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RESUMO

ABREU DA CRUZ, E. Quantificacdo de colesterol e seus éxidos em queijos Mucarela, Prato e
Minas Frescal. Itapetinga-BA: UESB, 2014. 49p. (Dissertagdo - Mestrado em Engenharia de
Alimentos).*

A conducdo do presente trabalho objetivou quantificar colesterol em amostras de leite
e queijos e 6xido de colesterol nas amostras de queijos. Os experimentos foram conduzidos na
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira. As amostras foram
obtidas de um laticinio na cidade de Itapetinga-BA e de um na cidade de Nova Venécia-ES.
Para os leites cru e pasteurizado foram feitas as andlises fisico-quimicas acidez titulavel,
densidade, gordura, EST, ESD e analise de colesterol. Para os queijos foram realizadas as
andlises fisico-quimicas umidade, cinzas, gordura, nitrogénio total, GES, EST, determinacéo
do colesterol e do 6xido 7-cetocolesterol. Os dados obtidos para os leites foram analisados por
meio do teste t. Para os queijos, foi utilizado o teste de média (Teste Tukey) a 5% de
probabilidade. Observou-se reducao no teor de gordura e EST, provavelmente em funcéo da
padronizacdo (3%) que o leite sofre antes da pasteurizagao, para os leites para fabricacdo dos
queijos Prato. Observou-se aumento no teor de colesterol do leite cru para o leite pasteurizado
utilizado somente para a producdo do queijo Mugcarela. No entanto, entre os tratamentos (leite
cru e leite pasteurizado) ndo foi verificada diferenca significativa. Ndo houve diferenca
significativa para os parametros proteina e GES entre os trés queijos analisados. O queijo
Prato apresentou maior teor de colesterol, seguido do Mucarela e do Minas Frescal, com
111,50, 98,52 e 78,75 mg.100 g, respectivamente. A relacio colesterol/gordura néo foi
significativa entre os trés queijos. Nao foi detectada a presenca do 6xido 7-cetocolesterol nas
amostras de queijo analisadas, indicando que o processamento ndo resultou na oxidagdo do
colesterol.

Palavras-chave: produtos lacteos, colesterol, processamento, 6xidos de colesterol.

*Qrientador: Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, D.Sc., UESB e Co-orientadora: Sibelli
Passini Barbosa Ferréo, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

ABREU DA CRUZ, E. Cholesterol and its oxides quantification in Mozzarela, Prato and
Minas Frescal. Itapetinga-BA: UESB, 2014 49p. (Dissertation - Master in Food
Engineering)*.

The aim of this work was to evaluate the processing effect on the cholesterol content and 7-
ketocholesterol oxide in of Mozzarela, Prato and Minas Frescal cheese samples. The
experiment was carried out at the Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus
Juvino Oliveira. The milk and cheese samples, in triplicate, were from commercial dairys in
Itapetinga-BA and NovaVenecia-ES. Were determined in raw and pasteurized milk: titratable
acidity, density, fat, EST, ESD and the cholesterol content. In cheese were determined to
moisture, ash, fat, total nitrogen, GES, EST, as well as the cholesterol content and 7-
cetocolesterol. The results of the milk were analyzed by means of t-test and for the cheese was
used the Tukey's Test at 5% of probability. The pasteurization decreased the fat and the EST
content, probably due of milk's standardization at 3%. The pasteurization increased the milk
cholesterol. The cheese’s protein and GES content were not affected by treatments. The Prato
cheese presented the higher cholesterol content, followed by the Mucarela and Minas Frescal,
with 111.50, 98.52 and 78.75 mg. 100 g-1, respectively. The cholesterol/fat relation was not
significant between the three cheeses. The 7-ketocholesterol was not found in the cheeses
samples, indicating that the processing has not resulted in the cholesterol oxidation. The
consumption of Mozzarela, Prato and Minas Frescal cheese, did not induced the ingestion of

the oxides of the cholesterol.

Keywords : dairy products, cholesterol, processing, cholesterol oxides.

* Advisor: Sérgio Augusto de Albuquerque Fernandes, DSc., UESB and Co-advisor: Sibelli
Passini Barbosa Ferrdo, DSc., UESB.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura de leite € uma das mais importantes atividades econémicas do pais.
Todos os estados brasileiros participam da pratica da cadeia produtiva do leite. A regido
Sudeste é a maior produtora de leite do Brasil, apresentando em 2012 um volume de
aproximadamente 12 bilhdes de litros de leite e o Nordeste ocupa a 42 posicdo com um
volume de aproximadamente 3,5 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2012).

O leite possui na sua composi¢dao uma infinidade de moléculas diferentes. Cada uma
dessas moléculas desempenha uma funcdo especifica, fornecendo nutrientes ou protecdo
imunolégica para o mamifero. O leite desempenha ainda funcdo importante na dieta dos
humanos, devido ao alto valor bioldgico de seus nutrientes (proteinas, lipidios, glicidios,
minerais e vitaminas). Sendo o leite, matéria prima para uma grande variedade de produtos
para a alimentacdo humana, suas diversas formas de processamento industrial permitem a
fabricacédo de queijos.

O queijo é um concentrado lacteo composto de nutrientes essenciais como proteinas,
lipidios, carboidratos, sais minerais e vitaminas, muitos provenientes do leite. A sua
fabricacdo esta diretamente relacionada a producdo de leite. O queijo permite uma validade
mais longa do que o préprio leite como também facilidade de transporte e armazenamento.
VariagGes na origem do leite, nas técnicas de fabricacdo e tempo de maturacdo, permitem a
producdo de uma imensa variedade de queijos, embora 0 seu processo basico de fabricacdo
seja comum a maioria (PERRY, 2004).

Dentre a imensa variedade de queijos no mundo, os queijos Mucarela, Minas Frescal e
Prato apresentam grande aceitacdo no Brasil. Estes diferenciam entre si de acordo com o
processamento da massa, teores finais de gordura e umidade e periodo ideal de consumo. O
gueijo Mucarela é um queijo de massa semi-cozida e filada, de média, alta ou muito alta
umidade, e extragordo, gordo a semigordo (BRASIL, 1997c). O queijo Minas Frescal é um
queijo de massa fresca, semigordo, de alta umidade e por esse motivo, deve ser consumido
num pequeno intervalo de tempo entre a producdo e a comercializacdo (BRASIL, 1996). O
queijo Prato é um queijo de massa semicozida, apresenta curta maturagdo, em torno de 45 a
60 dias e é classificado como um queijo gordo, de média umidade (GUTIERREZ et. al.,
2004).

O queijo também traz na sua composic¢do o colesterol. Presente em produtos de origem

animal, como produtos lacteos, funciona como elemento estrutural de todas as membranas das
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células e como um precursor dos &cidos biliares, hormonios esterdides e de vitamina D. Sua
presenca representa grande importancia no organismo humano, pois este desempenha funcoes
essenciais para a manutencdo da vida humana (VARGAS, 2009). No entanto, o colesterol
pode sofrer oxidacdo dependendo da severidade do processamento ou estocagem a que 0S
alimentos sdo submetidos. Com isso, ha a formacdo de Oxidos de colesterol, os quais estdo
sendo relacionados com o desenvolvimento de aterosclerose, doengas coronérias e atividade
mutagénica (ALINA et al., 2012).

Dessa forma, devido a importancia que se tem dado a salde do consumidor,
principalmente quando relacionada com melhorias na alimentagdo, objetivou-se quantificar

colesterol em amostras de leite e queijos e 6xido de colesterol nas amostras de queijos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bovinocultura Leiteira

A bovinocultura leiteira desempenha importante papel na cadeia agroindustrial
nacional. Além de contribuir para a obtencdo de diferentes tipos de alimento, também gera
empregos e renda. Presente desde o processo de colonizacdo do Brasil, a bovinocultura
leiteira pode ser encontrada em todo o territorio brasileiro, sendo reconhecida como uma das
mais importantes areas do agronegocio (PEREIRA, 2009).

Em 2011, o rebanho bovino brasileiro alcangou aproximadamente 211 milhdes de
cabecas, com a regido Nordeste apresentando quase 30 milhdes de cabecas e o Estado da
Bahia representando um terco do efetivo da regido (IBGE, 2012). Atualmente, o Brasil ocupa
a 42 posicdo na producdo mundial de leite, ultrapassando a marca de 32 bilhdes de litros,
ficando atras somente dos Estados Unidos, India e China, ultrapassando a Rssia
(EMBRAPA, 2013a). A Bahia apresentou um volume de producdo de aproximadamente 1,1
bilhdes de litros em 2012 com um efetivo de 2 milhdes de vacas ordenhadas no mesmo ano
(IBGE, 2012).

Em 2012 o consumo de lacteos cresceu 2,6%. Dentre os lacteos, o leite fluido (cru,
pasteurizado ou UHT) e em po, representam 68% do consumo. Com isso, o Brasil se destaca
no consumo de leite fluido, ocupando a 42 colocago, atras apenas de India, Estados Unidos e
Paquistdo (EMBRAPA, 2013b).

Em 2013, o Brasil industrializou cerca de 24 bilhdes de litros de leite cru (resfriado ou
ndo), segundo a Pesquisa Trimestral do Leite. Ainda segundo a pesquisa, a Bahia
industrializou aproximadamente 295 milhdes de litros de leite no mesmo ano (IBGE, 2013).

Apesar de o Brasil apresentar grande rebanho leiteiro, sua produtividade ainda € baixa
(1,382 t/cabeca/ano), comparada com paises como Alemanha (7,236 t/cabeca/ano) e Estados
Unidos (9,678 t/cabeca/ano). A Alemanha apresenta um rebanho 6 vezes menor que o
brasileiro, mas, ainda assim, apresenta grande volume de producdo, devido a sua alta
produtividade. O mesmo ocorre com os Estados Unidos, que mesmo apresentando rebanho
pequeno em relacdo ao brasileiro, € o lider mundial na producéo de leite. No entanto, estudos
indicam que apesar da produtividade do rebanho leiteiro brasileiro ainda ser baixa quando
comparada com outros paises, tem evoluido ao longo dos anos e contribuido para os

incrementos crescentes na producdo do pais (EMBRAPA, 2013c).
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2.2 Composicgdo e Caracteristicas Fisico-Quimicas do Leite

O leite € um produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias bem-
alimentadas e descansadas, sendo descrito como produto da secrecdo das glandulas mamarias
das fémeas dos mamiferos. Entende-se como leite cru refrigerado, o leite mantido em
temperaturas de 7 a 10°C, transportado da propriedade rural ao estabelecimento industrial
adequado para ser processado, em caminhdo tanque. Na Tabela 1 podemos encontrar 0s
requisitos minimos de qualidade que o leite deve apresentar, incluindo teor minimo de 3,0
0.100 g™ de matéria gorda e minimo de 2,9 g.100 g™* de proteinas (BRASIL, 2011).

Tabela 1 Requisitos fisicos e guimicos do leite cru refrigerado.

Requisitos Limites
Matéria Gorda, g/100 g Teor original. Com 0 minimo de 3,0
Densidade relativa a 15/15°C g/mL 1,028 2 1,034
Acidez titulavel, g acido latico/100 mL 0,14a0,18
Extrato seco desengordurado, g/100 g Min. 8,4
indice Crioscopico -0,530°H a -0,550°H (equivalentes a -
0,512°C e a -0,531°C)
Proteinas, g/100 g Min. 2,9

Fonte: Brasil (2011)

O leite é composto por agua, glicidios (basicamente lactose), gordura, proteina
(principalmente caseina e albumina), minerais e vitaminas, sendo produzido na glandula
maméria. E considerado como uma emulsdo de glébulos de gordura e uma suspensdo, em fase
aquosa, de micelas de caseina (caseina, calcio, fosforo), com moléculas de lactose em
solucdo, proteinas do soro do leite e alguns minerais (GONZALEZ, 2001).

Apo6s a fase colostral, o leite apresenta caracteristicas fisico-quimicas quase
constantes. No entanto, fatores como alimentacdo, estdgio de lactacdo, raca, doencas,
medicacdo, idade e, individualidade do animal, provocam alteracdes em seus constituintes
(JENSEN, 1995).

O leite é composto por aproximadamente 87% de agua e 13% de elementos solidos,
(lipidios 4,0%, proteinas 3,3%, lactose 4,6% e minerais 0,7%) (WALSTRA et al., 2006),
contudo esta composicéo varia (Tabela 2).

Como se observa na Tabela 2, as caracteristicas do leite no Brasil (SANTOS et al.,

2001; OLIVEIRA, 2010; AQUINO et al., 2007), quando comparadas com a literatura
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internacional (CEBALLOS et al., 2009; HARDING, 1995; AMIOT, 1991) s&o similares.
Assim, no Brasil o teor de gordura varia entre 3,1% e 3,9%, a proteina entre 3,4% e 3,5%, a
lactose entre 4,6% e 5% e a agua entre 87% e 88%. Por sua vez, no exterior a gordura varia
entre 3,4% e 3,7%, a proteina entre 2,8% e 3,4%, a lactose entre 4,5% e 4,8% e a 4gua entre
87% e 89%.

Tabela 2 Principais componentes do leite de vaca

Componentes (%)

Fonte ~
Agua Gordura Proteina Lactose
Brasil
Santos e outros (2001) 87 3,9 34 4,8
Oliveira (2010) 87 3,8 3,5 5,0
Aquino e outros (2007) 88 3,1 34 4,6
Exterior
Amiot (1991) - 3,7 3,4 4,8
Ceballos e outros (2009) 89 34 2,8 4,5
Harding (1995) 87 3,9 3,2 4,6
2.3 Queijos
Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL,
1996):

“Entende-se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacao
parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica do coalho, de enzimas
especificas, de bactéria especifica, de acido organicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados,
substancias aromatizantes e matérias corantes.”

Ainda, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos
(BRASIL, 1996), estes sdo classificados quanto ao conteido de matéria gorda e umidade
(Tabela 3).

14



Tabela 3 Classificacdo dos queijos quanto a matéria gorda e umidade.
Classificagdo em

Matéria gorda Porcentagem
Extra gordo ou duplo creme >60
Gordos 45-59,9
Semigordo 25-44,9
Magros 10-24,9
Desnatados <10
Umidade Porcentagem
Baixa umidade <35,9
Média umidade 36-45,9
Alta umidade 46-54,9
Muito alta umidade >55

Fonte: Brasil (1996)

Assim, de acordo com a matéria gorda, os queijos podem ser classificados como extra
gordo ou duplo creme quando apresentam teor de gordura igual ou superior a 60%; 0s queijos
gordos devem apresentar teor de gordura entre 45% e 59,9%; semigordos, gordura entre 25%
e 44,9%; magros, gordura entre 10% e 24,9% e os desnatados com gordura inferior a 10%.

Por sua vez, a umidade também participa da classificacdo. Dessa forma, quando a
umidade é menor que 35,9% estes sao classificados como de baixa umidade; média umidade
guando a umidade esta entre 36% e 45,9%; alta umidade, quando a umidade esta entre 46% e

54,9% e muito alta umidade, quando a umidade é maior que 55%.

2.3.1 Queijo Minas Frescal

Dentre os produtos de laticinios fabricados no Brasil o queijo Minas Frescal é um dos
mais difundidos, e, devido a facilidade na sua fabricacéo, pode ser encontrado em todo o pais.
(FURTADO et al., 1980).

O queijo Minas Frescal é um queijo fresco obtido por coagulagdo enzimatica do leite
com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou ndo com acéo de
bactérias lacticas especificas. Classifica-se como queijo semigordo de alta umidade a ser
consumido fresco, de consisténcia branda e macia, com ou sem olhaduras mecanicas, de cor
esbranquicada, de sabor suave a levemente acido, sem ou com crosta fina, de forma cilindrica
e com peso de 0,3 a 5 Kg, a ser consumido fresco (BRASIL, 1997a). Em 2004, por meio da
Instrucdo Normativa n® 44, o Ministério da Agricultura, (BRASIL, 2004), corrigiu a
classificacdo da umidade, considerando como queijo semigordo (25 a 44% de gordura no

extrato seco) de muito alta umidade (ndo inferior a 55%).
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Elaborado a partir do leite, sua principal caracteristica é o sabor pouco &cido. Queijos
frescos, brancos e leves que sdo submetidos a um processamento minimo antes de serem
embalados sdo altamente pereciveis e por isso, apresentam vida util curta, em torno de 9 dias,
mesmo sob refrigeracdo (HOFFMAN et al., 2002, SILVA et al., 2003; PERRY, 2004).

Para manter sua alta concentracdo de umidade, durante a sua elaboracdo a coalhada é
cortada em cubos muito grandes, portanto com pouca separagdo do soro (FURTADO, 2005).
Durante a comercializacdo, é comum a observacdo de deposito de soro exsudado na
embalagem do queijo Minas Frescal, isso devido a sua alta umidade e por ndo ser prensado
(PINTO et al., 2011). Desta forma, a refrigeracdo durante sua comercializacdo € um fator
importante.

Com a evolucdo das técnicas industriais, a tecnologia de fabricacdo do Minas Frescal
sofreu modificacdes, visando tanto a melhoria da qualidade do produto, quanto o aumento no
rendimento. Dentre estas modificacOes estdo a fabricacdo com leite pasteurizado, o uso de
cloreto de célcio e emprego de culturas laticas (FURTADO et al., 1980).

2.3.2 Queijo Mucarela

Entende-se por Queijo Mugarela, o queijo obtido por meio da coagulagéo do leite com
coalho e/ou outras enzimas coagulantes, formando uma massa acidificada, que pode ser
complementada ou ndo pela acdo de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1996).

Em funcdo do teor de umidade (méximo de 60%) e matéria gorda em extrato seco
(minimo de 35%) é classificado em meédia, alta ou muito alta umidade e extragordo, gordo a
semigordo, segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Queijos (BRASIL,
1996; BRASIL, 1997c).

Devido a grandes variacGes nos métodos de fabricacdo, a Mucarela do Brasil possui
uma composic¢do fisico-quimica bastante irregular. Isso se deve a falta de padrfes legais. A
sua composicao varia, em média, de cerca de 43% a 46% de umidade e entre 40% a 45% de
gordura no extrato seco (GES) (FURTADO, 1997).

A fabricacdo do queijo Mucarela teve inicio em meados do século XVI, na Itdlia. Era
fabricado exclusivamente com leite de bufala, porém devido a escassez dessa matéria prima, a
Mugarela comecgou a ser fabricada misturando ao leite de bufala, o leite de vaca. Aos poucos a

fabricacdo do queijo, comecou a ser feita exclusivamente com o leite de vaca. E um queijo
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macio, ndo maturado, levemente salgado, branco ou levemente amarelado, podendo ser
encontrado em diversos formatos e tamanhos (CANSIAN, 2005).

Segundo Perry (2004), o queijo Mucarela é produzido com leite pasteurizado, com
teor de gordura normalizado. Passa pela operacdo de filagem, onde a massa, ap0s a
dessoragem, € fatiada, aquecida e misturada até formacdo de um bloco liso e homogéneo de
consisténcia firme. Apresenta variagdo quanto ao peso e formato, devendo ser mantido sob
refrigeracdo, em temperaturas de até 10 °C.

Estes produtos lacteos, além de serem preparados de leites de diferentes ruminantes,
podem ser fabricados de acordo com procedimentos tradicionais (culturas naturais ou adi¢éo
de fermento) ou usando leite pasteurizado e fermentos comerciais de bactérias lacteas. Além
disso, 0 queijo Mucarela é também conhecido por ser produzido por acidificacdo direta com

acido lactico, acido citrico ou glucano-d-lactona (PARENTE et al., 1997).

2.3.3 Queijo Prato

O queijo Prato € um queijo maturado muito consumido no Brasil, principalmente
como ingrediente em lanches. E um queijo gordo, de média umidade, que apresenta massa
semicozida e lavada, o que lhe confere consisténcia semidura e elastica. Geralmente ¢ um
queijo fechado, porém, pode apresentar olhaduras (buracos no queijo). Pode ser apresentado
com outras denominacdes de acordo com o seu formato: retangular (Lanche), cilindrico
(Cobocd), redondo (Prato Bola), quadrado com 5 a 6 quilos (Estepe) (BRASIL, 1997b).

Foi introduzido na regido sul de Minas Gerais, por imigrantes dinamarqueses, sendo
originado dos queijos de massa lavada Dambo dinamarqués e Gouda holandés. No Brasil,
foram feitas algumas adaptacdes em relacdo aos queijos que lhe deram origem, o que lhe
confere algumas diferencas de sabor e textura (GARCIA et al.,, 2009). A tecnologia
empregada para a elaboracdo do queijo Prato, com algumas adaptacOes, utiliza leite
pasteurizado, adicdo de ingredientes (coalho e fermento), coagulacdo, corte da coalhada,
aquecimento da massa até 41°C, dessoragem, prensagem, corte da massa e enformagem
(FURTADO; WOLFSCHOON-POMBO, 1979).

Segundo Dender e outros (1986), um aspecto muito importante na fabricacdo do
queijo Prato é o processo de maturacdo, pois & nessa etapa que o produto adquire as suas
caracteristicas sensoriais peculiares. Realizada em condi¢fes de temperatura e umidade

controladas, ocorrem nesta fase reagdes bioquimicas que conferem alteracfes de sabor, odor,
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textura e consisténcia dos queijos novos, transformando-os em um produto macio e de odor e

sabor caracteristicos.

2.4 Colesterol

O colesterol é um esteroide obtido por meio da ingestdo de alimentos de origem
animal ou por sintese enddgena (responsavel por fornecer aproximadamente 70% do
colesterol do organismo humano). E um constituinte estrutural de todas as membranas
celulares, precursor dos &cidos biliares, horménios e de vitamina D. Os principais 6rgaos
responsaveis pela sua producdo sdo o figado e o intestino (BRAGAGNOLO, 2001;
VARGAS, 2009).

No leite, o colesterol situa-se na membrana que envolve o glébulo de gordura,
constituindo o principal esteroide do leite. O colesterol é introduzido no leite durante a
pinocitose das goticulas lipidicas e através da membrana plasmatica dentro do lumen do
alvéolo. Devido a sua presenca na membrana do globulo de gordura, sua concentracdo no
alimento lacteo esta relacionada com o conteudo de gordura (FENNEMA, 2000).

Segundo Saldanha, Mazzalli e Bragagnolo (2004), a média dos teores de colesterol
obtidos pelos métodos enzimatico e cromatogréfico é de 9,7 mg.100 g™* para amostras de leite.
Bauer et. al. (2014) encontrou valores de colesterol entre 4,28 a 8,87 mg.100 mL™ de
colesterol no leite cru. Amaral e outros (2008) relatam valores variando entre de 11,2 mg.100
mL™ e 9,6 mg.100 mL™, em bovinos europeus.

O corpo humano necessita de pequenas quantidades de colesterol, pois este participa
de importantes fungdes biologicas como a sintese de hormonios. No entanto, altas
concentragdes no sangue aumentam o risco de doencas cardiacas (PUOCI et. al., 2008). Por
esse motivo, a presenca do colesterol na dieta humana tem chamado a atencdo. O colesterol
tem sido relacionado como sendo um dos fatores que levam a formacgéo da arterosclerose em
humanos (LARSEN, 2012).

Segundo a tabela “Dietary Reference Intakes: Macronutrients” da USDA (USDA,
2014), ndo existe uma quantidade diaria estabelecida para o colesterol, porém, a ingestao deve
ser minimizada por meio de uma dieta nutricionalmente adequada. Ja a FDA (FDA, 2014),
por meio do CFR (Code of Federal Regulations Title 21), preconiza que o valor diério para a
ingestdo de colesterol em uma dieta de 2000 calorias deve ser de até 300 mg. Um copo de

leite integral contém aproximadamente 30 mg de colesterol, enquanto em leites com 2% de
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gordura e em leites desnatados o contetdo é de 15 e 7 mg/copo, respectivamente. Sendo
assim, produtos derivados do leite sdo uma fonte moderada de colesterol (INSTITUTE OF
MEDICINE OF THE NATIONAL ACADEMIES, 2005).

Embora o colesterol seja sintetizado na sua maior parte no interior do corpo, as fontes
alimentares podem contribuir para o valor total na célula. Entdo, o conhecimento do valor de
colesterol presente nos alimentos para uma melhor selecdo pode ser uma alternativa para
reduzir a concentracao de colesterol total no corpo. Dessa forma, o alto consumo de produtos
lacteos no mundo ocidental representa uma fracdo consideravel do colesterol dietético
(LARSEN, 2012).

2.5 Oxidacéo do colesterol

O colesterol, por ser um alcool insaturado, estd suscetivel a oxidacdo, sendo este
processo influenciado por varios fatores, como a presenca de luz, oxigénio e temperatura. A
formacdo de oxidos de colesterol (OsC) esta relacionada com diversas atividades bioldgicas
como disturbio do metabolismo do colesterol, processos citotoxicos, angiotoxicos,
aterogénicos, mutagénicos e carcinogénicos (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO,
2002; OSADA et. al., 1993; RAZZAZI-FAZELIA; KLEINEISENB; LUFB, 2000).

Alguns éxidos de colesterol sdo produzidos de forma enddgena nos tecidos humanos
durante a conversdo em &cidos biliares e hormonios esteroides. Possuem estrutura semelhante
a do colesterol, no entanto, apresentam um grupo funcional adicional que pode ser uma
hidroxila, cetona ou um grupo ep6xido, no nucleo esteroidal ou na cadeia lateral da molécula
(SAVAGE; DUTTA; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002). Os oxidos de colesterol também
podem ser encontrados nos alimentos, principalmente naqueles com alto teor de colesterol,
produzidos por mecanismos nao-enzimaticos, conhecidos como auto-oxidacdo, peroxidacao
lipidica e oxida¢do fotoquimica, sendo a auto-oxidacao o mais significativo.

A auto-oxidacao do colesterol inicia-se pela formacéo de um radical livre no carbono
alilico na posicdo 7, devido a radiacdo ou outros radicais. Este radical reage com o oxigénio
molecular triplete formando peroxidos. A auto-oxidacdo do colesterol se assemelha a
oxidacéo lipidica, devido a formagéo de perdxidos e outros produtos de degradacéo, através
de reacbes com radicais livres (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002;
GUARDIOLA et al., 1995).
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A peroxidacéo lipidica forma os mesmos Oxidos de colesterol que a auto-oxidagéo no
anel B do colesterol (7-OH, 7-cetocolesterol, 5,6-epoxido e Triol). O inicio da peroxidagédo
estd vinculado a processos oxidativos formando hidroperoxidos ou peroxidos ciclicos dos
lipidios capazes de iniciar a oxidagdo do colesterol, 0 que a diferencia da auto-oxidacdo
(GUARDIOLA et al., 1995).

Na oxidag&o fotoquimica o colesterol é oxidado pelo oxigénio molecular singlete. Os
alimentos absorvem energia em forma de radiacdo, que é transferido para o oxigénio triplete,
dando origem a uma forma mais ativa de oxigénio, o oxigénio singlete. Assim, formam-se
hidroperdxidos que se decompbem, gerando o 7-cetocolesterol e o 7-OH (MORALES-
AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002).

Os humanos podem absorver os Oxidos de colesterol atraves da alimentagdo, sendo
encontrados principalmente em produtos de ovos, carneos, lacteos e marinhos, porém foi
observado que alimentos frescos apresentam apenas tragos ou ndo apresentam esses
compostos (ANGULO et al., 1997; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002;
RAZZAZI-FAZELIA; KLEINEISENB; LUFB, 2000). Sendo o processo de aquecimento o
mais utilizado em processamento de alimentos, torna-se importante o estudo deste efeito sobre
a formacdo dos 6xidos de colesterol. Estudos tém demonstrado que esses compostos sdo mais
perigosos para as células arteriais que o colesterol, estando diretamente ligados a
aterosclerose, doencas coronérias e atividade mutagénica (ALINA et al., 2012; OSADA et al.,
1993; RAZZAZI-FAZELIA; KLEINEISENB; LUFB, 2000; MORALES-AIZPURUA;
TENUTA-FILHO, 2002; NOUROOZ-ZADEH; APPELQVIST, 1988).

2.6 Oxidos de Colesterol

Mais de 80 produtos da oxidacdo do colesterol foram identificados, sendo o 7-
cetocolesterol, o 20-hidroxicolesterol, o 25-hidroxicolesterol, o 7a-hidroxicolesterol, 7f-
hidroxicolesterol, os 5,6-colesterol-epoxidos (a. ¢ B) e o colestanotriol, 0S mais comumente
encontrados nos alimentos (Figura 1) (ALINA et al., 2012; ANGULO et al., 1997;
MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002). De uma forma geral, o 7-cetocolesterol
ocorre em concentracfes mais altas em muitos alimentos, em funcdo disso, tem sido
considerado como possivel indicador da oxidacdo do colesterol (TENUTA-FILHO et al.,
2003; MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2002).
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Figura 1. Estrutura dos principais 6xidos de colesterol encontrados em alimentos.
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Fonte: SAVAGE, DUTTA, RODRIGUEZ-ESTRADA (2002).

O 7-cetocolesterol € formado durante 0 aquecimento dos isémeros a e¢ B do 7-
hidroperoxicolesterol (Figura 2), bastante encontrado nos alimentos, o que provoca sua
desidratacdo (TAI; CHEN; CHEN, 1999). Em funcéo disso, tem sido proposto usa-lo como
indicador da oxidag&o do colesterol (MORALES-AIZPURUA; TENUTA-FILHO, 2005).
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Figura 2 Formagao do 7-cetocolesterol.
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Fonte: BOSINGER; LUF; BRANDL (1993).

2.7 Oxidos de Colesterol em Leites e Derivados LAacteos

O leite e seus derivados lacteos participam de um importante grupo na nutricdo
humana. Além de poderem ser consumidos puros, podem fazer parte como ingredientes de
grande variedade de refeicdes.

Em geral, os produtos lacteos representam uma modesta fonte de dxidos de colesterol
na dieta humana. Os 6xidos 25-hidroxicolesterol, os epimeros de 7-hidroxicolesterol (a e B), o
7-cetocolesterol, os 5,6-colesterol-epoxidos (a e B) e o colestanotriol (Triol) s@o os detectados
em maior quantidade (HUR; PARK; JOO, 2007; NOUROOZ-ZADEH; APPELQVIST, 1988)

O leite fresco e produtos lacteos frescos apresentam baixa probabilidade de formacao
de dxidos de colesterol, uma vez que o meio € liquido e o teor de oxigénio é baixo (HUR;
PARK; JOO, 2007). Os produtos lacteos podem apresentar uma resisténcia consideravel a
auto-oxidacdo do colesterol, mesmo apds um prolongado periodo sobre condi¢fes adversas.
Isso pode ser possivel devido as caracteristicas de baixa transi¢cdo do contetdo de metais,
baixo nivel de colesterol e gordura saturada (ADDIS; PARK, 1992; ANGULO et al, 1997).

Entretanto, o leite e os produtos lacteos sdo submetidos a diferentes operagdes durante

0 Seu processamento, o que pode incluir tratamentos térmicos moderados ou severos, podendo
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levar a indesejaveis mudangas nos lipidios ou proteinas. Varia¢cBes no tratamento térmico
podem levar a producdo de 6xidos de colesterol em produtos lacteos (AL-ROWAILY, 2008).
Estudos indicam a formacdo, mesmo que peguena de 6xidos de colesterol em leite aquecido a
diferentes bindmios de tempo e temperatura, variando de pasteurizacdo a UAT (Ultra Alta
Temperatura), assim como em queijos e manteigas submetidos a altas temperaturas durante o
processamento apresentaram uma quantidade detectavel de 6xidos de colesterol (SIEBER,
2005; AL-ROWAILY, 2008; SAVAGE; DUTTA; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002;
NOUROOZ-ZADEH; APPELQVIST, 1988). O 7-cetocolesterol foi encontrado em maior
concentra¢do em produtos de leite em pd do que em gema de ovo em pé (HUR; PARK; JOO,
2007).

Vaérios estudos foram feitos em relacdo a formacdo de Oxidos de colesterol em
produtos lacteos submetidos a agquecimento apds 0 seu processamento, como queijos
derretidos e manteigas aquecidas a diferentes temperaturas (NOUROOZ-ZADEH,;
APPELQVIST, 1988; ROSE-SALLIN et al, 1997; HUR; PARK; JOO, 2007;
FINOCCHIARO; LEE; RICHARDSON, 1984). No entanto, ndo foi encontrada nenhuma
referéncia a influéncia do processamento durante a fabricacdo dos produtos lacteos. Os trés
tipos de queijos estudados no presente trabalho apresentam diferentes formas de

processamento, sendo estes estudados.

2.8 Métodos de Determinagcéo de Colesterol e seus Oxidos

Varios tém sido os estudos sobre a determinacdo de colesterol em alimentos.
Colorimetria, cromatografia gasosa (CG) com ou sem a combinagdo com espectrometria de
massas e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo alguns dos métodos mais
utilizados (PUOCI, et. al., 2008; LARSEN, 2012).

A andlise por cromatografia gasosa foi utilizada por bastante tempo como a melhor
metodologia para a determinacdo de colesterol em alimentos. Essa analise exige a extracdo
dos lipidios, saponificacdo e derivatizacdo. No entanto, as etapas de extracdo e saponificacao
sdo complexas e os reagentes da derivatizacao sdo instaveis. Além disso, o colesterol pode ser
destruido termicamente devido as altas temperaturas exigidas durante a separacdo na CG,
podendo, ainda, formar compostos indesejaveis (OH; SHIN; CHANG, 2001; BAUER et. al.,
2014).
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Dessa forma, a determinacdo de colesterol por CG foi gradualmente substituida por
CLAE. Apesar da fraca absorcao do colesterol em baixos comprimentos de onda, diminuindo
a deteccdo e dificultando a quantificacdo, além de elevados volumes de solventes para analise,
a preparacdo da amostra para utilizacdo na CLAE é mais simples, podendo utilizar
basicamente saponificacdo e escolha de solventes de extragdo (BAUER et al., 2014; OH,;
SHIN; CHANG, 2001). Além disso, a CLAE utiliza temperaturas menores e tempos mais
curtos de analise (MAZALLI et al., 2006).

A determinacdo simultadnea do colesterol e seus Oxidos € complexa, principalmente
devido a instabilidade do colesterol e a estrutura dos 6xidos de colesterol ser bastante similar
a do colesterol. Com isso, os métodos devem ser desenvolvidos criteriosamente para que haja
maior deteccdo dos compostos e reducdo do aparecimento de compostos indesejaveis. Alguns
estudos podem ser encontrados na literatura para a determinacdo simultanea do colesterol e
seus oxidos, atraves de CLAE com diferentes alternativas de extracdo (BAUER et al., 2014;
AHN et al., 2012; MAZALLI et al., 2006).
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtencao das Amostras

Foram obtidas amostras de leite e queijo de dois laticinios. As amostras do queijo
Minas Frescal e seu respectivo leite (cru e pasteurizado) foram obtidos no municipio
Itapetinga-BA, nos meses de setembro e outubro. Os queijos Mucarela e Prato e seus
respectivos leites (cru e pasteurizado) foram obtidos em um laticinio na cidade de Nova
Venécia-ES, no més de outubro. Para a obtencdo das amostras do leite pasteurizado, a adicao
dos ingredientes coalho e fermento foram atrasados, sendo adicionados quando os tanques ja
estavam com um pouco mais de 50% de sua capacidade. Foram coletadas 3 repeti¢cbes dos
leites e queijos e as analises feitas em triplicata.

Apos a obtencdo das amostras de leite, as mesmas foram armazenadas em recipientes
apropriados, previamente higienizados. Destas amostras foram feitas anélises fisico-quimicas
e, em seguida, foram congeladas. As amostras de queijo foram coletadas ja embaladas, sendo
entdo congeladas até o momento das analises, excluindo, dessa forma, o periodo de
maturagdo. Os experimentos foram realizados na Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, Campus Juvino Oliveira, em Itapetinga-BA, nos laboratérios LAPRON (Laboratorio
de Pesquisa de Produtos Naturais)), CEACROM (Centro de Estudos e Anélises

Cromatograficas) e Laboratorio de Leite.

Figura 3. Fluxograma de obtencéo das amostras.
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3.2 Processamento dos Queijos

Na tabela 4 encontram-se as condicdes de processamento dos queijos Prato, Mucarela

e Minas Frescal.

Tabela 4 CondicGes de processamento dos queijos Prato, Mugcarela e Minas Frescal

Variaveis Queljos

Prato Mugcarela Minas Frescal
Temperatura do leite 32°C 33°C 33°C
Temperatura de aquecimento 41°C 41°C 36°C
Tempo de coagulacédo 40 min. 30 min. 30 min.
Tempo de mexedura 20 min. 15 min. 15 min.
NUmero de graos 03 02 02
Tempo de prensagem 17 min. 15 min. -
Temperatura de filagem - 87°C -
Tempo de filagem - 3 min. -
Tempo total 1h30min 1h15min 1h

3.3 Analises Fisico-Quimicas do Leite

Todas as analises foram realizadas em triplicata e seguiram as metodologias descritas
por BRASIL (2006).

3.3.1 Acidez Titulavel

Foram transferidos 10 mL da amostra para o béquer e adicionados 4 - 5 gotas da
solucdo de fenolftaleina a 1 % e titulado com a solucdo Dornic, até aparecimento de coloracéo
rosea persistente por aproximadamente 30 segundos. Os célculos foram realizados de acordo
com a Equagéo 1:

Equacéo 1: Acidez (°Dornic) =V x fx 10
Onde:

V = volume da solucédo de hidroxido de sodio 0,1 N gasto na titulacdo, em mL;
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f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,11 N ou N/9.

10 = transformacdo de &cido latico para grau Dornic.

3.3.2 Densidade

Foram transferidos para uma proveta cerca de 500 mL de leite evitando incorporagéo
de ar e formacéo de espuma, e em seguida introduzido o termolactodensimetro perfeitamente
limpo e seco na amostra, deixando flutuar por 1 a 2 minutos. Foi feita a leitura da densidade

na cuspide do menisco.

3.3.3 Depressao do Ponto de Congelamento

A determinacdo do indice crioscopico foi realizada em crioscépio eletrénico
digital (Marca LAKTRON). Foi realizada a calibragdo com os padres na mesma temperatura
das amostras. Para a realizacdo de cada teste, foram colocados 2,5 mL de leite em um tubo de
ensaio especifico do aparelho de crioscopia. Apds um periodo de leitura, o crioscopio indica o

indice medido na escala Hortvet.

Equivaléncia entre as escalas Hortvet (°H) e Celsius(°C)
T(°C) = 0,9656 x T(°H)
T(°H) = 1,0356 x T(°C)

3.3.4 Teor de Gordura

Foram adicionados ao butirbmetro 10 mL da solucdo de acido sulfurico e 11 mL de
amostra homogeneizada, lentamente e pela parede deste, para evitar sua mistura com o acido.
Foi acrescentado 1 mL de alcool isoamilico. O butirdmetro foi agitado de modo a promover a
mistura completa dos liquidos no interior do aparelho, tomando precaucGes para evitar
acidentes e mantendo o polegar sobre a tampa. A amostra foi centrifugada durante 5 minutos
de 1000 a 1200 rpm e transferida para banho-maria a 65 °C por 5 minutos. A leitura da
porcentagem de gordura foi feita diretamente na escala do aparelho e na base do menisco

formado pela camada de gordura, imediatamente apds retirar o aparelho do banho-maria.
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3.3.5 Extrato Seco Total e Desengordurado

O extrato seco total foi determinado através da utilizacdo do disco de Ackermann por
meio dos valores de densidade e do teor de gordura. Obteve-se a porcentagem de extrato seco
desengordurado, subtraindo da porcentagem de extrato seco total a porcentagem de gordura

da amostra.

3.4 Analises Fisico-Quimicas dos Queijos

Todas as andlises foram realizadas em triplicata e seguiram as metodologias descritas
por BRASIL (2006).

3.4.1 Umidade

Cadinhos foram secos em estufa a 102 £ 2 °C durante 1 hora. Foram esfriados em
dessecador e pesados. Foram pesados 5 gramas da amostra e levada para a estufa a 102 + 2 °C
por 3 horas, quando se efetuou a primeira pesagem. Apos esse tempo, as pesagens passaram a
ser realizadas de hora em hora até massa constante. Posteriormente, os cadinhos com as
amostras foram resfriados em dessecador e logo apds pesados. Os célculos foram realizados

de acordo com a Equacao 2:

Equacéo 2: % umidade e volateis = 100 x m m'% solidos totais = 100 - % umidade e volateis

Onde: m = perda de massa em gramas; m' = massa da amostra em gramas.

3.4.2 Cinzas

Foram utilizados os cadinhos com as amostras da analise de umidade. Os cadinhos
com as amostras previamente pesadas foram incinerados por 3 horas ou até obtencdo de
cinzas totalmente brancas. Os cadinhos foram esfriados em dessecador e pesados. Os célculos
foram realizados de acordo com a Equacéo 3:

Equacdo 3: % cinzas = (m; - my) x 100 m,
Onde:

m, = massa do cadinho com amostra apds incineragdo, em gramas;

28



m; = massa do cadinho vazio, em gramas;

M, = massa da amostra, em gramas.

3.4.3 Teor de Gordura

Foram pesados exatamente 3 g da amostra homogeneizada diretamente no copo do
butirdmetro e acoplado a parte inferior de forma a ficar bem vedado. Em seguida foram
adicionados cerca de 5 mL de agua, 10 mL da solucdo de acido sulfurico e 1 mL de alcool
isoamilico. O butirémetro foi transferido para banho-maria a 65 °C para auxiliar na dissolucéo
da amostra. O butirdbmetro foi tampado e agitado até total dissolucdo da amostra e adicionou-
se dgua até a ultima marcacao deste. A amostra foi centrifugada por 10 minutos a 1200 rpm e

lida a porcentagem de gordura diretamente na escala do butirémetro.

3.4.4 Nitrogénio Total

Foi utilizado o procedimento de Micro-Kjeldahl. Para a digestdo ou mineralizacéo, foi
pesado em balanga analitica 0,25 g da amostra e transferida para tubo de Kjeldahl. Utilizou-se
2,5 g de mistura catalitica e 7 mL de &cido sulfurico p.a.. A mistura foi aquecida em bloco
digestor, aumentando gradativamente a temperatura gradativamente até atingir 400°C.
Quando o liquido se tornou azul-esverdeado, esperou-se esfriar e foi acrescentado 10 mL de
agua. A mistura foi entdo destilada, acrescentando-se NaOH 50%, e misturado em um
erlenmeyer contendo 20 mL de solucdo de &cido borico a 4% com 4 a 5 gotas de de solucao
de indicador misto até volume de 100 mL. A solucdo foi titulada com solucdo de acido
cloridrico 0,1 N até a viragem do indicador. Os célculos foram realizados de acordo com a

Equacéo 4 e Equacéo 5:

Equacdo 4: % nitrogénio total =V x N x f x 0,014 x 100 m

Equacdo 5: % protidios = % nitrogénio total x F

Onde:

V = volume da solucdo de &cido sulfurico 0,1 N, ou solucéo de acido cloridrico 0,1 N, gasto
na titulacao

apos a correcdo do branco, em mL;
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N = normalidade teorica da solucdo de &cido sulfurico 0,1 N ou solugdo de acido cloridrico
0,1N;

f = fator de correcdo da solucgéo de &cido sulfarico 0,1 N ou solucédo de acido cloridrico 0,1 N;
m = massa da amostra, em gramas;

F = fator de conversdo da relacdo nitrogénio/proteina, F = 6,38.

3.5 Determinacédo de Colesterol

3.5.1 Extragéo do Colesterol

A obtencdo da matéria insaponificavel foi realizada através da saponificacdo da
gordura do leite e queijo e posterior extragdo com hexano, segundo Saldanha e outros (2006),
com modificagdes baseadas em Saldanha, Mazalli e Bragagnolo (2004), sendo que todos 0s
reagentes utilizados nestas etapas foram de grau analitico.

Foram pesados aproximadamente 0,5 g das amostras de queijo e 10 mL das amostras
de leite. Nas amostras de queijo foram adicionados 4 mL de solucdo aquosa de KOH a 50% e
6 mL de alcool etilico; nas amostras de leite foram adicionados 8 mL de solucdo aquosa de
KOH a 50% e 12 mL de alcool etilico. As amostras foram agitadas em vortex por 1 minuto e
deixadas em repouso durante 22 horas no escuro a temperatura ambiente. Apds esse tempo,
foram adicionados 10 mL de agua destilada e 10 mL de hexano, nas amostras de leite,
seguindo 0 mesmo procedimento para as amostras de queijo, agitando em vortex por 5
minutos. Houve a separacdo de fases e foi coletada a fase hexanica, que foi seca em
evaporador rotatério a temperatura ambiente. Restando somente o extrato, este foi dissolvido
em 2 mL de fase movel (grau de pureza CLAE) e filtrado com filtro de seringa (0,45 pum),

sendo armazenados em ependorfs identificados até 0 momento da analise.
3.5.2 Andlise Cromatogréfica

Foi utilizado um cromatografo liquido Shimadzu, com sistema quaternario de
solventes, valvula de injecdo com al¢a de amostragem de 20uL, forno de coluna e detector de

arranjo de diodos. O colesterol foi separado em coluna analitica C1g (15 cm x 6 mm di X

5um). Foi utilizada solugéo de acetonitrila e isopropanol (85:15 v/v) como eluente, na vazéo
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de 2 mL.min™, sendo a temperatura do forno ajustada para 40 °C e o tempo de anélise de 12
min.

Os solventes utilizados foram grau cromatografico, filtrados e degaseificados antes do
uso. Os cromatogramas foram processados a 202 nm. O colesterol foi tentativamente
identificado atraves da comparacdo do tempo de retengdo dos picos das amostras com o do
padréo colesterol (Cholesterol, c6d. C8667 - Sigma-Aldrich®) e também pelo comprimento de
onda caracteristico de cada substancia. As injecGes foram realizadas em triplicata e as areas
dos picos do colesterol foram determinadas através do software LCSolution®.

A quantificacdo foi feita integrando-se as areas dos picos obtidos e calculada sua
concentracdo através de uma equacdo de reta obtida através da curva padrdo do padrdo de
colesterol, construida entre 2 e 2000 ppm.

A validacdo do método para a quantificacdo do colesterol e dxidos foi efetuada

anteriormente por Bauer (2013).

3.5.3 Identificacdo dos Oxidos de Colesterol

Foi realizada a identificacdo do colesterol e dos Oxidos tentativamente por meio da
comparacdo do tempo de retencdo dos picos das amostras com o tempo de retencéo dos picos
dos padrbes e também pelo comprimento de onda caracteristico de cada substancia. Os
cromatogramas foram processados a 227 nm para o 7-cetocolesterol. Utilizou-se o padrdo 7-
cetocolesterol (5-Cholesten-3B-ol-7-one, cod. C2394), da Sigma-Aldrich®.

3.6 Analises Estatisticas
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. Os dados obtidos para os leites
foram analisados por meio do teste t pareado através do pacote estatistico do Excel. Para os

queijos, foi utilizado o teste de média (Teste Tukey) a 5% de probabilidade através do
programa estatistico SAS (1996).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises do Leite

4.1.1 Analises Fisico-Quimicas

Na Tabela 5 estdo apresentadas as médias dos resultados das analises fisico-quimicas
dos leites cru e pasteurizado para fabricacdo do queijo Prato, Mucarela e Minas Frescal.
Observou-se redugéo no teor de gordura (p<0,05), provavelmente em fungdo da padronizacao
(3%) que o leite sofre antes da pasteurizacdo, para os leites para fabricacdo dos queijos Prato.

Ocorreu reducéo (p<0,05) nos valores do EST para 0 mesmo leite.

Tabela 5 Concentracdo média das variaveis fisico-quimicas dos leites cru e pasteurizado
para fabricacio do queijo Prato, Mucarela e Minas Frescal.

Variaveis Leite para fabricacdo do queijo Prato P
Cru (n=9) Pasteurizado (n=9)
Acidez (°D) 14,56 + 0,50 14,33 £ 0,47 0,6349
Densidade (15/15°C g/L) 1031,62 + 0,38 1031,27 £ 0,25 0,4226
Gordura (%) 3,49 £ 0,02 3,08 £0,08 0,0141
EST (%) 12,35+ 0,10 11,77 £ 0,15 0,0383
ESD (%) 8,85+ 0,10 8,68 £ 0,07 0,2028
Variaveis Leite para producdo do queijo Mucarela P
Cru (n=9) Pasteurizado (n=9)
Acidez (°D) 15,00 £ 0,00 15,00 £ 0,00 -
Densidade (15/15°C g/L) 1031,71 + 0,41 1031,18 £ 0,70 0,4631
Gordura (%) 3,37 £0,14 3,11+ 0,17 0,2196
EST (%) 12,22 + 0,26 11,78 £ 0,36 0,2969
ESD (%) 8,85+0,13 8,67 £ 0,20 0,4019
Variaveis Leite para producdo do queijo Minas Frescal P
Cru (n=9) Pasteurizado (n=9)
Acidez (°D) 15,00 £ 0,94 14,67 £ 0,94 0,4226
Densidade (15/15°C g/L) 1030,42 + 0,59 1029,36 + 1,12 0,1898
Gordura (%) 3,07+0,18 2,96 £ 0,05 0,4975
EST (%) 11,54 £ 0,34 11,14 £ 0,26 0,0809
ESD (%) 8,47 £ 0,18 8,18 £ 0,28 0,1370

EST: Extrato Seco Total; ESD: Extrato Seco Desengordurado.
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A legislacéo brasileira estabelece padrdes fisico-quimicos para o leite cru refrigerado e
para o leite pasteurizado, sendo, no minimo, 3% de gordura, acidez entre 14 e 18 °D,
densidade entre 1028 e 1034 g.L ™, no minimo 11,5% de EST e no minimo 8,4% de ESD
(BRASIL, 2011). Nota-se que todas as amostras, tanto de leite cru quanto de leite
pasteurizado, estdo dentro dos padrdes exigidos pela legislagdo vigente, com excegédo do teor

de gordura do leite utilizado para fabricar o queijo Minas Frescal.

4.1.2 Colesterol

Observou-se aumento no teor de colesterol (p<0,05) do leite cru para o leite
pasteurizado utilizado somente para a producdo do queijo Mucarela (Tabela 6). Entre os
tratamentos (leite cru e leite pasteurizado) nao foi verificada diferenca significativa (p>0,05).

A principal fonte de colesterol no leite sdo os globulos de membrana da gordura do
leite. Ao ser secretado pelas células alveolares do Ubere, o leite contém gotas de gordura
rodeadas por um complexo de membranas resultantes da parede epitelial (LARSEN et. al.,
2012).

Os leites utilizados para a fabricacdo dos queijos foram pasteurizados a uma
temperatura de 73°C/15s. Em estudo realizado por Osada e outros (1993), sobre a estabilidade
do colesterol durante o aquecimento foi demonstrado que o colesterol se mantém estavel
qguando submetido a aquecimento a temperaturas de até 100°C. Acima de 120°C o colesterol
foi totalmente degradado. Esses resultados indicam que o colesterol é raramente degradado

em temperaturas utilizadas convencionalmente para o cozimento.

Tabela 6 Teor de colesterol (mg.100mL™) nos leites cru e pasteurizado.

. Leite
Destino i Valor de P
Cru (n=9) Pasteurizado (n=9)
Prato 7,98%+0,40 8,09%+0,23 0,7374
Mucarela 7,46%+0,42 8,31%+0,59 0,0112
Minas Frescal 7.44°+0,62 8,31%+0,66 0,0600
Valor de P 0,4895 0,1726

Meédias seguidas de letras minasculas diferentes na mesma coluna diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo Teste de Tukey.
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Segundo Herzallah (2005) a pasteurizacdo aplicada ao leite ndo interferiu no contetdo
de colesterol do mesmo. Ainda segundo este estudo, a insignificante reducdo no teor de
colesterol observado se deve provavelmente a oxidacdo do colesterol ou formacdo de oxidos
de colesterol. Resultado semelhante foi encontrado por Al-Rowaily (2008).

Esperava-se que o teor de colesterol dos leites pasteurizados utilizados para a
fabricacdo dos queijos nédo sofresse modificagdo, em fungéo do que foi observado na literatura
(HERZALLAH, 2005; AL-ROWAILY, 2008), ou seja, a temperatura utilizada para a
pasteurizacdo foi inferior a temperatura em que foi observada total degradacdo do colesterol,
ou que houvesse uma pequena reducado, ja que o leite para a fabricacdo dos queijos antes de
ser pasteurizado passa por um processo de desnate, diminuindo o teor de gordura. No entanto,
0 conteudo de colesterol do leite pasteurizado para a producdo do queijo Mucarela aumentou
significativamente (p<0,05). Nao sendo encontrado justificativa para este resultado, indicando
assim a necessidade de novos estudos que busquem respostas para tal situagéo.

Segundo a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011)
desenvolvida pela Universidade de Campinas, a quantidade de colesterol para o leite de vaca é
de 10 mg.100 mL™ de leite, resultado superior ao encontrado neste trabalho em que o valor
encontrado para o leite cru foi em média de 7,63 mg.100 mL™ e para o leite pasteurizado foi
de 8,24 mg.100 mL™.

4.2 Analises dos Queijos

4.2.1 Analises Fisico-Quimicas

Os tratamentos exerceram efeitos sobre as variaveis estudadas, como esperado, visto
que a tecnologia de fabricacdo dos referidos queijos apresenta diferencas. Nao houve
diferenca significativa (p>0,05) para os parametros proteina e gordura no extrato seco (GES)
entre os trés queijos analisados (Tabela 7).

Os queijos apresentaram porcentagem de GES variando de 46,95% a 48,67%.
Segundo a legislacdo, o queijo Mucarela € classificado em relacdo ao teor de matéria gorda
como queijo extragordo, gordo a semigordo, com percentuais de gordura variando do minimo
de 25 a mais de 60% de gordura; o queijo Prato é classificado como queijo gordo, com
percentual de gordura variando de 45% a 59,9% e o Minas Frescal como um queijo
semigordo com percentual de gordura variando de 25% a 44,9%, sendo o Unico queijo no
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presente trabalho fora dos padrfes estabelecidos (BRASIL, 1997a; BRASIL, 1997b;
BRASIL, 1997c).

Tabela 7 Concentragdo media das variaveis fisico-quimicas dos queijos Mucarela, Prato
e Minas Frescal.

Queijo

Anélise P
Mucarela (n=9) Prato (n=9) Minas Frescal (n=9)

Proteina (%) 24432 +159 2267°+0,76 24,18+ 0,78 0,0510
GES (%) 46,95+ 1,58 48,44°+ 1,20 48,67% + 0,92 0,0983
Gordura (%) 27,082 +0,53 28,58 +0,34 22,17°+ 0,47 <0,0001
Umidade (%) 42,29°+ 0,97 40,97*+0,84 54,45° + 0,95 <0,0001
Cinzas (%) 4,06°+0,34  3,36°+0,33 3,07°+0,38 0,0014
EST (%) 57,712+ 0,97 59,03% + 0,84 45,56° + 0,95 <0,0001

EST: Extrato Seco Total; ESD: Extrato Seco Desengordurado; GES: Gordura no Extrato Seco. Médias
seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste Tukey.

Os queijos estudados apresentam classificacOes distintas em relacdo ao teor de
umidade, segundo a legislacdo. O queijo Minas Frescal foi o Unico que ndo se adequou ao
estabelecido, apesar de apresentar um valor bem préximo ao padrdo que é de valores maiores
que 55% para a classificacdo muito alta umidade. Os queijos Mucarela e Prato apresentaram
teores de umidade de 42,29% e 40,97%, respectivamente, sendo classificados como queijos
de média umidade (BRASIL, 1996).

O EST foi determinado por meio da subtracdo da parte inteira (cem por cento) pelo
percentual de umidade encontrado nas amostras. O queijo Minas Frescal apresentou o menor
EST, diferindo dos demais (p<0,05). Este resultado era esperado, ja que também houve
diferenca significativa (p<0,05) para o parametro umidade entre 0s mesmos queijos, além de

que este é um queijo de muito alta umidade.
4.2.2 Colesterol
O queijo Prato apresentou 0 maior teor de colesterol, quando comparado aos demais,

contudo, a relagdo colesterol/gordura ndo apresentou diferenca entre os queijos (p>0,05)
(Tabela 8).
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Tabela 8 Teores de colesterol (mg.100 g™) e relagéo colesterol/gordura (mg.g™) para os
queijos Mugarela, Prato e Minas Frescal.

o Queijo
Variaveis -
Mugarela Prato Minas Frescal
Colesterol (mg.100 g'l) 08,52°+ 6,46 111,50+ 7,04 78,75°+ 5,39 <0,0001

Colesterol/Gordura (mg.g™) 3,15+ 0,25 3,38%+ 0,26 3,07+ 0,21 0,082

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste
Tukey.

Segundo a TACO (2011) o contetdo de colesterol para o queijo Minas Frescal
encontrado foi de 62 mg.100 g™, valor inferior ao encontrado no presente trabalho. Bauer
(2013) encontrou valores ainda menores no seu trabalho, da ordem de 45 mg.100g™. Os
valores altos para as concentragdes do colesterol no queijo Minas Frescal pode estar atrelado
ao fato do queijo do presente estudo apresentar teor de gordura maior que nos outros estudos.
Ainda segundo a TACO (2011) o teor de gordura para o queijo Minas Frescal encontrado foi
de 20,2%, valor inferior ao encontrado para a média da gordura do queijo Minas Frescal no
presente trabalho. Segundo o INMETRO (2013), o queijo Minas Frescal apresentou teor de
gordura de 11,70% e concentracéo de colesterol de 41,43 mg.100 g™.

Valores diferentes sdo encontrados para a concentracdo de colesterol do queijo
Mucarela entre as tabelas da TACO (2011) e do INMETRO (2013), correspondente a 80 e
99,87 mg.100 g*, respectivamente. Ali e Abdel-Razig (2011), estudaram o efeito de
diferentes niveis de gordura no leite para a fabricacdo de Mucarela e o efeito do
armazenamento sobre o teor de colesterol do queijo e observaram aumento no contedo de
colesterol durante 30 dias de 46,25 para 61,72 mg.100 g™*. Nesse mesmo trabalho os teores de
gordura encontrados foram baixos, com média de 18,4%, o que reforca a ideia de que o
aumento no colesterol estd relacionado ao aumento do teor de gordura, assim como ao
processamento e tratamento aplicados na producdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Castiella e outros (2004) e Salem e Abeid (1997), que estudaram a reducéo
no conteddo de colesterol de queijos de cabra e vaca em funcéo de diferentes concentragdes
de gordura dos leites.

Trabalhos sobre o teor de colesterol em queijo Prato na literatura sdo escassos. Dentre
os trés queijos, o queijo Prato apresentou maior teor de colesterol, 111,50 mg.100 g*, o que
era esperado, ja que o conteudo de gordura foi superior aos outros queijos estudados.
Guilherme (2010) estudando a qualidade nutricional dos queijos nacionais, encontrou para o
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queijo Prato, teor de colesterol de 88,99 mg.100 g, sendo este a maior concentracio entre 0s
queijos estudados.

Neste mesmo estudo, Guilherme (2010) relata que o queijo Ricota apresentou maior
relagdo colesterol/gordura (4,94 mg.g™) que os queijos Mucarela e Prato, com valores de 2,36
e 2,94 mg.g™, respectivamente , apesar de apresentar menor teor de gordura total.

A relacdo colesterol/gordura dos queijos estudados no presente trabalho foi de 3,15,
3,38 e 3,07 mg.g ™ para os queijos Mucarela, Prato e Minas Frescal, respectivamente. Pode-se
observar que o queijo Minas Frescal apresentou menor teor de gordura que 0s queijos Prato e

Mugarela, no entanto, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre eles.
4.2.3 Oxidos de colesterol

Né&o foi detectada a presenca do Oxido 7-cetocolesterol nas amostras de queijo Prato
analisadas (Figura 4). Os picos dos cromatogramas do padrdo puro (Figura 4B) diferem do
pico observado nas amostras do queijo Prato (Figura 4C).

A temperatura de processamento da massa utilizada para a fabricacdo do queijo Prato
foi de 41 °C com um tempo de cozimento de 60 minutos (Tabela 4). Esta temperatura é
considerada baixa para determinar a oxidacdo do colesterol. O tempo de aquecimento pode
influenciar no aparecimento de 6xidos de colesterol, no entanto, este esta relacionado com as
temperaturas de aquecimento, podendo ser reduzido o tempo de aparecimento com a

utilizacdo de temperaturas mais altas (OSADA et. al., 1993).

Figura 4 Cromatogramas da amostra de queijo Prato com o padréo 7-cetocolesterol (A),
padrao do 7-cetocolesterol (B) e amostra de queijo Prato pura (C).
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O comportamento do queijo Mucarela foi 0 mesmo que o observado no queijo Prato,
ndo sendo detectada a presenca de oOxidos de colesterol no mesmo (Figura 5). Dentre o0s
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queijos avaliados, esperava-se que este apresentasse Oxidos em funcdo da filagem da massa,
necessaria para que a mesma adquira a consisténcia ideal. Esta filagem se da em &gua a 87° C,
por um tempo de aproximadamente 3 minutos.

Os efeitos sobre os oOxidos de colesterol em derivados lacteos surgem com
temperaturas acima de 120° C (OSADA et al., 1993), contudo, o tempo de exposi¢do a
temperatura pode elevar os éxidos de colesterol (HERZALLAH, 2005). A massa da mucarela
fica exposta a temperatura de 87° C, o que poderia exercer algum efeito sobre o teor de

colesterol. No entanto, nas condicdes deste estudo isto ndo foi demonstrado.

Figura 5 Cromatogramas da amostra de queijo Mugcarela com o padrao 7-cetocolesterol
(A), padréao do 7-cetocolesterol (B) e amostra de queijo Mucarela pura (C).
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Dentre os queijos estudados, 0 Minas Frescal € o Unico queijo fresco e ndo se esperava
gue 0 mesmo apresentasse 0xidos de colesterol (Figura 6), visto que produtos lacteos frescos
apresentam baixa probabilidade de formacdo de déxidos de colesterol (SAVAGE; DUTTA,;
RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002, HUR; PARK; JOO, 2007). Assim, 0 mesmo
comportamento dos demais queijos avaliados foi observado neste, ndo sendo detectada
presenca de 6xidos de colesterol.

A temperatura de processamento do Minas Frescal foi de 36°C, temperatura baixa,
guando comparada a temperatura em que se observa efeito sobre o colesterol, acima de 100 °C
(OSADA et. al., 1993). De fato, este queijo foi tido como o controle, em funcdo de sua
peculiaridade de processamento.
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Figura 6 Cromatogramas da amostra de queijo Minas Frescal com o padrédo 7-
cetocolesterol (A), padrdo do 7-cetocolesterol (B) e amostra de queijo Minas Frescal
pura (C).
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A recuperacéo indica a efetividade dos resultados (Figura 7). Observa-se que a curva
de recuperacdo se sobrepfe a curva do padrdo, confirmando que ndo houve interferéncia da
amostra de queijo no tempo de retencdo do pico do 7-cetocolesterol em todos os queijos,

enguanto que cada amostra apresentou picos em momentos distintos do padrao.

Figura 7 Comparagao entre os cromatogramas da amostra de queijo Minas Frescal (A),
Prato (B) e Mucarela (C), do padréo 7-cetocolesterol e da recuperacéo.
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De forma geral, alimentos que contenham colesterol quando expostos ao calor, ao ar,
ou a luz durante seu processamento e armazenamento, podem apresentar 6xidos de colesterol,
como resposta da auto-oxidacdo (VAN DE BOVENKAMP; KOSMEIER-SCHUIL;
KATAN, 1988; HERZALLAH, 2005; AL-ROWAILY, 2008; AL-ISMAIL; HUMIED, 2003),
contudo, em produtos lacteos a auto-oxidacdo do colesterol ocorre moderadamente, mesmo
em condigOes adversas. Fatores como 0 modesto teor de colesterol e o alto teor de gordura
saturada podem explicar este comportamento (ADDIS; PARK, 1992, SAVAGE; DUTTA,;
RODRIGUEZ-ESTRADA, 2002).

E importante destacar que o colesterol pode ndo ser o causador primario da
aterosclerose, devido a sua baixa reatividade (POLI et al., 2013). As lesGes nas paredes dos

vasos sanguineos podem ser causadas pelos produtos de sua oxidacdo, formados durante o
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processamento, preparacdo e estocagem dos produtos alimentares. Quando essas lesdes ja
estdo formadas, o colesterol é depositado nas paredes dos vasos sanguineos, causando a
aterosclerose (BOSINGER; LUF; BRANDL, 1993).

A auséncia do 7-cetocolesterol pode ser tomada, entdo, como um resultado positivo.
Apesar de ser considerado o éxido de colesterol menos toxico, a sua presenca nos alimentos €
tida como referéncia para a avaliagdo da oxidagéo do colesterol (LERCKER; RODRIGUEZ-
ESTRADA, 2000; ANGULO et. al., 1997) e estes 0xidos provocam reacdes indesejaveis em
humanos, como citotoxicidade, apoptose e efeitos pro-inflamatérios, além de serem
associados a doencas cronicas, incluindo aterosclerose e processos neurodegenerativos
(OTAEGUI-ARRAZOLAet al., 2010).

Os queijos utilizados nesse trabalho passaram por temperatura de processamento
abaixo de 80°C, ndo sendo observada a presenca do 7-cetocolesterol, corroborando os relatos
de Finocchiaro, Lee e Richardson (1984) e Bauer (2013). Segundo Sieber (2005) pequenas
quantidades de 7-cetocolesterol foram encontradas em queijos submetidos a tratamentos
intensos de aquecimento a temperaturas superiores a 130°C.

Comparados com o colesterol ndo oxidado, os éxidos de colesterol demonstraram
maior efeito patogénico e toxico, em funcdo de sua habilidade em ultrapassar a membrana
lipofilica (SMONDYREV, BERKOWITZ, 2001; MEANEY et al., 2002; SOTERRO et al.,
2009) . Os 6xidos de colesterol causam desequilibrio na relacdo das reacdes bioquimicas
oxidativas e de reducdo, atuando em todos os niveis do organismo, desde a sinalizacdo para
doencas até a regulacdo de inflamacdo, apoptose e fibrose (OTAEGUI-ARRAZOLA et al.,
2010).

O consumo de produtos que possam conter éxidos de colesterol na sua composicado
deve ser observado com mais cuidado. Como mencionado, 0s queijos possuem diferentes
formas de processamento e diferentes temperaturas de fabricacdo, o que pode promover a
formacdo destes compostos. Os éxidos de colesterol podem ser absorvidos pela dieta humana,
assim como podem também ser formados endogenamente no organismo (SIEBER, 2005). Os
oxidos de colesterol desempenham diferentes fungdes, como: intermediarios obrigatorios da
sintese do &cido biliar e podem ser considerados como meios de transporte para o colesterol.
Entretanto, a ligagdo dos Oxidos de colesterol com a aterosclerose ainda é incerta, tornando
importante que se mantenha o nivel de Oxidos de colesterol em produtos alimentares em
valores minimos (SIEBER, 2005).
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Os resultados observados neste estudo indicam que o consumo dos queijos Mugarela,
Minas Frescal e Prato ndo proporcionam a ingestdo de 6xidos de colesterol, ajudando a
esclarecer que os derivados lacteos ndo devem ser tratados como inimigos da saude, mas sim,

em sua complexidade, com a visao holistica, e ndo de forma segmentada, como tem sido.
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5 CONCLUSOES

A pasteurizacdo do leite elevou o teor de colesterol, no entanto, estudos devem ser
desenvolvidos para entender este efeito.

N&o foi detectada a presenca do Oxido 7-cetocolesterol nas amostras de queijo
analisadas, indicando que o processamento nao resultou na oxidacao do colesterol.

O consumo dos queijos Minas Frescal, Prato e Mugarela ndo induzem a ingestdo de

oxidos de colesterol.
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