queijo Camembert.

A IEF diferencia-se das restantes técnicas electroforéticas pelo facto das proteinas se poderem
caracterizar pelo pl (valor de pH, para o qual a carga € nula), por permitir a utilizagdo de géis
ultra finos encurtam o tempo de resposta e por apresentarem um excelente poder de resolugdo
(Gripon, 1983). O isoelectroforegrama é mais completo porque evidencia bandas ndo detectaveis
por electroforese (Trieu-Cuot e Gripon, 1983). Foi nesta base de trabalho que estes autores

determinaram a heterogeneidade das fracgdes caseinicas do leite das diferentes espécies.

Recentemente esta técnica foi ultrapassada, em poder de resolug¢do pela introdugio da
electroforese capilar que, segundo Recio et al. (1997), € um método que pode ser aplicado em

analises de rotina de leites para estudos fenotipicos.

Acresce fazer-se alguns comentarios acerca da IEF, metodologia adoptada neste estudo.

ISOELECTROFOCAGEM OU FOCAGEM ISOELECTRICA

A TEF € uma técnica electroforética, onde a separagdo € determinada nio por diferenga de
mobilidade i6nica mas por diferencas em pontos isoeléctricos. A sua inclusdo neste grupo
justifica-se pelo facto das espécies ioOnicas, antes de atingirem o estado estacionario, se

deslocarem segundo migragéo electroforética.
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Este método pemmite, em fungdo do pH do meio, uma separagdo das moléculas anfotéricas. Para
tal, é criado um gradiente de pH estavel recorrendo a utilizagdo de anfolitos portadores
convenientes. As proteinas com carga positiva migram para o catodo (zona de pH elevado)
enquanto que as portadoras de carga negativa migram para o dnodo (zona de pH baixo). Quando
atingem um ponto do gradiente onde o pH = pl, a sua carga torna-se nula, perdem mobilidade e
sdo focalizadas (imobilizadas) numa banda estreita. As forgas electroforéticas de um lado e do
outro da focalizagdo constituem os fenomenos de difusio e conferem-lhe maior poder de

resolugdo do que na instrumentagio classica.

A realizacdo pratica da IEF requer a estabilizagio da solugdo, sendo conhecidos varios tipos

tendo em tendo em conta o processo utilizado. O mais frequente é a IEF em poliacrilamida.

A técnica sO comegou a ser aplicada em 1960, para identificagdo das fracgdes caseinicas bovinas.
As vantagens desta relativamente a electroforese sdo o seu maior poder de resolugio e o facto de

permitir o uso de um largo intervalo de pH (Trieu-Cuot e Gripon, 1981).

A preparagdo dos géis envolve a polimerizagio da acrilamida na presenca de metileno-bis-
acrilamida. E a porosidade que os caracteriza é definida pelos parametros T e C, que representam
a concentra¢do em que cada mondmero participa na composi¢do do gel. Importa ter géis com os

poros elevados para ndo dificultar a migragdo proteica (Andrews, 1986).

A limitagdo experimental desta técnica é a obtencdo de um gradiente continuo a pH estavel, o
que normalmente € uma dificuldade ultrapassavel pela adi¢do de anfolitos (substancias tampio
que, misturadas, criam o gradiente de pH estavel). A deteccdo das proteinas focadas faz-se por
coloragdo. As medi¢des densitométricas das bandas focadas faz-se por medigio Optica da

intensidade de cor das manchas, o que permite fazer uma analise semi-quantitativa (Andrews,

1986).
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6 - REFRIGERACACO DO LEITE

A implementagdo do processo de refrigeragdo no tratamento do leite ao nivel das exploragdes,
conjuntamente com a melhoria das condi¢des de produgdo, adquiriram maior expressdo a partir
de meados deste século. Este desenvolvimento atribui-se a0 maior progresso e proliferagio das
industrias leiteiras, que recolhiam leite a grandes distdncias, bem como a promulgag¢do de
legislagdo que obriga ao pagamento do leite aos produtores em flingdo da qualidade (composigdo
fisica e quimica e qualidade microbiologica) (Alais, 1985; Pla et al, 1992). Os agricultores
viram-se obrigados a modificar a tecnologia de produgdo a par da modemizagdo das instalagGes
e equipamentos, tomando também em consideragio as condigdes ambientais, necessarias a

conservagao e transporte do leite, em climas tropicais e sub-tropicais.

O recurso a refrigeragdo generalizou-se primeiramente nas explora¢des de bovinos leiteiros, em
parte devido aos meios financeiros (incluindo subsidios a fundo perdido) colocados ao dispor dos
produtores, para o efeito medida acompanhada de uma campanha de sensibilizagio quanto as
boas praticas de higiéne em todo o ciclo do produto. Estas medidas conduziram a melhoria e

estabilizagdo da qualidade, aumenta com o poder de conservagéo.

Foi possivel disciplinar a recolha, a qual passou a ser feita por periodos mais dilatados,

permitindo a industria transformadora uma melhor sistematiza¢do das respectivas tarefas (Alais,

1985; Amiot, 1991).

A experiéncia acumulada no campo da refrigeragdo do leite de bovino tem vindo a alastrar ao

sector dos pequenos ruminantes (Manfredini et al., 1989; Pla et al., 1992).

As caracteristicas e limitagdes muito proprias da ovinicultura contribuem para que a aplicagio da
tecnologia de refrigeragdo, ndo so por falta de viabilidade econdémica, devido a produtividade
anormal, a dimensdo dos efectivos e & dimensdo da produgdo queijeira, mas principalmente pelo

elevado custo dos equipamentos, tarde a generalizar-se. Martins (1989) da énfase a pequena
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dimens3o e aos baixos rendimentos, factores que constituem obstaculo a adop¢do de medidas

que acautelem a qualidade do leite de ovelha.

A refrigeragdo de leite de ovelha, ainda que se trate de pequenos volumes quando comparados
com os da produgdo bovina, e o facto de o leite se destinar a produg@o de queijo permite manté-
lo estavel e alargar o periodo entre a ordenha e a laboragdo (Assenat, 1985; Cottier, 198S;
Manfredini et al., 1989). Com esta pratica melhora ndo sé a qualidade do leite e do queijo como
também se economizam custos operacionais. E também possivel melhorar a gestdo da mao-de-
obra e dos tempos dos trabalhadores inerentes a obtengdo do queijo (Manfredini et al,1989).

Consequentemente, procurou-se um melhor escalonamento das tarefas no tempo e dignificou-se

a actividade dos queijeiros, incluindo os roupeiros.

No Alentejo, a utilizagdo dos tanques de refrigeragio esta praticamente confinada as queijarias e
exploragdes de pequenos ruminantes vocacionadas para a producdo de leite, as quais
ultimamente tém vindo a adquirir maior expressdo nesta regido, o que € tido como simbolo de
louvavel modemnizagdo neste particular sector. Existem no entanto, alguns casos pontuais de
exploragdes de ragas autdctones, que adquiriram recentemente pequenas unidades de
refrigeracdo, por se situarem longe das queijarias onde entregam o leite. Vendo assim diminuidos
os custos do transporte do produto e proporcionando condigdes de melhoria da qualidade do leite
que produzem. Ha no entanto que apoiar tecnicamente estes produtores, no sentido de serem
devidamente esclarecidos sobre a técnica e controlo de funcionamento dos equipamentos, afim

de evitar insucessos que contrariam os objectivos pretendidos, sobretudo no desejado equilibrio

estrutural do leite como matéria prima.

O método tradicional de arrefecimento do leite consiste em manter a temperatura ambiente as

bilhas de transporte, em locais arejados e, € ainda hoje, muito utilizado.

Com frequéncia, o leite produzido nas exploragdes € vendido a roupeiros. O transporte realiza-se
em bilhas com capacidade aproximada de 40 litros, em veiculos de caixa aberta, sem toldo ou
qualquer protec¢do adequada ao rigor do tempo, até ser entregue na queijaria. A situagdo torna-
se efectivamente gravosa quando a temperatura ambiente se eleva, atingindo niveis propicios &
proliferagdo microbioldgica, principalmente durante o Verdo, em que as médias registadas no
Alentejo sdo consideradas abrasadoras. Neste caso, as consequéncias sdo adversas a estabilidade
do leite, principalmente no que se refere a acidez.
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6.7 - FINALIDADE E EFTCACTA

O objectivo da refrigeragdo aplicada ao leite logo apds a ordenha é a manutengdo das
propriedades originais até ao momento do tratamento ou da transformagdo. A eficacia do
processo depende fundamentalmente do nivel higiénico com que se desenrola todo o ciclo da
produgdo, como ja foi afirmado. A contamina¢@o inicial, além de definir a qualidade do leite,
orienta o destino que se lhe pretende dar (Alais, 1985; Bloquet et al., 1980; Manfredini et al,
1989; Amiot, 1991; Rebelo, 1994). A refrigeracdo ndo tem qualquer ac¢do melhoradora em
leites higienicamente deficientes. Ela exerce inibi¢do da flora contaminante, que se deseja de

baixo teor (Alais, 1985). Nestas situagdes, a aplicacdo de frio mascara os efeitos dai derivados

(Robinson, 1978).

A Portaria n° 533/93 estabelece para leite de vaca apos ter sido ordenhado e nio recolhido nas
duas horas seguintes devera ser refrigerado a temperaturas < 8° C, no caso de recolha diaria, ou
6° C se a recolha ndo for diaria. No transporte do leite para os locais de tratamento e

transformagdo, a temperatura ndo devera exceder os 10°C.

Em bibliografia do C.N.ERN.A. (1978), recomenda-se que a armazenagem do leite na
exploragdo ndo ultrapasse o volume de 4 ordenhas e que seja arrefecido a temperaturas < 4° C

(Auclair et al,, 1981).

Quanto mais elevado o indice microbiano inicial e tanto mais lento € o arrefecimento, até atingir
a temperatura de refrigeragdo de 4° C, mais cedo e mais rapidamente se da a multiplicagido

(Veisseyer, 1988).

Chapman et al. (1976) investigaram durante os meses estivais quais os efeitos da elevagdo da
temperatura (5°, 7.5° e 10° C) em leite armazenado até aos 3 dias em tanques de refrigeracédo
isotérmicos. As alteragdes encontradas foram essencialmente do foro bacterioldgico, fisico e
quimico. Depois de identificada a flora residente no leite, e combinando os efeitos de aumento de
temperatura com prolongamento da armazenagem do leite nos tanques, verificaram que o

numero de microorganismos aumentava e que a flora era praticamente similar, com excepgéo de
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que para alguns grupos, nomeadamente as bactérias Gram ~ psicrotroficas, a representatividade
era mais marcante.

Soroa (1980), referindo-se ao arrefecimento, indica as temperaturas de 4° C como as mais
indicadas para a paralisagdo da actividade e multiplicagdo dos microorganismos no leite. Os
recipientes destinados a conservagdo devem estar em salas frescas, ndo devem ser sujeitos a

trepidagdes externas e a temperatura deve ser mantida constante e baixa.

A tendéncia actual de refrigeracdo do leite de ovelha na propria exploragdo, por espagos de 48
horas, juntamente com o possivel armazenamento do mesmo nas fabricas a 4° C, por periodos de
outras 24 a 48 horas até a elaboragdo do queijo, induz profundas alteragdes no nivel e
composigdo da flora microbiana (Nuifiez et al.,, 1980) (cit Nufiez et al., 1981).

Outra das finalidades da aplicagdo de frio € prolongar a fase bacteriostatica microbiana (Alais,
1985). No caso da secregdo lactea de ovelha este apresenta a particularidade de ndo necessitar de
refrigeragdo imediatamente apds a ordenha, pois a duragdo desta fase é superior a das outras

espécies (cerca de 8 h, contra 2 h nos bovinos) o que lhe permite maior resisténcia a proliferagdo

microbiana.



6.2 - EFEITGS DD PH

Os problemas tecnologicos que a refrigeragdo pode originar tém sido abordados em diversos
estudos envolvendo o leite de vaca, mas pouco se tem feito com leite de pequenos ruminantes.
Estes conhecimentos permitem-nos, no entanto, retirar ilagdes e prevenir as condigdes da

eventual utilizagdo deste processo de conservagio no leite de ovelha.

6.2.1-A0 NIVEL DA COMPOSICAO FISICA E QUIMICA

Na refrigeracdo sdo evidentes as alteragdes empreendidas sobre os componentes do leite

(Remeuf, 1994) e que segundo Veisseyre (1988), se fazem sentir essencialmente a trés niveis:

a) aumento da estabilidade da dissolugdo coloidal;
b) diminui¢do da estabilidade da emulsdo em que se encontra a gordura,

c¢) desenvolvimento de lipdlise.

a) As temperaturas de 0-4° C, em que normalmente se processa a conservagio, verifica-se que
ha um aumento da estabilidade da dissolugdo coloidal que se traduz numa reducdo do poder
coagulante do coalho. Na industria queijeira as repercussdes incidem no aumento do tempo de
formagdo da coalhada, que pode ir além dos 20 % do normal em leite refrigerado durante 24
horas, a temperatura = 4° C. O gel que se obtém é de menor firmeza, mais quebradi¢o e por
conseguinte de sinéresis menos intensa, 0 que se traduz num menor rendimento queijeiro
(Ichilczyk - Leone, et al, 1981; Amiot, 1991; Veisseyre, 1988). Manufacturando queijo a partir
de leite de ovelha obtém-se também uma sineresis menos intensa do que a partir de leite de vaca,

quando o mesmo foi sujeito a uma prolongada refrigera¢do (Kehagias, 1983) (cit Pla et al.,1992).

Este problema tecnoldgico atribui-se a modificagdes na estrutura do edificio micelar caseinico e

no equilibrio salino (Ichilczyk - Leone et al., 1981;Veisseyre, 1988, Amiot, 1991, Pla et al,

1992).
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A associagdo das caseinas na formagdo micelar é prejudicada pelo frio, que actua de forma
solubilizadora nalgumas delas, nomeadamente sobre a caseina 8 (Amiot, 1991); desprende-se da
micela durante as primeiras 48 horas de armazenagem (Ali et al., 1980) e passa a forma soluvel.
Em consequéncia deste facto, o teor de caseina soluvel num leite refrigerado a 4° C pode
aumentar de 10 para 20 %. Se atendermos ao facto de que a fracgdo B representa '/3 do total das
caseinas em leite de vaca, % em leite de ovelha e */s em leite de cabra, quer dizer que serdo de
esperar consideraveis perdas no rendimento quando se esta a laborar leite refrigerado de

pequenos ruminantes (Manfredini et al., 1989).

O equilibrio salino é alterado pelo efeito solubilizador que o frio tem sobre o fosfato de calcio
coloidal. Este desempenha um importante papel na agregagdo das submicelas caseinicas, mas se
provocarmos a sua solubilizagdo, o que obteremos sio micelas de reduzidas dimensdes,
finamente dispersas na solu¢do. O fendmeno é acompanhado de um aumento da camada de

hidratac¢do das micelas, que reforca a estabilidade da dissolugé@o coloidal.

Os teores em calcio soluvel aumentaram em cerca de 10 a 20 %, e na ordem dos 10 % os teores

em fosforo inorganico soluvel (Davies e White, 1960, Ichilczyk - Leone et al, 1981;Veisseyre,

1988).

Os niveis de magnésio dissolvido ou em suspensdo coloidal ndo sofreram alteragdo (Ichilczyk-
Leone et al, 1981). Estes investigadores salientaram ainda que os problemas causados pela
conservagdo sdo em parte reversiveis, mas de uma forma lenta. A maneira de minorar estes

efeitos, proposta por Amiot (1991), € adicionar cloreto de calcio ou aquecer o leite até =~ 30° C,

antes de juntar o coalho.

A composi¢do quimica do leite encontrada para o fabrico de queijo em todas as amostras foi de
3.20 - 3.70 % gordura, 8.31 - 8.65 % MSD, relagdo caseina/gordura 0.66 - 0.76 e relagdo
gordura/MSD 0.38 - 0.44. A leve diminui¢gdo dos MSD, acompanhada da ligeira diminuigdo da
caseina, foi evidente nos leites armazenados durante 3 dias; as variagées na gordura realcam a

necessidade de uma adequada agitagdo do leite durante uma armazenagem prolongada. No pH
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também encontraram alteragdes no sentido do decréscimo durante os 3 dias de armazenagem

como resposta ao aumento lento da temperatura (Chapman et al., 1976).

Reimerdes e Herlitz (1979) observaram que no leite conservado a 48 h/4° C o teor de caseina y
era mais elevado do que a 26° C, revelando maior sensibilidade as baixas temperaturas, tendo

sido atribuido a plasmina a acgio proteasica verificada.

b) e ¢) A perturbacdo do estado de emulsio em que se encontra a gordura € explicada pela
cristalizagdo fraccionada. Ocorre primeiramente sobre os glicéridos de membrana, e em
simultdneo com a diminuigdo da temperatura no leite. Os triglicéridos insaturados e de baixo
peso molécular encontram-se liquidos no interior do globulo de gordura ascendem, através das
fissuras, ao nivel da membrana e vdo-se depositar na superficie destes, perdendo afinidade para a
agua. A tendéncia para a lipdfilia conduz a aglomeragdo de gldbulos de gordura, que precipitam
pela gravidade. Assim se justifica o aparecimento de uma camada de gordura no leite refrigerado

a 5 - 10° C. Normalmente, esta ocorréncia conduz ao aparecimento de lipdlise (Veisseyre, 1988;

Amiot, 1991).

Manfredini et al. (1989) considera que o aparecimento de lipolise é uma consequéncia
extremamente importante da aplicacdo do sistema de frio ao leite por periodos alargados, e
reconhece 3 tipos: a lipolise induzida, que resulta da ac¢do da lipase natural do leite sobre os
globulos de gordura; a expontdnea que tem origem nas diferentes alteragdes em termos de
composi¢do e caracteristicas do leite; finalmente a mais importante no estudo em curso, que
resulta da actividade metabolica dos microorganismos psicrotroficos que ubiquamente

proliferam em leite refrigerado.

Uma intensa lipdlise confere o sabor a rango ou a sabdo que aparece no leite ou seus derivados.
Em leite de ovelha e cabra, com o mesmo grau de lipolise, produzem-se flavores devidos ao

elevado conteudo em acidos gordos de cadeia curta (Manfredini et al, 1989).

67



Efpans dn mlfmﬂ'll 1“-% Moroten b ﬁ.x:&emhmu@qn Cerpa

6.2.2.-A0 NIVEL DA COMPONENTE MICROBIANA

Com o advento dos sistemas de refrigeragdo nas exploragdes incrementou-se a qualidade,
aumentou o tempo de vida util do leite, por redugdo da taxa de multiplicagio microbiana, e
evidenciou-se a falsa protecgdo que representa a refrigeragdo, quando aplicada a leites de ma

qualidade higiénica.

Mas novos problemas surgiram com a descoberta de que as vulgares temperaturas de
refrigeragdo do leite promovem o desenvolvimento de psicrotroficos, que rapidamente dominam
a microflora a custa de outra menos adaptada, como € o caso da flora acidificante (Witter, 1961,
Zall, 1978, Gripon, 1983; Rowe and Gilmour, 1985; Pla et al,, 1992). Sobre esta problematica
incidiram os estudos realizados por Bloquel e Veillet-Poncet (1980). O seu delineamento
experimental teve como objectivo avaliar se a refrigeragdo estava ou ndo na origem de uma
selecgdo microbiana e se, paralelamente, se alterava a natureza e o equilibrio da microflora do
leite cru. Num leite refrigerado a temperatura de 4° C, a contagem de flora psicrotrofica Gram —
sobrepunha-se a mesofila Gram+. Bloquel e Veillet-Poncet (1980) nas mesmas condi¢Ges de
refrigeracdo do leite. Verificaram também que o nimero de mesofilos pouco evoluiu, passando
de 1 x 10* para 1.5 x 10* ufc/ml, enquanto que os psicrotroficos tiveram um aumento

significativo de 5 x 10° para 4 x10° u.fc/ml, & medida que se alargou o periodo de

armazenamento de 20 para 96 horas.

Existem varios factores a condicionar a propor¢do de psicrotroficos no leite refrigerado: o grau e
composi¢do da flora contaminante inicial, a temperatura, a duragdo da refrigeragio (Feuillat et
al,,1976; Bloquel et al,, 1980) e, com menor influencia, os sistemas de inibi¢do natural do leite
(Zall, 1980).A relagdo psicrotroficos/flora total de um leite antes da refrigeragio pode variar
entre limites tdo amplos como de 3 a 90% (Feuillat et al.,1976), 1 a 87% (Pla et al., 1992) ou, em
certos casos, ultrapassar mesmo o valor da flora total (Nuiiez et al., 1984; Pla et al, 1992). A

variagdo destes niveis esta dependente do grau de higiéne conseguido no momento da ordenha.

Confrontando baixos (< 500 u.f.c/ml) e altos niveis de polui¢do microbiana na ordenha, Leonoir
et al. (1974) verificaram que, enquanto para a 1* situagdo os valores eram inferiores aos 1.500

u.f.c, na 2® poderiam mesmo ultrapassar o 1.000.000 u.f.c/ml, apds 3 dias de conservagdo e a
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temperaturas entre 3° - 5° C. Uma populagdo microbiana superior a 1 x 107 u.f.c/ml torna-se
prejudicial porque provoca efeitos prejudiciais bastante pronunciados, devido a actividade

degradativa sobre os componentes butirosos e proteicos do leite (Milliére et al.,1976; Zall, 1978).

A temperatura €, sem duvida, o factor mais importante pois, tem um efeito directo sobre a
duragdo da fase de laténcia e o tempo de geragdo para cada microorganismo (Pla et al., 1992).
No caso dos microorganismos psicrotroficos, Dousset et al. (1988) observaram que estes se
desenvolviam mais rapidamente em leite conservado durante 48 horas (4.5 x 10* para 10°

u.f.c/ml) a temperatura de 8° C do que no mesmo periodo a temperatura de 3° C (4.5 x10* para 8

x10* u.f.c/ml).
A esta mesma conclusdo chegaram Muir et al. (1978) quando observaram o efeito de diferentes

temperaturas (8°, 6° e 4° C) no desenvolvimento de psicrotroficos (fig. 1.11).
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Fonte: Muir et al. (1978)

Figura 1.11 - Efeito da temperatura no crescimento dos microorganismos
psicrotréficos em leite cru (@ -8° C, O -6°Ce O -4°C).
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Se o periodo de refrigeracdo se alargar para 96 h, a situagdo agrava-se, em consequéncia do
ritmo de desenvolvimento mais acelerado dos microorganismos psicrotroficos, sendo mais
evidente como documenta a fig. 1.11, para a temperatura de 4° C. Contudo a temperatura de 8° C
continua a verificar-se niveis de psicrotroficos mais elevados do que a 4° C (Log ~60). O valor
das contagens 6° C contrariamente ao verificado no final das 48 h, aproxima-se mais dos valores

obtidos a 8° C, embora continue a ter um posi¢io intermédia.

Tompkin (1973) (cit. Rowe e Gilmour,1985) referem que o ritmo da multiplicagdo de

psicrotroficos aumentou de 3h, 7h e 8.6 h, em leite submetido a um leque de temperaturas de 10°

C,de4°-5°Cede2°-2.5°C.

A conservagdo entre 2 € 4° C durante 72 h, ou a 6 e 8° C durante 48 h, é recomendado para leite

de ovelha somente para contagens iniciais inferiores a 10° u.f.c/ml (Nikolov, 1985).

Relativamente a influéncia do periodo de armazenamento no comportamento dos
microorganismos, Feuillat et al. (1976) verificaram que, leite de vaca conservado a 4° C durante
24 e 96 h, proporcionava aumentos de 1.5 vezes na contagem da flora total (FT) e 5.8 vezes na
contagem de psicrotroficos (FP). Os bacilos Gram — aumentaram 62 e os coliformes 51 vezes.
Em leite de ovelha, as mesmas condigdes registaram-se aumentos de 81 e 41 vezes para FT e FP
,respectivamente (Nufiez et al.,, 1981). Para Pla et al. (1992), os valores elevaram-se 16.6 vezes

para FT, enquanto que para FP foi de 20.3 vezes.

Ainda em leite de vaca, foi observado que no decurso de 72 h de refrigeracdo se alcangavam
valores de flora psicrotrofica de 107 ufic/ml (Law et al,, 1979) ou de 6.8 x 10" u.f.c/ml, e no caso
deste periodo aumentar para 120 h, os valores incrementam-se para 9.3 x 10° ufc/ml (Cousin e
Marth, 1977). No leite submetido a curtos periodos de conservagdo a propor¢ao de psicrotroficos

¢ inferior a 10% (Sogaard e Lund, 1981) (cit. Mor-Mur et al,, 1994).

Em leite de ovelha, proveniente de 6 ordenhas e sujeito a refrigeragdo de 4° C, Plaet al. (1992)
determinaram um nivel médio de FT de 8.54 x 10’ e 6.08 x 10° u.f.c/ml e um nivel de FP de 5.81

x 10° e 6.02 x 10° u.f.c/ml para a 1° e 2° lactagdes, respectivamente, quando submetido a 72 h de

conservagao.
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Quando se alargou este periodo para 120 h, e somente para a 1? lactagdo, os niveis médios da FT
aumentaram para 1.42 x 10’ e a FP para 1.18 x 10’ ufc/ml. Anteriormente a estas
investigagdes, ja Nuilez et al. (1984) tinham feito referéncia a que, para as mesmas condigdes de

refrigeragdo - 4° C/72h, era possivel encontrar valores médios de 7.9 x 10° u.f.c/ml para a FT e

de 2.2 x 10° u.f.c/ml para FP.

Niveis de contaminagdo inicial com 4 x 10° u.f.c /ml de psicrotroficos, em leite submetido &
temperatura de conservagio de 5° C/72 h, aumentam para 8 x 10’ u.f.c /ml (Botazzi, 1970) (cit.
Zalazar et al., 1987). Estes niveis sdo preocupantes pois pressupdem produgdo de enzimas

(proteases e de lipases) destabilisantes do equilibrio fisico do leite (Lenoir, 1980).

O tempo de geragdo determinado para as bactérias Pseudomonas fluorescens foi de 2 ou 8 h,
conforme a temperatura de armazenagem se situa entre 11° - 14° C e 1° - 4° C, respectivamente

(Lenoir et al, 1974). Para temperatura de 2° C, Durr (1974) admite mesmo que a actividade

microbiana esta parada durante 4 dias.

A contaminagio inicial e a duragdo do periodo de armazenagem a baixa temperatura condiciona
o desenvolvimento das bactérias psicrotroficas ao longo da refrigeragio (Feuillat et al., 1976). A
repercussdo no crescimento destes parece ser mais evidente quando se procede ao abaixamento
da temperatura para valores < 4° C (Veisseyer, 1988). Em virtude deste facto, as temperaturas
mais baixas de refrigeragdo parecem ser os niveis indicados para o prolongamento do tempo de

vida util do leite (Banks et al., 1988).
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A matéria prima que serviu de base a este estudo foi obtida de 2 rebanhos de 2 ragas
diferentes: a Lacaune, em producdo na Herdade dos Coteis, no concelho de Moura, e a Merina
Branca em produgdo no Centro de Experimenta¢do do Baixo Alentejo, Herdade da Abdboda, no

concelho de Serpa.

Os regimes de exploragdo sdo diferentes, face as respectivas indoles: uma estatal cujo objectivo
principal é a investigacdo aplicada; a outra de caracter privado (Herdade dos Coteis),

inteiramente virada a viabilidade econdmica.

' j- REGIME DE EXPLORACA® POS REBANHOS

EXPLORACAO A - LACAUNE

A Herdade dos Coteis conta com um efectivo de 1400 ovelhas de raga Lacaune, explorado em
regime intensivo, na dupla aptidio came - leite. Os borregos sdo desmamados precocemente,
pelo que as fémeas entram a ordenha um més a um més e meio apds o parto. Esta medida visa
incrementar a produgdo de leite por lactagdo, pois aproveita-se a fase inicial da curva de lactagio,
que € a mais produtiva. Pratica-se a ordenha mecénica e o leite é refrigerado. A produtividade
conseguida € elevada, permitindo a laboragdo continua da queijaria, assegurando portanto, o

abastecimento durante todo o ano do mercado com Queijo Serpa.

Dado tratar-se de uma raga exdtica, oriunda da regido dos Pirinéus, onde as caracteristicas edafo-
climaticas sdo diferentes das do Baixo Alentejo, o poder de adaptagdo € menor, requerendo
maiores cuidados no trato. Por outro lado, como se caracteriza por um elevado potencial de
produgio quer em came quer em leite (140 a 150 llactagio®), as exigéncias alimentares
assumem caracter prioritario no tratamento do rebanho. A alimenta¢do deste efectivo faz-se a

base de pastagens naturais adubadas, forragem semeada, palha e feno. A dieta é ainda

¢ Periodo de 150 - 180 dias.
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enriquecida com suplementos proteicos (luzerna desidratada) e alimentos compostos adequados

aos ovinos, sendo normalmente fornecidos na sala de ordenha.

EXPLORACAO B - MERINA

As 60 ovelhas do rebanho da raga Merina Branca sdo pertenga do Estado e servem de apoio a
investigagdo aplicada na area animal. Os animais desta raga, outrora explorados na sua aptiddo
tripla, sdo actualmente usados somente para produgido de carne e leite. A 1d em virtude do baixo

valor comercial atribuido deixou de ser uma actividade rentavel.

Esta raca é essencialmente vocacionada para a fiingdo creatopoiética, ja que o quantitativo em
leite produzido por lactagio’ é muito pequeno (~ 30 I) (Bettencourt, J, 1986). No entanto, dada a
dimensdo dos rebanhos, o sistema de exploragdo inclui também o aproveitamento do leite. Esta
pratica faz-se em virtude do seu alto valor comercial, representando uma mais valia importante
no rendimento das exploragdes, bem como pela riqueza desta matéria prima (gordura, proteina e
consequentemente em estrato seco) que, desde tempos remotos, tem servido de base ao fabrico

de um tipo de queijo muito afamado na regido - o Queijo Serpa.

O efectivo em causa tem sido explorado para leite e a ordenha efectua-se mecanicamente. O leite

ndo € refrigerado; é transportado de imediato para a queijaria, onde € produzido sob a forma de

Queijo Serpa.

Os ovinos desta raga tém o solar de origem nesta regido, encontrando-se bem adaptados as
respectivas condigdes edafo-climaticas. Sao pouco exigentes em termos alimentares e de maneio.
As ovelhas entram a ordenha dois meses apds o parto. O regime de exploragio € semi-intensivo e
a alimentagdo € feita a4 base de pastagens naturais e semeadas (aveia/vicia e aveia/tremocilha).
Um més antes do parto inicia-se a suplementagdo da dieta com concentrado comercial e bagaco
de girassol. Esta suplementacdo continua até a altura do desmame dos borregos, e também para

as ovelhas que entram no “alavdo”, até ao final do mesmo.

" Periodo de 77 a 120 dias (Borrego, 1985).
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Em resumo, e como € dado verificar pelo acima exposto, o leite que serviu de base a este estudo

proveio de rebanhos de 2 ragas diferentes, sujeitos a técnicas que se distingem pelos regimes de

maneio e de alimentagdo, pelo que o comportamento das amostras sera posteriormente analisado

em separado.

2- RECOLHA DE AMOSTRAS

A recolha das amostras decorreu durante os meses de Dezembro a Abril de 1997, correspondente
ao alavdo de 96/97. As determinag¢des analiticas efectuaram-se no laboratério da UNESUL,

pertencente a Escola Superior Agraria de Beja.

Nas duas exploragdes foi praticada a ordenha mecénica.

No caso da herdade dos Coteis, o leite € bombado directamente para o tanque de refrigeragio
(Bulk tanque), onde atinge a temperatura de + 4° C, apds o que € enviado para a queijaria onde
se processa diariamente a transformag¢io, com excep¢do do fim de semana. Nesta altura, o leite
fica ali armazenado (= 48 horas); nos restantes dias da semana, a conservagdo aquela temperatura
€ de apenas 10 - 12 horas.

Na herdade da Aboboda, todo o leite é laborado no proprio dia, com excepg¢do do fim de
semana, quando o tanque de refrigeragdo é cheio com agua, que ira servir de liquido refrigerador

das bilhas la imersas.

A recolha das amostras (amostra de rebanho) efectuou-se quinzenalmente, em nimero de trés, e
segundo os procedimentos estabelecidos na legislagio Portuguesa NP - 402 (1966) - “Leite.

Colheita de amostras: que fixa as regras a observar nas colheitas de amostras de leite”

As amostras, na herdade dos Coteis, foram recolhidas nos seguintes locais:
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e tanque, apds 48 horas de refrigeragio (L4g)
e tanque, apds 12 horas de refrigeragio (L;5).

e 3 saida do tubo condutor do leite da maquina de ordenha para o tanque de refrigeragdo (Lo

ou seja, leite ndo refrigerado).

Na herdade da Abdboda a colheita efectuou-se toda no mesmo dia. O leite foi recolhido do
equipamento de ordenha, através do tubo de purga, para uma bilha metalica onde, depois de
homogeneizado, se subdividiu em trés frac¢des:

- a 1? frac¢do (Mp), ndo refrigerada, foi analisada imediatamente apds a chegada ao

laboratério;

- as outras fracgdes foram colocadas em frigorifico & temperatura de 4° C + 1° C; sendo a

1* retirada apos 12 horas (M12) e a 2° no final das 48 h (M.s).

Estas condigGes reproduziram os niveis térmicos praticados na herdade dos Coteis.
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Executaram-se as determinagGes fisicas e quimicas de rotina, comprovativas da genuinidade e

frescura do leite analisado, e que se enumeram:

e pH, por potenciémetro

e acideztitulada NP 470, 1983.

o densidade relativa, por processo corrente NP 474, 1983 .
e teor em matéria gorda - técnica de Gerber NP 469, 1983.

e proteina bruta - técnica de Kjeldahl NP 1986, 1991.

4. [NDICES MICROBIOLOGICOS

O esquema analitico praticado consta no quadro 2.1 e fig. 2.1 e 2.2, e realizaram-se os seguintes

testes:

e pesquisa de bactérias coliformes NP - 1935, 1986.
e contagem de microorganismos a 30° C NP - 459, 1985.

e contagem de microorganismos psicrotroficos NP - 2307, 1987.

Quadro 2. 1- Determinagdes analiticas efectuadas, com mengao
das temperaturas e tempos de incubagao.

Anilises Temperatura de Tempo de
Incubacio Incubacio
Coliformes 37°C 36 horas
Mesafilos 30°C 72 horas
8 C 10 dias
Psicrotroficos ¥C 12 dias
' 3°C 17 dias
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Figura 2.1 - Esquema analitico das amostras de leite Lacaune

ABMOSTHA AREETRA ARIOSTRA
Eih R
BIETBACAD DERANTR

6 oA TEMP, " - 18 0

AN
it ol Sl
COTORES ROBANL 7?“\

* _ Incubagdo para revigoramento da flora contaminante

78



Elitods Rebnperagls o Flandibude V- enaFug e de e pera. Frodigso die Geegn Serpa

Figura 2.2 - Esquema analitico das amostras de leite Merino.
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A aplicagdo desta técnica instrumental visou avaliar o grau de proteélise de origem bacteriana no

leite.

5.1. - COLHEITA DE LEITE

Uma pequena por¢do de cada amostra de leite destinada as analises microbioldgicas, apds
incubagdo, destinava-se a separagdo das caseinas. Como este procedimento ndo se realizou de
imediato, conservaram-se estas a -20° C e o leite foi previamente desnatado por centrifuga a

3000 x g, a temperatura de 4° C e durante 30 minutos.

5.2. -AMOSTRAS

5.2.1. - SEPARACAO DAS DIFERENTES FRACCOES CASEINICAS

A execugio deste procedimento baseou-se no trabalho de Wei and Whitney (1985) que descreve
o fraccionamento das caseinas bovinas, embora alguns ajustamentos tenham sido efectuados,

para aplicag@o a leite de ovelha.
Descrevem-se de seguida alguns dos procedimentos levados a cabo para a obtengdo isolada das
diferentes fracgdes caseinicas, designadamente no leite da raga Merina. Optou-se por realizar

esta separagdo apenas na raga autdctone por ser a ovelha tradicional da regido.

e Da amostra 5SM, (amostra de leite Merino ndo refrigerado correspondente ao 5° periodo de
amostragem) retirou-se uma por¢do que se levou a centrifuga para desengordurar.

e Cerca de 30 ml de leite desengordurado foi precipitado a pH 4.6 com uma solu¢do de acido
acético a 25%. Esta solugdo centrifugou-se a 4000 r.p.m. durante 5 minutos, para a obtengdo

do precipitado.
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e O liquido sobrenadante decantou-se e adicionou-se ao precipitado 30 ml de agua bidestilada.
Homogeneizou-se, controlou-se o pH inicial e foi de novo a centrifugar. O processo repetiu-se
mais duas vezes.

e O precipitado obtido foi de novo disperso em agua, com pH ajustado para 7.5. Voltou-se a
reprecipitar a pH 4.6 e a procedeu-se as lavagens tal como foi efectuado anteriormente.

e Preparou-se uma solugdo de 3.3 M de ureia, 0.02% azida de s6dio e 2 mM DTT (pH 7.4).
Num volume de solugéo igual ao volume inicial de leite dispersou-se o precipitado caseinico.
Esta dispersdo foi colocada numa membrana de dialise, a qual foi a equilibrar com uma
solugdo de 3.3 M ureia, 0.02% de aaida de sddio e 77 mg de DTT (pH 7.4), durante 24 horas,
a 5° C. Verteu-se o conteudo da didlise para um copo de centrifuga e adicionadou-se DEAE-
celulose a razdo de 1L/50 g (peso seco).

e A purificagdo de cada fracgdo foi conseguida mediante solugdes de ureia contendo NaCl em
concentragdes crescentes e por centrifuga¢do a 3000 r.p.m durante 5 minutos. Seguidamente
procedeu-se a concentragdo e a liofilizagdo.

e A preparagédo de cada fracgdo para a IEF foi efectuada de acordo com o procedimento descrito

em 5.2.3.

5.2.2. - OBTENCAO DA CASEINA DO LEITE

Para a separagdo das caseinas adicionou-se ao leite desengordurado e aquecido a 40° C, 20% de
sulfato de sédio anidro. Apds a dissolugdo do sal e arrefecimento da mistura a 20° C, as caseinas
precipitadas foram separadas por filtragéo, através de um papel de filtro da Whatman n° 541.
Este precipitado das caseinas foi dissolvido em agua bidestilada, reprecipitado com acido acético

1 M e levou-se a centrifuga a 3000 x g, a temperatura de 10°-12° C, durante S minutos.

Decantou-se o soro de leite e homogeneizou-se o residuo com uma pequena quantidade de agua
bidestilada, tendo-se levado de novo & centrifuga. Este procedimento repetiu-se mais 1 vez com

agua bidestilada e outra vez com uma mistura de agua bidestilada/diclorometano, na proporgdo

de 2:1.

No final dispersou-se o precipitado em 50 ml de acetona isenta de agua e filtrou-se com papel de
filtro de pregas da Whatman n® 2. O residuo do filtro lavou-se 2 vezes com 25 ml de acetona, e
deixou-se secar ao ar. Finalmente, pulverizou-se finamente o residuo num almofariz
(Aschaffenburg e Drewry, 1957).
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5.2.3.- SOLUCAO TAMPAO PARA DISSOLUCAO DA CASEINA

As amostras das caseinas dissolveram-se numa solugdo tampao de ureia contendo 10 % (p/v) de

glicerol, 8 M de ureia e 32 mM de ditiotreitol (DTT). Esta solugdo obteve-se conforme a
seguinte mistura;

115 g de glicerol;

4.81 g de ureia,

50 mg de DTT;

10 ml de agua bi-destilada.

Para 0.5 ml de tampio de ureia dissolveram-se 5 mg de caseina isolada e 15 mg do liofilizado de

cada fracgdo pura. Esta suspensdo foi desgaseificar num banho de ultra sons durante cerca de 20

minutos. De seguida, procedeu-se a respectiva aplicagdo no gel.

5.3. - ISOELECTROFOCAGEM EM GEL DE POLIACRILAMIDA - UREIA

5.3.1 - GEIS DE POLIACRILAMIDA - UREIA

Na execugdo técnica utilizaram-se géis de poliacrilamida com 6% T/2.6% C (260 x 125 x 0.2
mm) contendo 6 % (v/v) de anfolitos portadores, 10 % (p/v) de glicerol e 8 M de ureia. A
obtengdo do gel inicia-se com a preparagio de uma solugdo stock de gel * (ver nota) através da

dissolugdo dos seguintes reagentes:

1.6 ml de solug¢do comercial de acrilamida/bisacrilamida a 40 %;
4.805 g de ureia;

1.63 g de glicerol;

10 ml de agua bidestilada

% A condutividade da solugdo stock de gel ndo deverd ultrapassar o valor de condutividade de S uS. Sempre que isto acontecer deve

proceder-se a uma desionizagdo por agisagdo com 0.2 ou 1 g de resina de troca candénica TMD - 8, durante 30 minutos, seguida de

filtragdo através de uma membrana de 0.45 pm.
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Esta solugdo conservou-se em recipiente de cor dmbar, no frigorifico (maximo 10 dias).
Imediatamente antes da confecg¢do da placa do gel pipetaram-se 9.4 mi da solugdo stock de gel,

aos quais se adicionaram:

110 pl de Pharmalyte 4.2 - 4.9
280 pl de Pharmalyte 4.5-5.4

Procedeu-se a mistura dos componentes na solugio, a qual foi a desgaseificar, durante cerca de 2

- 3 minutos, num banho de ultra sons. A esta solugdo de polimerizagio juntaram-se ainda 10 pl

de TEMED e 12 pl de solugdo de PER a 40 % (p/v) (400 mg em 1 ml).

A placa de gel foi executada no Ultramould-Gel Casting Kit (mesa de moldagem), onde
polimerizou durante 1.5 h & temperatura ambiente, apos o que se procedeu & sua remogio e

armazenagem em caixa hermética a 4° C, onde aguardou posterior utilizagdo dentro de um prazo

maximo de 10 dias.

5.3.2. - FOCAGEM ISOELECTRICA

5.3.2.1 - PREPARACAO DAS SOLUCOES ELECTROLITICAS

Anddica - Para 100 mi de solug@o utilizou-se 5.77 g de acido fosforico (85 % p/p), que se diluiu

em agua destilada até perfazer o volume.

Catbdica - dissolveram-se 2 g de hidroxido de sddio em agua destilada, para um volume de 100

ml

5.3.2.2-CONDICOES DE ISOELECTROF OCAGEM

Os aparelhos utilizados nesta técnica sdo constituidos por um termostato de circulagdo que
garante as condigOes ideais de refrigeragdo para o gel, de forma a garantir uma corrida

electroforética com sucesso, uma cimara electroforética que se encontra conectada a este e onde
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se realiza a IEF, cidmara essa que, por sua vez se encontra ligada a uma fonte de alimentagdo

constante, propria para electroforese.

A IEF ¢é uma técnica electroforética demorada e que requer o cumprimento de varios

procedimentos, que a seguir passaremos a enumerar:

e Em primeiro lugar, deve-se ligar o termostato de circulagio MultiTemp II 15 minutos antes de

dar inicio a IEF e regular a temperatura para 12° C.

e Na cdmara electroforética procedeu-se a colocagdo do gel sobre a placa de arrefecimento
mediante algumas gotas de dgua. E importante que a aderéncia do gel a placa seja total e nio

existam bolhas de ar.

e Impregnaram-se as tiras de papel de filtro, as quais se irdo sobrepor os eléctrodos, com as

solugdes anddica e catddica e colocaram-se sobre o gel, conforme indica a fig. 2.3.

e De seguida colocaram-se os eléctrodos e procedeu-se a colocagdo da tampa na cdmara

electroforética.

e Na fonte de poténcia constante que permite regular as condi¢Ges electroforéticas (voltagem,
corrente e poténcia) seleccionou-se a posi¢do on do interruptor de controlo para dar inicio a

préfocagem (Q.do 2.2). Esta primeira etapa destina-se a uniformizar o gradiente de pH a todo o

gel.

e Terminada esta primeira operagdo desligou-se a fonte eléctrica e retirou-se a tampa e o suporte
de eléctrodos. Com uma pinga colocaram-se os aplicadores de amostra sobre o gel, na
proximidade da tira embebida pela solugdo anddica, e com intervalos entre si de 1 mm (fig. 2.3).
e A quantidade de cada amostra colocada em cada aplicador foi de 15 pl.

e Recolocou-se o suporte dos eléctrodos e a tampa, e prossegui-se com a focagem da amostra
(Q.do 2.2).

e Finalizada esta etapa do processo retiraram-se, com a ajuda da pinga, os aplicadores da
amostra e deu-se continuidade a IEF (Q.do 2.2). Uma vez esta terminada procedeu-se a

coloragdo das proteinas, tal como a seguir se descreve.
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Figura 2.3 - Aplicagao das amostras para Isoelectrofocagem
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Quadro 2.2 - Condigdes de Isoelectrofocagem
- TEMPO VOLTAGEM CORRENTE POTENCIA
(min) 4 (mA) W)
Préfocagem 30 2000 15 4
Focagem da amostra 40 2000 135 4
focagem I 20 2500 15 4
focagem II 90 2500 4 20
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5.4 - COLORACAO DAS PROTEINAS

5.4.1- SOLUCOES DE COLORAGCAO
A preparagdo das solugdes de coloragdo , resumem-se no quadro 2.3.
Quadro 2.3 - Solugdes de coloragao

SOLUCOES PREPARACAO

Fixagdo | Dissolu¢do de 115 g de 4cido tricloroacético e 34.6 g de écido

sulfosalicilico em agua destilada, até perfazer 100 ml.

Sol. Mistura de volumes iguais de solugdo de metanol 350 % (v/v) e de
de descoloracdo acido acético a 20 % (v/v). Esta solugdo deve ser preparada todos os

dias e pouco tempo antes da sua utilizagdo.

Sol. mée I Em 1000 ml de metanol a 50 % (v/v) adicionaram-se 3.0 g de azul
brilhante de Comassie G 230. Para facilitar a dissolugdo deste utilizou-

se um agitador magnético (cerca de 45 minutos).

Sol. m3e II Numa solugdo de 1000 ml de acido acético a 20 % (v/v) dissolveram-se

5 g de sulfato de cobre pentahidratado.

5.4.2- COLORACAO

o Terminada a focagem isoeléctrica colocou-se o gel num tabuleiro apropriado para

coloragdo/descoloragdo e colocou-se no agitador mecdnico, com 200 ml de fixador, durante

aproximadamente 3 horas em agitagdo suave.
e Lavou-se a placa de gel 2 vezes com 100 ml de sol. de descoloragao.

e Verteram-se 250 ml de solugdo de coloragio, que resultou da mistura de volumes iguais das
sol. mie I e mée II, no tabuleiro; deixando a placa corar durante 45 minutos.

Decantou-se esta solu¢do e lavou-se o gel 2 vezes, com 125 ml de sol. de descoloracdo de cada
vez. Em seguida, juntaram-se 200 ml de sol. de descoloragdo de cada vez e agitou-se durante 2 x

15 minutos. A placa de gel permaneceu nesta sol. até estar completamente descorada; para tal

substitui-se a solugdo sempre que foi necessario. Finalmente, lavou-se o gel com agua destilada e

deixou-se secar ao ar.
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Nosgeis de IEF procedeu-se a quantificagdo de cada banda existente em cada coluna, por leitura

no densitometro UltroScan XL (Pharmacia - LMB).

Os resultados das leituras densitométricas foram processados e integrados pelo GelScan XL™

Software Package, versio 2.1.

Nos densitogramas obtidos seleccionou-se apenas os picos correspondentes as fracgdes

caseinicas: at-CN, B-CN e K-CN e efectuou-se a correcgdo da area relativa a cada um dos picos

seleccionados.

6 - ANALISE ESTATISTICA

Estatisticamente, procedeu-se a avaliagdo das distribui¢Ges das observagdes relativas as analises
fisicas e quimicas, e microbiologicas para as diferentes variaveis utilizadas neste trabalho.

Verificou-se que em todas elas a escala original, resultavam distribui¢des ndo normais, de acordo
com a estatistica W de Shapiro-Wilk (1965). Para ultrapassar esta dificuldade procedeu-se, de
seguida, a transformag@o logaritmica das variaveis, com o intuito de obter distribui¢des normais.
Deste modo, cumpriu-se 0s pressupostos necessarios a implementa¢do da analise de varidncia,
nomeadamente a aditividade dos factores incluidos no modelo e a normalidade dos residuos

(Snedecor e Lochran, 1991).

O modelo de analise de varidncia utilizado nas duas racgas, e para todas as variaveis, incluia os
efeitos da periodicidade de cotheita de amostras, que designamos por periodo (6 niveis) e
duragio do armazenamento do leite em refrigeragdo, que designamos por refrigeracdo (3 niveis).
As analises de varidncia foram efectuadas recorrendo ao Proc. GLM (General Linear Model) do
SAS (1985).

No capitulo que se segue trataremos sempre as duas racas em separado pelos motivos ja

anteriormente apresentados.
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Como ja foi referido, este estudo considera-se uma prospec¢do em matéria pouco explorada e,

por isso, do maior interesse no particular sector da tecnologia do queijo de produgdo artesanal.

As premissas que serviram de base a este estudo foram as seguintes:

- A sazonalidade da produgdo de leite (“alavdo” de curta duragdo na raga Merina), o curto
periodo de execugdo, e a disponibilidade de amostras em quantidades mais representativas das
situagdes em estudo. Estes factores aliados a algumas dificuldades de caracter laboratorial
prejudicaram a sequéncia dos trabalhos previamente delineados, restringindo o plano

inicialmente estabelecido.

- As analises fisicas e quimicas foram efectuadas para determinar o valor tecnoldgico do
leite e sua genuinidade. Alguns dos pardmetros, designadamente a acidez e o pH, foram
considerados indicadores de possivel actividade de bactérias psicrotrdficas.

- A avaliagio da actividade proteolitica foi feita pelo método instrumental IEF, e
procedendo-se a quantificagdo densitométrica apenas nas amostras correspondentes as de carga
microbiana psicrotrofica mais elevada, coincidentes com o grupo de psicrotroficos 2 8° C, no

leite de ambos os rebanhos.
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| 3« ANALISES FISICAS E QUIMICAS
2.1 - VARIAVEIS DESCRITIVAS

Nos quadros 3.1 e 3.2 apresentam-se os resultados obtidos relativamente as caracteristicas fisicas
e quimicas dos leites submetidos a refrigeragdo (4° C) durante trés periodos, para os rebanhos

Lacaune e Merino, respectivamente.

Quadro 3.1 - Rebanho Lacaune. Estatisticas descritivas para a Acidez, pH, Densidade, Proteina e
Gordura em fungao do tempo de refrigeragéo (0, 12 e 48 h).
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Quadro 3.2 - Rebanho Menino. Estatisticas descritivas para a Acidez, pH, Densidade, Proteina e
Gordura em fungao do tempo de refrigeragao (0, 12 e 48 h).
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Da observagdo destes quadros e tomando com referéncia os valores médios das analises fisicas e
quimicas obtidas as zero horas de refrigeragio, pode concluir-se o seguinte:

- Independentemente do periodo de refrigeracdo obtiveram-se valores de acidez, que em
termos médios se situaram dentro dos resultados previstos (27 e 29 ml NaOH N/I). Estas

variagGes assemelham-se as referidas por Alvarenga (1995), em rebanhos das mesmas ragas.
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- Todos os valores de acidez se encontram dentro dos padrdes estabelecidos na pr NP-
3547 (1987), exceptuam-se os valores de maximo que estdo compreendidos entre 30 e 35 ml
NaOH N/, respeitantes a unico periodo de colheita de amostras em cada um dos rebanhos.
Entende-se que estes resultados ndo constituem no entanto motivo de segregagdo do leite para
fabrico de queijo, pois o afastamento dos valores padrdo ndo faz perigar o necessario equilibrio
fisico e quimico.

- Os valores médios de pH variaram entre 6.64 - 6.74 para o rebanho Lacaune e 6.62 -
6.65 para o rebanho Merino, independentemente do tempo de refrigeragao.

- Considera-se de interesse referir que os valores de pH obtidos para leite ndo refrigerado
do rebanho Merino se encontram numa gama de valores em tudo semelhante a referida por
Alvarenga (1995), para a mesma raga e também por Assenat (1985) e por Martins (1989), em
ragas diferentes. No rebanho Lacaune, os valores de pH foram ligeiramente superiores aos
indicados por Alvarenga (1995) e Assenat (1985).

- No rebanho Merino, os valores médios de densidade mantiveram-se constantes (1,035)
para as medigdes de 0, 12 ou 48 horas de refrigeracdo e no rebanho Lacaune esta caracteristica
variou entre 1.037 - 1.040.

- O teor médio proteico e o teor médio butiroso encontrado para os leites de ambos os
rebanhos, por medi¢do nas amostras ndo refrigeradas, esta de acordo com os resultados obtidos
por Alvarenga (1995), nas mesmas ragas. Estes valores confrontados com os obtidos para as
restantes determinagdes a 12 e 48 h de refrigeracdo, permitem-nos afirmar que as variagdes
ocorridas durante este processo de conservagio foram de pequena amplitude.

- Pode-se concluir que a excepgdo de alguns valores obtidos para a acidez titulada, todos
os restantes indices se encontram dentro dos pardmetros estabelecidos na pr NP-3547 (1987).
Revelando assim plena aptiddo para o aproveitamento tecnolégico sob a forma de queijo,

designadamente Queijo Serpa.
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2.2 - ANALISE DE VARIANCIA

O quadro 3.3 resume a analise de varidncia considerando o periodo de colheita das amostras (6

niveis) e tempo de refrigeragido (3 niveis) como fontes de variagio.

O periodo em que se efectuou a recolha de amostras s6 ndo teve influéncia significativa, nos
valores de pH e da gordura, mas influenciou, de forma altamente significativa (p<0.001), a
acidez e a densidade. Por seu turno, a refrigeracdo ndo influenciou significativamente nenhuma

das caracteristicas do leite em analise.

Quadro 3.3 — Rebanho Lacaune. Fontes de variagao, graus de liberdade (G.L.), valor de F, coeficiente de variagao
(C.V.) e coeficiente de determinagao (Rz) para as caracteristicas fisicas e quimicas do leite.

Rz  BESTOAE PROTEEA L

* p<0.10 +; p< 0.06*; p< 0.01 **; p< 0.001 **

De referir que, a excep¢dio da gordura os coeficientes de variagdo foram extremamente

reduzidos, indicando pouca variabilidade dos dados.

Atendendo ao baixo valor de R? para o pH, pode-se concluir que esta foi a tinica caracteristica,
em estudo, em que o modelo estatistico adoptado foi o menos adequado. Na analise dos restantes

pardmetros do leite considera-se razoavel a adequagdo do respectivo modelo.

No quadro 3.4 apresentam-se as médias dos minimos quadrados dos pardmetros fisicos e

quimicos do rebanho Lacaune.
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Quadro 3.4 - Rebanho Lacaune. Média dos minimos quadrados + erro padrao dos parametros ffsicos e quimicos
para as varidveis perfodo de amostragem e tempo de refrigeragao (0, 12 e 48 horas).

£ i DENSIDABE  PROTENA  GORDURA
i Ep X+ WP Xz ¥P

A ed"
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LOGT 40"
LAFE 0"
10374

2233408 574200

i, a1 AR T S eoP, o oy o \ Tar . e o 2
Para cada parametro fisico e quimico e fonte de variagdo, médias com letras distintas sao

As médias dos minimos quadrados para a acidez confirmam a influéncia altamente significativa
do periodo, dada a diversidade de valores encontrados. Estes resultados eram de prever, uma vez
que se trata de um indice que ndo € constante, por sofrer influéncia do meio ambiente através da
temperatura. Além disso esta dependente de uma actividade bioldgica, como € a microbiana.

Com excepgdo das amostras recolhidas no periodo 2, todas as outras se situam dentro dos limites
referidos na bibliografia e legislagdo (Alvarenga, 1995; pr NP354). Situa¢des desta natureza
poderdo ser devidas a desequilibrios entre os constituintes basicos e acidos do leite. Ndo se

atribui a actividade microbiana, embora os valores de pH que lhe correspondem sejam

ligeiramente acidos.

A densidade normalmente € usada na detecgdo de fraudes por aguamento, embora nio seja uma
determinagdo muito fiavel (Alais, 1985). Para este parametro, registaram-se variagdes ao longo
do periodo, resultado que seria de esperar, dado tratar-se de um indice que ndo € constante, por
que € dependente de outros indices: varia proporcionalmente com a concentragdo de residuos ndo

gordos e inversamente com o teor em gordura do leite. Atente-se nos resultados de acidez e

gordura (ver quadro 3.5.).

O teor proteico e o teor butiroso variaram durante o periodo de recolha de amostras, facto

previsivel dado tratar-se de indices que ndo sdo constantes. Além do mais, trabalhou-se com
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amostras de rebanho, que ndo retratam a evolugdo do ciclo de lactagdo, em virtude da constante

renovag¢io dos animais a ordenha.

Tal como se referiu na interpretagdo dos resultados das analises de varidncia a determinagdo dos
indices fisicos e quimicos ndo foi afectada significativamente pela refrigeragdo. Optou-se por

apresentar estas médias apenas por uma questdo de caracterizagdo global do estudo efectuado.
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EXPLORACAO B - Merino

A analise de varidncia efectuada para o leite do rebanho Merino, apresenta-se no Q.do 3.5. A
partir deste pode-se concluir que o periodo influenciou de forma significativa os resultados dos
indices fisicos e quimicos, excepto para os valores de acidez ionica. Salienta-se a influéncia
altamente significativa (p< 0.001) sobre a acidez e a proteina. A semelhanga do que ocorreu para
araga Lacaune, ndo se verificou que o tempo de refrigeragdo das amostras tivesse tido influéncia

significativa (p< 0.10) na avaliagdo da composi¢é@o do leite Merino.

Quadro 3.5 - Rebanho Merino. Fontes de variagdo, graus de liberdade (G.L.), valor de F, coeficiente de variagao
(C.V.) e coeficiente de determinagdo (R?) para as caracteristicas fisicas e quimicas do leite.

ACIBEZ e DENSIDABE MR
© Pomtesde Vadacse (. F i, B . 8L F AR AR - .
ERIGED 5 206t 16 5 ST 3 DEBM 5 76

REMEGERMAD 3 ggp 2 @2 0 20 811 2 op 3 246

s e RS e

CwEes T 3R ibe ki ety
" P S Y 0.7 093 083

* p<0.10+; p< 0.05"; p< 0.01 **; p< 0.001 ***

Em geral, os resultados apresentam uma baixa variabilidade, como se pode verificar pelos dados
dos coeficientes de variagdo. Os valores de R” apresentaram-se elevados para a maioria das

variaveis, pelo que se considera razoavel a adaptabilidade do modelo estatistico.

Os resultados referentes as médias dos minimos quadrados para os diversos pardmetros

estudados encontram-se no Q.do 3.6 para o rebanho Merino.

Relativamente a acidez, verifica-se uma maior amplitude de valores médios no rebanho Merino.
Atendendo a que, a legislagdo estabelece para acidez um valor maximo de 30 ml NaOH N/ml,
verificou-se que alguns dos resultados obtidos ultrapassaram este limite, nomeadamente no 1° e

4° periodos de recolha de amostras. No entanto a grandeza deste desvio ndo foi considerada
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restritiva para o aproveitamento tecnolégico do leite. A explicagdo para este facto podera serdo

feita de forma semelhante a descrita para a exploragdo A.

Quadro 3.8 - Rebanho Merino. Média dos minimos quadrados + erro padrao dos pardmetros fisicos e quimicos
para as varidveis periodo de amostragem e tempo de refrigeragéo (0, 12 e 48 horas).

ACTDEZ pH DENSIDADE FROTERNL CORTURA
Forte Variagio W 4+ EP X EP X+ £p X+ EP
Bericils v 0.4 85 6:56:30.0 1.034+0.0" 6.82:4:0:2
2 27.6610.6" 666200 L036200° 79402
3 233306 661040 1932 2 00° '
4 32.66 + 0.6 6.56100" L0’
5 1866 206" 6.6 £ 00" £.038 s0i6""
i 28.00 + 0,6° 6.58£0.0" 1.035% 00"
Refrigeragin: 8h 45400 62208 1.034 £0.0° 459 201" 1804209
12h 2848+ 0,5° 6.65L0.0" 1.034420.0° 6.99 01" 9,68+ 03"
B 29.0010.4" (XIS o 1,605+ 08" 6:94+01° 9:11 4 ¢.3°

Pars ceda paramalre fisico e quimico e fonte de varsagdo, madias cam letras gistinias sdo s:ignificativamante diferentes (F<D.10)

Dados relativos a densidade apresentam-se significativamente diferentes. Por se tratar de um

indice que ndo € constante, este resultado era de esperar.

Os valores das médias dos minimos quadrados para o teor proteico e para o teor butiroso
registaram amplitudes de variagdo consideravel. No caso dos valores de gordura verifica-se que
este componente do leite se manteve constante até ao 3° periodo de amostragem, ao que se
seguiu uma diminui¢do e acréscimo posterior, até finais da recolha de amostras. A explicagido
para este facto assenta na renovagdo de alguns animais a ordenha no periodo de amostragem em
causa. Dado se tratar de uma raga que produz diariamente pequenas quantidades de leite, a
entrada de alguns animais numa fase da lactagio diferente dos que estavam a ordenha,
influenciou os resultados em termos de componentes maioritirios do leite, como sejam a

proteina e a gordura.
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Em termos globais da analise dos pardmetros fisicos e quimicos do leite julgamos que se

pode concluir o seguinte:

e Nos dois rebanhos, o periodo de amostragem sé ndo influenciou significativamente o

pH, e no caso do leite Lacaune, o teor butiroso.

¢ O facto de se dispor de amostras néo refrigeradas e refrigeradas durante 12 h ou 48 h,
ndo teve qualquer influéncia significativa nas determinag¢des de acidez, pH, densidade, proteina e

gordura, no leite de ambos os rebanhos.

e Em geral e para ambos os casos, os coeficientes de variagdo apresentaram-se baixos;

variaram entre 0.09 e 4.50%.

e Os valores obtidos para os indices fisicos € quimicos situaram-se dentro dos padrdes
estabelecidos na pr NP-3547 (1987). E consideraram-se de acordo com a bibliografia indices
caracteristicos de cada uma das ragas em analise, a Merina e a Lacaune.

e Em simula, ambas as exploragdes produzem leite de genuinidade comprovada e de

valor tecnoldgico bastante para a transformagdo em queijo
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3- ANALISES M

3.1- VARIAVEIS DESCRITIVAS

Algumas estatisticas descritivas para as caracteristicas microbioldgicas do leite dos rebanhos da

raga Lacaune e Merina, encontram-se resumidas no Q.do 3.7 e Q.do 3.8, respectivamente.

Quadro 3.7 — Rebanho Lacaune. Estatisticas Descritivas referentes & contagem de microorganismos Coliformes
(Coli), Meséfilos (Meso), Psicrotréficos (P), a trés temperaturas de incubagéao (8° 5° e 3° C) e a diferentes
tempos de refrigeragao (0, 12 e 48 h).
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Quadro 3.8 — Rebanho Merino. Estatisticas Descritivas referentes a contagem de microorganismos Coliformes (Coli),
Meséfilos (Meso), Psicrotroficos (P), a trés temperaturas de incubagao (8°, 5° e 3° C) e a diferentes tempos
de refrigeragao (0, 12, 48 h).
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No geral, o nivel de contaminagéo dos leites de ambas as exploragdes em coliformes fecais € baixo,
salvo nalgumas amostras que apresentaram valores extremos elevados, tal como se pode ver nas
fig. 3.1 e 3.2. Esta ocorréncia pode ser atribuida a falta de limpeza e desinfecgdo dos equipamentos

de ordenha e/ou do tanque de refrigeragéo, como refere Zall (1980).
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Figura 3.1 - Rebanho Lacaune. Pesquisa de coliformes nas amostras (xLy} ao fongo do periodo de
amostragem (x = 1 a 6) e para tempos de refrigeragéo diferentes (y toma valores de 0, 12 e 48 h).
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Figura 3.2 - Rebanho Merino. Pesquisa de coliformes nas amostas Xy} 20 Iongo do periodo de
amostragem (x = 1 a 6) e para tempos de refrigeracéo diferentes {y toma vaiores del, 12 e 48 h).

O periodo de refrigeragdo de 48 horas proporcionou a flora total a 30° C awnemtos de 2.7 vezes

para o leite da exploragdo A e 9.4 vezes para o da exploragdo B. Estes valores sdo inferiores aos



encontrados por Nufiez et al. (1981) e Pla et al. (1992), que referiram aumentos de 81 vezes e
16.6 vezes, respectivamente, para leite de ovelha durante o intervalo de refrigeragdo de 24 a 96
h. Os dados revelaram ainda superioridade em relagdo aos aumentos de 1.5 vezes, referidos por

Feuillat et al. (1976), em condigdes idénticas as citadas pelos mesmos autores (24-96 h).

O numero de mesdfilos encontrados em 12 h de refrigeragdo (1 ordenha) a 4° C variou entre 1.8
x10° - 3.6 x 10° u.fc/ml e 7.5 x 10% - 1.6 x 10° u.f.c/ml, em leite do rebanho Lacaune e Merino,
respectivamente. A excepgdo de algumas contagens de mesofilos efectuadas no leite Merino,
todas as outras apresentaram valores inferiores aos 8.9 x 10° u.f.c/ml obtidos por Ojeda (1973)

em leite de ovelha, mas proveniente de 2 ordenhas e 4 mesma temperatura.

O numero de amostras, que desrespeitou os valores admissiveis por lei, foi de 17.6% no rebanho
Merino e de 5% no Lacaune. O mesmo ndo aconteceu nos trabalhos realizados por Gonzalez et
al. (1995) que ao, averiguarem sobre a qualidade do leite uslizado no fabrico de queijo

Manchego, encontraram somente 29.6% de amostras respeitadoras da legislagéo.

Os valores das contagens nos dois rebanhos, e apds 48 h de conservagdo do leite, para as
temperaturas de 8° e 5° situaram-se entre 10* - 10° e para 3° C entre 10° - 10* u.fc/ml, partindo
de niveis iniciais de contaminagdo de 10° - 10* u.fc/ml. Estes dados estio de acordo com os
encontrados por Dousset et al. (1988) em leite de vaca, embora de valor inferior.

No que diz respeito as contagens P5° C, Zall (1980) encontrou valores superiores (10° - 10°

bact./ml), embora tenha partido de uma contagem superior a 10* u.f.c/ml, mas também em leite

de vaca.

Observou-se que em ambos os rebanhos, as contagens P8 e PS aumentaram durante o intervalo
de 0-48 h; para o grupo P3 verificou-se um aumento até as 12 h, seguindo-se uma estabilizagdo.
Acresce referir-se que a actividade dos psicrotroficos a temperatura de 8° C foi maior do que a
temperatura de 3° C. Observou-se ainda que se regista uma maior aproximagio da acsvidade a 5°

e a 8° C, revelada pelas contagens respectivas.

Em termos médios, o numero de psicrotroficos na exploragdo B para 8°, 5° e 3° C foi de 272.833,
111.167 e 18.700 u.f.c./ml, respectivamente. Na exploragdo A para as mesmas temperaturas e

pela mesma sequéncia, os valores obtidos foram de 87.000, 60.283 e 7.318 u.fc./ml,

respectivamente.
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A bibliografia refere que a proporgdo flora psicrotréfica/flora total em leite de vaca € muito
variavel, podendo ir de 1 a 90% (Feuillat et al., 1976; Pla et al,, 1992).

No rebanho Lacaune a avaliagdo percentual da flora psicrotréfica /flora total, durante 48 h de
conservagdo, para as temperaturas de 8°, 5° e 3° C, foi de 34%, 33% e 4%,; no rebanho Merino foi
de 58%, 24% e 5%, respectivamente. Qualquer destes valores em ambos os rebanhos sdo
inferiores aos 69.6%, encontrados por encontrados por Pla et al. (1992) em leite acumulado (6
ordenhas) de 3 dias/4° C. Num leite de qualidade satisfatéria, o indice Psicrotroficos/mesdfilos
situa-se normalmente abaixo dos 25%; uma valor igual ou superior a 75% corresponde a leite de
qualidade bastante deficiente (Thomas e Thomas, 1975)

A proporgdo da flora psicrotrofica na flora mesofila tem portanto interesse, porque traduz o nivel

higiénico de todo o ciclo de produgdo do leite (Harley et al., 1969).

em psicrotréficos sdo no geral inferiores a 1 x 10’ u.fc./ml; niveis consideravelmente baixos se
atendermos a que a contaminagdo microbiana em leite de ovelha € normalmente superior 4 do
leite de vaca. Assim, verifica-se que os resultados obtidos estdo de acordo com as referéncias
dos varios authors, para leite de vaca (Luck, 1972; Mikawa, 1973; Thomas e Thomas, 1973 e
1975; Cousin, 1982; Cousins e Bramley, 1990).

.Concluiram estes autores que os baixos niveis (< 10%) correspondem a utilizagdo de boas
praticas higiénicas na ordenha.

De certo modo, pode-se tirar a mesma ilagdo para o leite de ovelha, produzido segundo técnicas
ndo tdo apuradas como para o leite de vaca. As duas exploragdes com que se trabalhou podem-se

portanto, considerar tecnicamente mais evoluidas no que se refere as praticas higiénicas que

utilizam.
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Os resultados da analise de varidncia para as caracteristicas microbianas resume-se no Q.do 3.9

para o rebanho Lacaune.

Quadro 3.9 -~ Rebanho Lacaune. Fontes de variagdo [graus de liberdade (G.L.), valores de F, niveis de
significancia®, coeficiente de determinagdo (R‘), coeficiente de variagdo (C.V.)] para microorganismos
Coliformes (Coli), logaritmo de Mesdfilos [log (Meso)], logaritmo de Psicrotréficos a trés temperaturas de
incubagdo (log P8, log PS5 e log P3) e logaritmos dos coeficientes de relagdo Psicotréficos/Mesofilos [ log
(P8/Meso), log (P5/Meso) e log (P3/Meso)].

oL s @a

Fontés Varinghe 6L, F ' GL F

CPerialo | K B 3UEE

Refrigeraco 2 Ap8 3 408
Resubie 8 9
V. %) 1edd - &7
B ol M

" p<t, 10 " p=0,08° ped, 017" pd, 001"

4 &
TEE 11,46
s 0o

B8

64

GL. F

FI %2

T
@

LR

log Leg ~ Tog
(PSAMESCH  (DSAIESC)  (PRMESD)

GL. F eL ¥

T 54

T S i T T
i Bty
1084 543
L5 4JE

Nesta exploracdo o periodo em que se efectuou a recolha de amostras nio teve influéncia no

resultado das contagens microbianas em cada grupo, a excep¢do dos log (P5/Meso) (p< 0.10) e

log (P3/Meso) (p<0.05).

A influéncia do tempo de refrigeragdo foi pouco significativa para os grupos log PS (p<0.10) e

log P8 (p<0.05), embora neste ultimo grupo o efeito deste pardmetro seja de maior intensidade.

Nas restantes determinagdes ndo se verificou qualquer efeito da refrigeracéo.

Os coeficientes de variagdo foram em geral reduzidos, a excep¢do do valor encontrado para os

coliformes, que se revelou bastante elevado.
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O modelo estatistico utilizado para a maioria das variaveis pode considerar-se razoavel, tendo
em vista os valores dos coeficientes de determinagdo. O baixo valor de R% no caso dos
coliformes, indica que este ndo foi o mais adequado, porque houve outras fontes de variagdo que

ndo foram consideradas no modelo nem controladas na investigagao.

Os valores das médias dos minimos quadrados * o erro padrdo, para as fontes de variagdo

consideradas neste estudo, constam do Q.do 3.11.

Em geral, verificou-se que os valores das médias dos minimos quadrados, ao longo do periodo
de colheita apresentam oscilagdes de pequena amplitude, a excep¢do dos coliformes.

Nos coliformes, embora o periodo ndo tenha tido sobre estes influéncia significativa, verifica-se
que, nos periodos de colheita das amostras 3, 4 e 5, os niveis foram mais elevados. Tal como ja

se referiu anteriormente, esta ocorréncia podera ser justificada pela falta de cuidados higiénicos,

ja mencionados.

Quanto aos Log P8 e Log P3, verifica-se que, os valores das médias dos minimos quadrados
indicam aumento do nimero de microorganismos, ao longo do periodo. O mesmo ndo se podera
concluir para o Log PS, o qual acusou variagdes pouco significativas e sem sentido

marcadamente definido .

Relativamente a refrigeragdo, os resultados da analise de variancia, denotam uma influéncia
pouco significativa no desenvolvimento dos P8 e P5. Assim os respectivos valores das médias
dos minimos quadrados apresentam-se ligeiramente diferentes e aumentam com o tempo de
refrigeragdo de O - 48 h. Nos Log P3 verifica-se estabilidade dos resultados, o que estd em
concordédncia com as influencias ndo significativas da refrigeracéo.

A excepgio dos coliformes, em ambas as fontes de variagdo (periodo e refrigeragdo) registou-se
um baixo valor de erro padrdo na obtengdo das médias, para cada indice microbiano; oscilando

entre 0.02 - 0.8. Para os Coli o erro variou de 19.90 - 35.6.
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Os dados da analise de varidncia referentes a este rebanho encontram-se sumariamente descritos

no Q.do 3.11.

Quadro 3.11 — Rebanho Merino. Fontes de variagdo [graus de liberdade (G.L.), valores de F, niveis de significancia®
, coeficiente de determinagdo (R ), coeficiente de variagdo (C.V.) ] para microorganismos Coliformes (Coli),

Iogarltmo de Mesoéfilos [log (Meso)], logaritmo de Psicrotréficos a trés temperaturas de incubagéo (log P8 ,
log PS5 e log P3) e logaritmos dos coeficientes de relagdo Psicotréficos/Mesdfilos [ log (P8/Meso), Iog
(P5/Meso) e log (P3/Meso)].

Log (¥8) Log (F5)  Log(F3) Log tog tag
GL F Gl F GL. ¥ GL: F GL. -.F Gl §F°

§ 0 39 8 W 5 ed 5 a0t (318 5 g

" Refngeracio 2 0,22 3 83 2 102 3 1587 2 w94 2 47F 2 das - 2087

Remidos § B 9 6 » = é
EW {-}i} 5454 3 I 932 9.37 5,53 8.47 222 11,29
® T a¥e 9,60 a.81 044 691 055 B TR ¥

® p<0,10 *; p<0,06*; p<0,01 **; p<0,001 **

O periodo influenciou de forma altamente significativa (p<0.001) o resultado da pesquisa de
coliformes. Para as restantes determinagGes, com excepg¢do de Log (Meso) e Log (P5/Meso), o

periodo teve um efeito pouco significativo (p<0.10 e p<0.05).

Ao analisar o tempo de refrigeragdo verifica-se que s6 nao influenciou significativamente os
coliformes e o Log Meso (p<0.10). A importéncia relativa desta fonte de variagdo € maior para
Log P8, Log PS5 e Log P3, com um nivel de significdncia de p<0.01. Ha ainda a salientar que a
refrigeragdo teve um efeito mais pronunciado, a temperatura de incubagio de 5° C, como se pode

observar pelo valor de F.

Tal como se observou no rebanho Lacaune, em geral e excluindo os coliformes, os coeficientes
de variagdo apresentaram-se baixos.
Finalmente, reportando-nos aos valores do coeficiente de determina¢do poderemos dizer que, a

escolha do modelo estatistico para analise das diferentes variaveis se ajusta razoavelmente.
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No Q.do 3.12, encontram-se as médias dos minimos quadrados * erro padrédo, respectivamente
para cada um dos indices microbioldgicos em fungdo do periodo de colheita e tempo de

refrigeragdo.

Nos Coli, observa-se ao longo do periodo em que se efectuou a recolha de amostras, uma ampla
dispersdo das médias dos minimos quadrados. Para os restantes indices, os valores obtidos
apresentam ligeiras diferencas. O valor extremo observado nos Coli, no periodo 2, devera ser

excluido desta apreciagdo, porquanto nio registou repetibilidade.

Salienta-se que o valor de Log P8 € praticamente idéntico ao respectivo valor de Log Meso.
(11.41 versus 11.81), no periodo 3. Este facto resultou da contagem obtida para a amostra 3L4g
do grupo P8, ter sido, superior em 107%, relativamente 4 do grupo Meso. Indica claramente, que
os mesofilos existentes possuiam, na sua totalidade, caracter psicrotrofico. Pla et al. (1992)

também encontraram uma percentagem de psicrotroficos superior a 105% da flora total, em leite

de ovelha.

Ao analisar a fonte de variagdo refrigeracdo verificou-se que os valores obtidos para os Log P8,
Log P5 e Log P3 se apresentaram todos diferentes e simultaneamente registou-se um aumento

dos valores médios no decurso das 48 h de refrigeracdo. Os valores alcan¢ados foram mais

elevados nos P8 do que nos P3, e intermédios no PS.

O logaritmo da relagdo P/Meso foi influenciado ainda que ligeiramente pela refrigeragdo. Os
valores médios denunciam um aumento ao longo da refrigera¢do e quanto mais baixa € a
temperatura de incuba¢do (3° C) menor sdo os valores encontrados, isto €, menor vai sendo a

propor¢do dos psicrotroficos em relagdo aos mesofilos.

A semelhanga do que aconteceu na exploragio A, também para a exploragio em causa se
registou, e para ambas as fontes de variagdo, um baixo valor de erro padrdao na obten¢do das
médias, para cada um dos indices em analise, 4 excep¢do dos coliformes; oscilando entre 0,03 -

0,75. Para os coliformes o erro foi mais elevado, variou de 7,83 - 14,01.
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e Em ambas as exploragdes o nivel de contaminag@o dos leites, em coliformes fecais apresentou-

se baixo, salvo nalguns casos em que se registaram valores elevados.

e Através dos resultados da pesquisa de coliformes conclui-se que, na exploragdo B ndo se
registou regularidade nas praticas de caracter higiénico no ciclo de produ¢ido do leite. Esta
conclusdo € baseada especialmente na influéncia altamente significativa (p< 0.001) do periodo

no N.M.P. de coliformes, bem como na pouca influéncia sobre a generalidade dos restantes

indices microbioldgicos.

e No caso da exploragdo A (rebanho Lacaune) como os resultados dos coliformes ndo sofreram
influéncia do periodo, bem como para a quase totalidade das determina¢Ges microbiologicas,

admite-se que existiu regularidade no nivel higiénico praticado ao longo do ciclo de produgio.

e Verificou-se que nos dois rebanhos, tanto o periodo como a refrigeracdo, ndo tiveram
influéncia significativa nos resultados das contagens de mesofilos; estes niveis, de uma maneira
geral, situaram-se dentro dos limites estabelecidos por lei (5 x 10° u.fic/ml), o que revela

eficiéncia nos métodos usados em cada exploragéo.

e O periodo de refrigeragdo verifica-se que teve uma influéncia significativa (p<0.01) e pouco
significativa (p<0.10), nas contagens de psicrotroficos a 8° e 5° C, nos rebanhos Merino e
Lacaune, respectivamente. Nas contagens de psicrotroficos a 3° C, so se verificou influencia

significativa (p<0.01), no rebanho Merino.

e A dilatagdo do tempo de refrigeracdo (12 para 48 h), em ambos os casos, conduziu a contagens
de psicrotroficos mais elevadas as temperaturas de 8° e 5° C. A 3° C praticamente ndo se registou
alteracdo, isto €, pode dizer-se que se verificou uma tendéncia a estabilizagdo. Admite-se que as

48 h ndo foram suficientes para evidenciar a actividade da flora psicrotrofica a 3° C.

e Os valores obtidos, apés 48 h de armazenagem no frio, para a flora psicrotrofica as
temperaturas de incubagdo de 8° e 5° C situaram-se entre 10* - 10° u.fc/ml e para 3° C entre 10°
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- 10* uf.c/ml, em ambos os casos. Em resumo esta flora, tanto em leite de vaca como no de
ovelha, regista baixos niveis, sempre que se utilizarem baixas temperaturas de conservagao,

excepto se o nivel de contaminag@o inicial for elevado.

e Em ambos os casos, nos leites refrigerados durante 2 dias, observou-se que o desenvolvimento
da flora psicrotréfica foi mais elevado a temperatura de 8° C e menor a de 3° C; considera-se que
a temperatura de 5° C o desenvolvimento foi intermédio, mas em valor, mais préximo ao de 8° C.
Dependendo do nivel inicial de contaminag@o, que nestes casos, se considera ter sido baixo (103-
10* u.fc/ml), a temperatura tem um efeito inibidor no desenvolvimento dos psicrotroficos:

quanto mais proxima de 3° C (menor o ritmo de multiplicag@o).

e Em relagdo a flora original do leite, o nivel de psicrotroficos foi £ 10%, com excep¢do das
contagens obtidas a 8° C que foram < 20%. Estes resultados de uma de uma maneira geral estdo
em conformidade com os niveis citados em referéncias bibliograficas; conseguem-se obter
baixas contaminagdes em psicrotroficos desde que se pratique um nivel higiénico de qualidade

na produgio de leite, tanto de vaca como de ovelha.

¢ A duragdo da refrigeragdo néo teve influéncia significativa na relagdo psicrotréficos/mesofilos,
na exploragdo A. Mas teve alguma influéncia na exploragdo B. Verificou-se ainda, que as
temperaturas mais baixas (5° e 3° C) a percentagem de psicrotroficos em relagdo aos mesofilos,

foi inferior as percentagens obtidas a temperatura de 8° C..
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4 - ANALISE INSTRUMENTAL - IEF

Em ambas as exploragdes, durante os 6 periodos de amostragem e de cada uma das 3 amostras
analisadas em cada um dos respectivos periodos, retirou-se uma por¢io de leite que se preparou

para analise IEF, de acordo com as descrigdes referidas no cap. 5.1.

4.1 - APRESENTACAO DE RESULTADOS

Os densitogramas dos isolados dos diferentes tipos de caseinas (ver 5.2.1.) e da fracgdo caseinica

da amostra SM, ® encontram-se representados na figura 3.3.

Conforme ja foi referido os procedimentos analiticos adoptados na separagdo dos diferentes tipos
de caseina basearam-se nos trabalhos de Wei and Whitney (1985). Por limitagdes inerentes a
metodologia empregue, sO se conseguiu obter um fraccionamento puro, o da asi-CN, como se
pode verificar na fig. 3.3 A). A esta ocorréncia nao lhe foi dado caracter de suma importéncia, ja
que o objectivo da separacdo tinha apenas em vista identificar as bandas correspondentes aos
diferentes tipos de caseina nas varias amostras analisadas (ver fig. 3.3 A) ).

Para maior precisdo na identificagdo das bandas asi-CN, as2-Cn, B-CN e K-CN estableceu-se

ainda uma comparag@o com os padrdes de separacdo em gradientes de pH (Chianese et al., 1993,

Addeo et al, 1992).

Analisou-se comparativamente as posi¢des relativas dos picos em cada um dos isolados (fig. 3.3
B) a, b e c) e as respectivas posi¢des na banda SM; (fig. 3.3 A) e B) d), extrapolando-se depois
para as restantes amostras. No quadro 3.13 esta patente a correspondéncia entre o n° de picos e a

respectiva area com a designagdo de cada tipo de caseina.

Quadro 3.13 - Quantificagdo dos picos do densitograma da fig. 3.1.d e atribuigdo do tipo de caseina

correspondente.
N* do pico 1 ] 3 3 5 & 7 &
Area (%) T 38 T 83 114 141 | =303 98 8.1

~Tipos de Casetnn oz CIN Pi-CN | - €N am-CN | K-CN

? Amostra de leite Merino ndo refrigerado. correspondente ao 5° periodo de amostragem.
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Figura 3.3 - A) IEF de cada um dos tipos de caseina, assinalados pelas letras ass (atsi-CN), ast + p (ats1-CN + B-
CN) ep + K (B-CN + K-CN) e da amostra de leite Merino a partir da qual se realizou fraccionamento (5Mg). B)
Perfil densitométrico de cada uma das diferentes fracgdes caselnicas [cis+-CN (a), as1-CN + B-CN (b) e B-
CN+ K-CN(c )] e da amostra SMg (d).
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Nas figuras 3.4 e 3.5 apresentam-se os resultados das corridas isoelectroforéticas para a totalidade

das amostras do rebanho Lacaune e Merino, respectivamente.

4L . dl 4L ,, ol 5L ol ol , &l 5l o,

Figura 3.4 - IEF das amostras de leite Lacaune, identificadas por xLy. As amostras foram recolhidas durante 6
periodos (x = 1 a 6) e sujeitas a diferentes tempos de refrigeragéo (y toma valores de 0, 12 e 48 h). A amostra
Pc , padrao comercial de caseina ovina. O gradiente de pH 4.2 - 54; a concentragao das solugdes de caselna
para aplicagdo no gel: 5.0 a 6.0 mg/ml. A posigéo dos diferentes tipos de caseina estdo assinados pelas —.
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Figura 3.5 - |EF das amostras de leite Merino, identificadas por xMy. As amosbas foram ~ecathidas durante 6
perfodos (x = 1 a 6) e sujeitas a diferentes tempos de refrigeragdo (y toma valores-de-C, 12 € 43 h). Aamostra Pc
, padrao comercial de caseina ovina. O gradlente de pH 4.2 - 5.4; a corcentraxao das SIRsehes de caseinapara
aplicagao no gel: 5.0 a 6.0 mg/ml. A posigao dos diferentes tipos de caseina esta deviiamere assinalada.
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Como o objectivo da aplicagdo de IEF era procurar determinar o grau de protedlise decorrente da
ac¢do das bactérias psicrotroficas sobre as fracgdes caseinicas, procedeu-se a analise
semiquantitativa das bandas focadas nos géis de poliacrilamida-ureia e que sio referentes apenas

as amostras com contagens mais elevadas deste agrupamento de microorganismos. Os resultados

obtidos constam do cap. 4.2.

Pela técnica de IEF, tal como se pode verificar nas fig. 3.4 e 3.5, € possivel separar os tipos de

caseina, em bandas com diferentes localiza¢des na coluna de gel e, posteriormente, quantifica-las

por densitometria.
Importa salientar que limitagSes inerentes aos procedimentos analiticos utilizados, poderdo ter

repercussdes no doseamento dos tipos de caseina.
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RESULTADOS DA IEF

Como ja foi referido, para o estudo dos possiveis efeitos proteoliticos dos psicrotroficos,
efectuou-se em primeiro lugar a escolha dos periodos de amostragem, tendo como Gnico critério
de selec¢do, os valores mais elevados das contagens de psicrotroficos a 8° C, em amostras
refrigeradas durante 48 horas.

Em segundo lugar, estabeleceu-se uma comparagdo entre as areas correspondentes a cada uma
das frac¢des caseinicas das amostras refrigeradas, durante 12 h e 48 h e as respectivas areas das

frac¢des caseinicas da amostra padrdo (amostra ndo refrigerada).

As contagens de psicrotroficos a temperatura de 8° C revelaram que o 5° periodo de amostragem
era o que apresentava contaminag@o mais elevada, seguindo-se-lhe o 6° periodo, face aos valores
obtidos na amostra SLig € 6L4ss. Com base nesta informagdo, que se concretiza em termos
numeéricos no Q.do 3.14, procedeu-se a leitura densitométrica das bandas correspondentes a estas
amostras. Os densitogramas e a identificacdo dos respectivos picos com as correspondentes areas

encontradas para cada um dos tipos de caseina, estio patentes na fig. 3.6 e 3.7 e Qdo 3.15,

respectivamente.

Quadro 3.14 - Contagens de psicrotréficos a 8° C, referentes s amostras quantificadas por

densitémetro.
nx 10° u.fc./mi

Tdeniificucfo dar Amosiras
Niveis de contaminagde | SLy | 5Ly | SLua | 6Lg {:6Ly | 6Ly
em Psicrotrificos 3l 38 230 38 | 24 | 110
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Figura 3.6 - Densitogramas das amostras 5L (a), 5Lz (b), Slus (c) e densitograma de comparagao (¢},
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Figura 3.7 - Densitogramas das amostras 6L, (e), 6L12 (f), 6L4s (g) e densitograma de comparagéo (h).
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Quadro 3.15 - Proporgao relativa dos picos dos densitogramas da fig. 3.4. a, b, c, e, f, g, e correspondéncia
com os diferentes tipos de caseina.

SLy Ly 5L 6Ls 6L 6La | Tipes
alCEd | £f Ares G E -:15-2:.':-.-"‘ ------- ¥ d-l' Eﬂ.ﬁhﬂ
i : 14 :
2 1.7 6.1 6.3 7.3 74 8.2 as -CN
3 104 10.0 50 11 1.7 9:2
Total |21 20 18 19 19 21
¥ i 7 139 133 25 0y 1D PN
CAN T . 157 122 W0 13.4 8. CN
Total |28 7 29 25 23 37
z 17 3 [ i7 38 38 B CN
_1 W 346 6.6 44 31 3.6
Total 8 11 12 ) [ 7
E R Y T2 (3] s EX EX KON

A analise comparativa entre a amostra padrdo e as amostras refrigeradas (SL;; e SLsg), relativas
ao 5° periodo de amostragem, indica uma ligeira diminui¢do do valor global da as1-CN,
passando de 21% para 18.4%, a medida que a refiigerag@o se prolonga.

Relativamente ao total da frac¢do 3-CN, ha apenas a registar uma quebra de 1.6% nos valores
obtidos na SLq versus 5L;; (28% contra 26.4%). Nas restantes frac¢des verificam-se valores mais

elevados para a SL4g do que para a SL;; e amostra padrao.

No 6° periodo de amostragem, verifica-se que os totais das frac¢des as-CN e B-CN nas 3
amostras s3o ligeiramente diferentes, sdo mais elevados na 6L4s (ver Q.do 3.15). No que se
refere 4 as;-CN e @ K-CN, a propor¢do encontrada € maior na 6Lo e decresce a medida que

aumenta o periodo de refrigeracdo, embora, nesta ultima fracgdo o intervalo de variagdo dos

resultados seja superior.

As diferengas densitométricas registadas em ambos os conjuntos de amostras e a observa¢do dos
perfis isoelectroforéticos correspondentes (fig. 3.4) levam a admitir que tenham sido originadas
por pequenas variagdes na concentragdo das amostras, no momento de aplicagdo no gel. Por
outro lado, quando se procedeu a quantificagdo densitométrica, a escolha do local onde se traga
uma linha horizontal imaginaria que correspondera ao sitio de leitura do aparelho, também

influéncia grandemente o tragado do densitograma.
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A repetibilidade dos resultados justificava-se para confirmar, se de facto, ha semelhanga nas
propor¢des de cada uma das fracgdes caseinicas obtidas, tanto na amostra padrdo como nas
amostras refrigeradas.

Alguma da bibliografia existente (Gripon, 1983; Guamis et al, 1987) sobre leite de vaca, refere
que s6 para contaminagdes psicrowroficas superiores a 10° - 10" u.f.c/ml se tornam evidentes os
efeitos proteoliticos sobre algumas das fracgdes caseinicas, designadamente a 3-CN e K-CN.
Atendendo a que o mais alto nivel de contaminag@o psicrotrofica no leite Lacaune foi de 2.3 x
10° u.f.c/ml e, portanto, de valor inferior ao citado poder-se-a dizer que o tempo de refrigeragio
a que as amostras estiveram sujeitas, ndo foi suficiente para proporcionar um desenvolvimento
de microorganismos psicrotroficos capaz de produzir efeitos protedliticos visiveis. Ainda que, na
analise semiquantitativa se tenham encontrado algumas diferengas de valores na fracg¢do as;-CN

e K-CN estas diferencas ndo se podem considerar significativas.
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EXPLORACAO B - Rebauho Merino

Nesta exploragdo, o 3° periodo de amostragem revelou ser o conjunto de amostras com carga
microbiana psicrotrofica mais elevada, como se pode ver no Q.do 3.16, logo seguido do 1°

periodo, com um nivel ligeiramente inferior.

Os doseamentos dos tipos de caseina em cada uma das amostras anaOlisadas, apresentam-se no
Q.do 3.17 e encontram-se identificados por um nimero que corresponde ao numero do pico no

densitograma da respectiva amostra.

Quadro 3,16 - Rebanho Merino. Valores das contagens de psicrotréficos a 8° C referentes
as amostras quantificadas por densitémetro.

n x 10° uf.c/mi

E Identificacio das Amoshras
. Niveis de contaminacio | 3My | 3My | 3Ms | 1My | 1M
vin Psicrotrificos 40 | 29 640 5 600

No 3° periodo de amostragem verifica-se que tanto o valor global da as;-CN, como da as,-CN,
se apresentam semelhantes nas trés amostras. Nas restantes frac¢des, designadamente para a (3-
CN, as propor¢do obtidas s3o mais elevadas nas amostras refrigeradas do que na amostra padrao.
Enquanto que para a K-CN, se obtiveram percentagens semelhantes para 3Mg e 3Mi,, mas de

valor inferior 4 obtida para 3Mus.

A semelhanga de percentagens para os diferentes tipos de caseina, nas amostras recolhidas no 1°
periodo, leva-nos a admitir que durante as 48 horas de refrigeragdo nio se registaram quaisquer
quebras de fracg¢Ges caseinicas. Embora ndo se dispondo de perfis de IEF em nimero idéntico ao
dos ouwros conjuntos de amostras, optou-se por analisar estes, porque o valor da contagem
microbiana para 1Maug era de todos o que se aproximava mais do valor obtido no 3° periodo de

recolha. Contribui-se, deste modo, para aumentar a informagao sobre os efeitos da refrigeragao.
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Figura 3.8 - Densitogramas das amostras 3M, (A), 3Msz (B), 3M4s (C ) e densitograma de comparagéo (D).
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Quadro 3.17 - Proporgao relativa dos picos dos densitogramas da fig. 3.4. a, b, c, e, f, g, e
correspondéncia com os diferentes tipos de caseina.

N 3My  3My; - 3My  IM,  IMs |Tipos
dopico | drea  dvemn  dvem drea(%) drea |caseinas
(%) (¥a) {6} (%)

1 4.0 4.8 ‘s4 1.4 1.5
2 1 1 79 80 4.5 5.2 s - CN
3 7.4 89 9.0 5.6 1.7
Total _ |19 22 22 12 14
4 |125 122 58 115 121 B: - CN
s |11 M8 141 138 1.5 B:-CN
Total 24 27 29 25 27
6 |42 48 45 8.0 8.5 og . ON
Tl T S 35 BA TG
Total |8 10 8 14 15
8 |38 33 PR, ) 8.5 K-CN

Tal como foi referido para o rebanho Lacaune, também neste caso as limitagdes de ordem
técnica estdo na origem das diferentes quantificagdes das fracgdes caseinicas, obtidas por
densitometro. Esta ilac¢do € reforgada dirigindo-se uma observag@o atenta as correspondentes
corridas de IEF (fig.3.5) onde € possivel comprovar que aparentemente, de uma amostra para

outra, nao ha diferenga entre as bandas.

Em ambos os conjuntos de amostras, face aos resultados obtidos € possivel concluir que, o nivel
de contaminagdo psicrotrofica no leite Merino, durante as 48 horas de refrigeragdo, ainda que

superior ao encontrado no leite Lacaune (6,4 x 105), ndo tera sido suficiente para proteolisar

algumas das fracgdes caseinicas.
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Em termos globais da analise instrumental tecem-se algumas consideragdes:

e Os resultados desta analise ndo podem ser conclusivos, atendendo ao volume restrito de dados,
pelo que se justificaria a repetibilidade, para poder atribuir aos resultados o desejado caracter de
generalizagdo. No entanto, algumas pistas podem surgir para a realizagdo de futuros trabalhos

nesta area, que se considera do maximo interesse perante a caréncia de informagao nesta matéria.

e Os doseamentos de cada tipo de caseina nas amostras refrigeradas comparativamente aos
doseamentos obtidos na amostra padrio apresentaram diferengas percentuais ligeiras, nas

amostras de ambas as exploragdes.

e Em virtude da baixa contaminagdo em psicrotroficos (inferior a 10° u.fc/ml), ndo se
verificaram, apos 48 de refrigeragdo, efeitos proteoliticos visiveis no leite dos dois rebanho. Isto
é, nas amostras de contaminagdo mais elevada, as bandas correspondentes a amostra padrao e as

amostras refrigeradas, ndo apresentaram diferengas percentuais significativas.
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As consideragbes que a seguir se apresentam ndo tém caracter conclusivo, devido a
natureza prospectiva do presente estudo. Dever-se-a também tomar em consideragdo, que o
mesmo estd circunscrito apenas a duas exploragdes com caracteristicas peculiares, e ndo

generalizaveis quanto as praticas higiénicas ali adoptadas.

A amostragem e o respectivo periodo de recolha cobrem um periodo limitado do alavio,
condicionado pela especificidade do gado Merino, neste particular. Estes condicionalismos nédo
puderam ser suportados porquanto o periodo experimental do presente estudo ndo podera ser
prolongado para o alavdo seguinte.

No entanto, a0 conseguir pistas sobre este tema, julga-se ter, de certa forma, dado uma util

contribui¢do informativa.

e Os indices fisicos e quimicos dos leites de ambos os rebanhos apresentaram valores

caracteristicos de cada uma das ragas, Lacaune e Merina, respectivamente.

e O leite produzido nas exploragdes em estudo apresentou comprovada genuinidade e valor

tecnologico bastante para transformagido em queijo.

e Ambas as explora¢Ges demostraram regularidade nas boas praticas higiénicas, durante o ciclo de
producdo de leite. Por consequéncia, obtiveram-se baixos niveis de contaminag@o psicrotrofica

(10* -10° u.f.c./ml para 5° e 8° C e 10° - 10* u.f.c./ml para 3° C), apos 48 horas de refrigeragio.

e O desenvolvimento da flora psicrotrofica € influenciado pela temperatura e tempo de
refrigeragdo. Assim e, apos 48 horas de conservagédo no frio, verificou-se um desenvolvimento dos
microorganismos mais elevado a temperatura de 8° C do que a de 3° C, e a temperatura de 5° C o

desenvolvimento foi intermédio, mas de valor aproximado ao de 8° C.
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e Em ambos os casos, os leites apresentaram baixa contaminagio inicial em psicrotroficos (< 10°
u.f.c/ml). Apos 48 horas de conservagdo do leite no frio, os niveis encontrados apresentaram-se
novamente baixos, 0 que nos leva a admitir que ndo constituem risco para a qualidade higiénica e
tecnologica da matéria prima. Isto desde que as temperaturas de refrigeragdo ndo excedam os 3° -
4° C, sendo os 3° C a temperatura mais aconselhavel.

A importédncia da adopgdo destas temperaturas, deve-se ao facto das mesmas prolongarem a “fase
Lag” da biomassa contaminante € a0 mesmo tempo, permitirem a dilatagdo da vida util do leite.
Julgando-se mesmo que a temperatura de 3° C, a semelhanga do que esta estudado para leite de

vaca, inibe a actividade proteasica dos psicrotroficos.

e Em virtude da pequena contaminag@o inicial dos leites com psicrotroficos, e apods 48 horas de
refrigeracdo, ndo foi possivel observar por IEF efeitos proteoliticos relevantes. De acordo com a
bibliografia referida para leite de vaca, admite-se (com as devidas ressalvas de que se trata de um
trabalho prospectivo e que requer confirmacdo) que nas condigdes de baixos niveis de
contaminagio psicrotrofica, baixas temperaturas de conservagdo e refrigeracdo < 48 h, a

concentragdo enzimatica microbiana que se forma nio € suficiente para causar efeitos proteoliticos

graves.
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Dados das andlises fisicas e giiimicas do rebanha Lacaune
Amostras | Acidez pH Densidad | Proteina | Gordura
e

1L1 26 7,01 1,034 6,94 9,54
1L48 26 6,96 1,034 6.4 6,39
211 34 6,71 1,04 50 5,11
2012 35 6,62 1,037 5,17| 3,86
2148 35 6,75 1,04 5,89 5,44
3L1 25 6,66 1,036 6,52 7.14
3L12 23 6,78 1,037 6,04 5,74
3L48 24 6,75 1,036 6,41 6,32
411 25| 6.7 1,04 5,85 6,1
14112 25 6,7 1,039 5,63 6,05
4148 25 6,69 1,039 5,79| 6,12
5Lt 28 6,7 1,038 6,12 5,4
5L12 29 6,68 1,038 5,68 6,8
5L48 28 6,69 1,037 5,83 6,2
6L1 26 6,89 1,037 5,86 5,4
6L12 27 6,29| 1,036 5,31 7,3
6L48 25 6,71| 1,037 574 6,1

Dados das andlises fisicas e quirricas pars o rebanho Merino

Amostras | Acidez pH densidade| proteina | gordura |
1M1 36 6,71 1,035 6,63 12,35
1M48 37 6,59 1,034 6,95 9,34
2M1 28 6,71 1,036 7,55 11,17
2M12 27 6,62 1,037 8,56 10,1
2M48 28 6,64 1,036 7,73 11,22
3M1 19 6,66 1,033 6,05 10,11
3M12 23 6,64 1,032 6,01 10,11
3M48 25 6,69 1,032 6,02 10,12
4M1 31 6,49 1,035 7.6 8,0
4M12 33 6,6 1035 | 737 8,4
4M48 34 6,59 1,037 7.41 7,4
5M1 28 6,69 1,036 6,2 8,8
5M12 29 6,69 1,034 6,04 9,2
5M48 29 6,7 1,035 6,21 7.8
6M1 28 6,46 1,034 7,31 9,8
6M12 28 6,69 1,036 7,12 8,9
6M48 28 6,6 1,036 7,34 8,7
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Dados referentes as analises microbiolégicas efectuadas ao leite Lacaune

Coliformes| Mesdfilos Psicrotréficos
8°C 5°C 3C

1iMO 25 6,6E+04 4 8E+03 | 3,1E+03 | 3,7E+04
1M48 25 3,7E+05 6,0E+05 | 1,2E+05 | 2,6E+05
2M0 110 1,4E+05 1,1E+04 | 21E+03 | 1,1E+04
2M12 | 140 2,2E+05 3,0E+04 | 4,0E+03 | 3,9E+04
2M48 110 1,6E+05 6,2E+04 | 1,5E+04 | 4,0E+04
3M0 45 54E+05 4,0E+04 | 2,0E+03 | 2,9E+04
3M12 0,4 7,5E+04 2,9E+04 | 3,4E+03 | 2,3E+04
3M48 4,5 6,0E+05 6,4E+05 | 4,5E+05 | 1,6E+05
4MO 04 1,2E+06 1,8E+05 | 1,7E+04 | 9,5E+05
4M12 | 45 1,6E+06 2,7E+05 | 3,3E+0S | 9,3E+05
4M48 45 6,6E+05 2,8E+05 | 4,6E+04 | 4,0E+05
5MO0 0,3 1,4E+05 1,6E+03 | 1,6E+03 -
5M12 0,9 1,2E+05 1,3E+04 | 1,9E+03 -
5M48 20 1,7E+05 3,9E+04 | 1,3E+04 | 1,0E+04 |
6MO0 2 3,4E+05 | 94E+04 | 1,5E+03 | 1,8E+03 |
{6M12 9,5 1,1E+05 1,4E+04 | 1,1E+04 | 1,6E+05
6M48 15 1,2E+05 1,6E+03 | 2,3E+04 | 1,3E+04

Dados referentes as analises microbioldgicas efectuadas ao leite Merino

Coliformes | Meséfilos Psicrotréficos
8°C 5°C 3°C
1M O [ 7.5 6,2E+04 1,0E+04 | 2,0E+04 | 1,5E+03
1M48 4,5 3,0E+04 1,1E+04 | 2,2E+04 | 2,1E+04
2M0 2 5,7E+05 29E+03 | 3,4E+03 | 2,1E+04
2M12 2 1,8E+05 3,6E+04 | 2,7E+04 | 4 1E+04
2M48 2,5 1,1E+05 40E+04 | 3,3E+04 | 57E+04
{3M0 110 52E+05 | 1,5E+04 | 24E+02 | 1,1E+04 |
3M12 0,4 2,0E+05 2,5E+04 | 7,7E+03 | 7,3E+03
3M48 25 3,1E+05 1,8E+04 | 1,8E+03 | 6,7E+03
4M0 4 7,4E+04 1,4E+04 | 1,8E+03 | 3,8E+04
4M12 110 2,1E+05 9,9E+04 | 1,1E+04 | 1,3E+05
4M48 9 1,7E+05 1,1E+05 | 7,9E+03 | 1,1E+05
5M0 4 1,5E+05 3,1E+04 | 6,1E+03 | 7,3E+04 |
5M12 2 2,5E+05 3,8E+04 | 2,0E+03 | 1,4E+05 |
|5M48 110 3,1E+05 2,3E+05 | 2,1E+05 | 1,3E+05
{6MO 04 4 9E+04 3,8E+04 | 5,0E+03 | 2,1E+03
6M12 4 3,6E+05 2,4E+05 | 53E+04 | 53E+04
6M48 20 1,3E+06 1,1E+05 | 1,1E+04 | 1,1E+04
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