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RESUMO

O consumo do leite caprino no Brasil estd em expansdo, como forma de
suprir a demanda do crescimento da populacédo alérgica ao leite bovino e
do consumo de produtos gourmet. Minas Gerais, se destaca como maior
produtor de derivados lacteos caprino para fins comerciais. As cabras
apresentam menor produtividade diaria quando comparadas com as vacas,
fator que propicia que o leite cru figue mantido sob refrigeracéo por longos
periodos até que a coleta pela industria beneficiadora se torne
economicamente viavel. Grande parcela dos produtores de leite caprino o
comercializam tanto na forma pasteurizada quanto na forma de queijos
especiais, questiona-se assim, a ocorréncia da pratica de adi¢cdo do soro
de queijo de cabra ao leite cru, com o intuito de aumentar a venda do leite
fluido para consumo direto. Esta adicdo de soro, pode comprometer a
qualidade nutricional e a seguranca microbiolégica do produto final.
Objetivando  verificar a viabilidade da aplicacdo do indice
caseinomacropeptideo, proveniente da quebra da caseina durante o
processo de fabricacdo de queijos, como método de deteccdo para fraude
de adicao de soro em leite caprino, foram realizados dois experimentos em
paralelo. O primeiro consistiu em avaliar as alteracfes na qualidade fisico
quimica e microbioldgica de dez amostras de leite cru caprino, nos dias 0,
2, 4 e 7 de estocagem a temperatura média de 4°C, coletados de cinco
propriedades da regido Metropolitana e da Zona da Mata Mineira e a
influéncia da estocagem sobre o indice caseinomacropeptideo. No
segundo experimento realizado com as mesmas dez amostras, objetivou-

se realizar analises cromatograficas no leite de cabra cru adicionado com




0, 2, 5,10 e 20% de soro de queijo de cabra de forma a quantificar o indice
de caseinomacropeptideo e avaliar sua aplicacdo em leite caprino. Para
ambos o0s experimentos as amostras foram avaliadas quanto a sua
qualidade microbiolégica e fisico- quimica. As amostras estocadas
apresentaram contagens elevadas (10°% 10° e 10’ UFC/mL) de
microrganismos psicrotroficos proteoliticos, lipoliticos e mesofilos aerobios,
com pico de crescimento ap0s o quarto dia de estocagem. Contudo, 0s
parametros fisico- quimicos ficaram dentro do preconizado pela legislacao.
Observou-se durante a estocagem, aumento (p<0,05) do indice de
caseinomacropeptideo, fator associado ao crescimento dos psicrotroficos
proteoliticos. Nas amostras fraudadas com concentracdes de soro
conhecidas, notou-se que pelas analises de rotina fisico-quimicas e
microbiolégicas realizadas na rotina da industria de lacteos, nédo foi
possivel detectar a fraude, visto que, apesar de ter ocorrido reducao
expressiva dos teores de proteina e gordura, grande parte das amostras
ainda atenderam os valores limitrofes preconizados pela legislacéo vigente.
Entretanto, observou-se aumento  (p<0,05) dos valores de
caseinomacropeptideo para o leite adicionado de soro, através da técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Portanto, o estudo sugere a
viabilidade da utilizacdo do indice de caseinomacropeptideo como método
para deteccdo de fraude por adicdo de soro de queijo em leite caprino.
Novos estudos sé@o necessarios para determinacdo dos valores limitrofes

do indice estudado.

Palavras-chave: caprinocultura, deteccdo de soro, proteinas do leite,

qualidade.




ABSTRACT

The consumption of goat milk in Brazil is expanding, as a way to supply the
demand of the growth of the allergic population to the bovine milk and the
consumption of gourmet products. Minas Gerais, is the main producer of goat
dairy derivatives for commercial purposes. Goats present lower daily
productivity when compared to cows, a factor which favors that the raw milk is
kept under refrigeration for long periods until the collection by the processing
industry becomes economically viable. Most goat milk producers market it in
pasteurized form and in the form of special cheeses, like this, it is questioned
the occurrence of the practice of adding whey of goat cheese to raw milk, in
order to increase the sale of fluid milk for direct consumption. This addition of
serum may compromise the nutritional quality and microbiological safety of the
final product. The objective was to verify the possibility of the application of the
caseinomacropeptide index, derived from the breakage of casein during the
cheesemaking process, as a detection method for fraud of addition of serum in
goat milk, for this, two experiments were carried out in parallel. The first
consisted of to evaluate the changes in the physical and microbiological quality
of ten samples of raw goat milk on days 0O, 2, 4 and 7 of storage at a mean
temperature of 4 ° C, collected from five properties in the Metropolitan Region
and the Zona da Mata Mineira and the influence of storage on the
caseinomacropeptide index. In the second experiment carried out with the same
ten samples, the objective was to carry out chromatographic analyzes on raw
goat's milk added with 0, 2, 5, 10 and 20% of goat cheese serum in order to
quantify the caseinomacropeptide index and to evaluate its application in goat

milk. For both experiments the samples were evaluated for their microbiological




and physicochemical quality. The stored samples presented high counts (10°,
10 and 107 UFC/ mL) of proteolytic, lipolytic and mesophilic aerobic
psychrotrophic microorganisms, with peak growth after the fourth day of
storage. However, the physicochemical parameters were within the limits
recommended by the legislation. Was observed during storage, an increase (p
<0.05) in the caseinomacropeptide index, a factor associated with the growth of
proteolytic psychrotrophs. In the fraudulent samples with known concentrations
of serum, it was observed that the routine physical-chemical and microbiological
analyzes carried out in the routine of the dairy industry, it was not possible to
detect the fraud, since, although there was an expressive reduction of protein
and fat content, most of the samples still met the limits recommended by the
current legislation. However, there was an increase (p <0.05) in
caseinomacropeptide values for milk added by serum, using the high efficiency
liquid chromatography technique. Therefore, the study suggests the feasibility of
the use of the caseinomacropeptide index as a method to detect fraud by
addition of cheese serum in goat milk. News studies are needed to determine
the borderline values of the index studied.

Keywords: goat breeding, serum detection, milk proteins, quality.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o senso do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica -
IBGE (2015), a producdo nacional de caprinos estd em expansédo, sendo a
regido Nordeste o maior responsavel pelo total efetivo de rebanho,
principalmente no semiarido, com cerca de 92,6% do total. A regido sudeste é
responsavel por cerca de 1,90%, da producédo total brasileira, sendo Minas

Gerais 0 maior produtor com 0,91%.

Nos ultimos anos observa-se um expressivo crescimento na producao
de leite de cabra na regido da Zona da Mata Mineira. Podendo ser esta
atividade, a principal fonte de renda do produtor ou apenas uma atividade

secundaria geradora de renda no periodo de entressafra da agricultura.

Visto que a producdo diaria de leite de cabra é pequena e as
propriedades geralmente sdo de pequeno porte, o leite fica armazenado nos
tanques de refrigeracdo por varios dias, até que se atinja volume suficiente
para o beneficiamento, ou para que a coleta seja economicamente viavel por
industrias de beneficiamento. A manutencédo do leite caprino ndo pasteurizado
sob refrigeracdo por longos periodos de tempo pode ocasionar mudancas em
relacdo a sua composicdo centesimal, propiciar o crescimento microbiano e
consequentemente comprometer a qualidade do leite e seus derivados. O fato
da grande parcela dos produtores de leite caprino o comercializarem tanto na
forma pasteurizada, quanto na forma de queijos, e também ao fato da
necessidade de prolongado tempo de armazenamento do leite em tanques de
refrigeracdo quanto esse é entregue em industria especializada, propiciam

maior oportunidade de que possa ocorrer uma possivel adulteracdo do leite
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fluido, destinado ao consumo in natura, com objetivo de aumentar o volume
liquido final e consequentemente o lucro. A adulteracdo do leite com soro de
queijo destinado ao consumo direto pode comprometer a seguranca
microbiolégica do produto final, visto que, ndo se tem conhecimento da
qualidade microbiolégica do soro do queijo adicionado. Além disso, reduz o
valor nutricional do leite, uma vez que dilui os nutrientes, podendo ocasionar

em desnutricdo em criancgas, idosos e lactantes.

Entretanto, pouco se conhece sobre a pesquisa dessa fraude em leite de
cabra, e sobre a adequacédo do emprego do método oficial empregado para a
pesquisa dessa em leite de vaca (indice de caseinomacropeptideo ou CMP),
para o leite de cabra. Dessa forma, foram conduzidos experimentos para tentar

elucidar essas questodes.
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a possivel utilizacdo do indice caseinomacropeptideo como

ferramenta de pesquisa para fraudes por adicdo de soro de queijo em leite de

cabra e a qualidade microbiolégica e fisico-quimicas do leite caprino

refrigerado por até sete dias, também com a pesquisa desse indice.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a qualidade fisico-quimica e microbiologica do leite de
cabra produzido e estocado a temperatura média de 4°C por sete dias

em condi¢des laboratoriais.

e Analisar as possiveis alteracbes do indice CMP
(caseinomacropeptideo) no leite caprino em funcdo do periodo de

estocagem em condicdes laboratoriais.

e Analisar as possiveis alteragbes do indice CMP
(caseinomacropeptideo) no leite caprino em funcéo dos niveis de adicédo

de soro.

e Verificar a eficiéncia do indice CMP como método de deteccéo

para adulteragdo de leite de cabra com soro de queijo.

18




3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cenério da producéao de leite caprino

O leite e os seus derivados merecem destaque no que se diz respeito a
uma dieta equilibrada, por possuirem elevado valor nutricional, visto que sdo
fontes consideraveis de proteinas de alto valor biolégico e possuem valores
expressivos de vitaminas e minerais. No Brasil, ainda que se tenha aumentado
0 consumo de leite nos ultimos anos, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Alimentacdo e Nutricdo, o consumo de leite e derivados pelo brasileiro ainda é
menor do que o recomendado (SBAN, 2015). A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) preconiza que criangas de até dez anos tomem 400 mL de leite/dia; 700
mL/ dia para os jovens entre 11 e 19 anos e de 600 mL/dia para adultos e

idosos (BRASIL, 2016).

O leite mais amplamente utilizado no mundo na alimentacdo humana € o de
vaca, embora existam outros tipos de leites provenientes de pequenos
ruminantes como o leite de cabra, que podem ser substitutos ao leite bovino,
principalmente quando este € escasso ou causa intolerancia ou alergias. Do
ponto de vista nutricional, a utilizacdo do leite caprino pode ser mais benéfica
em criancas e idosos e em condicdes extremas de combate a malnutricdo

(FERNANDES; MARTINS; RODRIGUES, 2013).

De acordo com a Food and Agriculture Organization- FAO (2017), os
nameros mundiais de caprinos tém aumentado constantemente nos ultimos
anos sendo muito mais rapidamente nos paises em desenvolvimento como

China, india, Nigéria e Paquistdo, reflexo da caracteristica particular dos
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pequenos ruminantes de sobreviver em ambientes dificeis e aridos e produzir
alimentos de baixo custo, que podem ser uma renda adicional ou utilizado para
a propria subsisténcia. Contudo, ndo necessariamente, 0s paises com maiores
rebanhos sdo os que mais se destacam na industria e comércio de laticinios de
cabra. Nas regides desenvolvidas como Europa e América do Norte, estdo
concentrados os programas de reproducdo, buscando selecdo genética de
cabras leiteiras que possuam melhores rendimentos e periodos mais longos de
lactacdo. Nas ultimas décadas, racas especializadas na producéo leiteira foram
exportadas para muitos paises em desenvolvimento e cruzadas com racas
locais em uma tentativa de aumentar a producdo, vislumbrando atingir o
mercado consumidor. As racas de cabras leiteiras mais comuns no Brasil séo

Saanen, Anglo-Nubiana, Toggenburg e Alpina (FAO, 2017).

Em ambito nacional, a producdo de leite caprino € regulamentada pela
Instrucdo Normativa 37 do MAPA (BRASIL, 2000), que estabelece as
condicBes de beneficiamento, identidade e os requisitos minimos de qualidade
do leite de cabra destinado ao consumo humano. A Food and Drug
Administration (FDA), determina nos Estados Unidos da América (EUA) que
deve ser aplicado para leite de cabras, ovelhas e bubalinos 0 mesmo
regulamento aplicado ao leite bovino, distinguindo apenas em relacdo apenas a
contagem de células sométicas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) em
leite de cabra (FDA, 2017), divergindo da IN 37 do MAPA (BRASIL 2000), que
nao contempla valores limitrofes de CCS, e tem como limite de CBT 500.000
UFC/mL, enquanto a FDA, regulamenta que leite de uma instalacdo de

producédo atenda a um padrao bacteriano de 50.000/mL.
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Segundo Jacopini et al. (2011), o leite produzido em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, € produzido basicamente pela agricultura
familiar, e utilizado em sua maior parte, para a subsisténcia das familias e para
consumo nas proximidades dos locais de producéo, principalmente na regido

Nordeste (FIGUEIREDO, 2017).

No Brasil, duas regides apresentam estimulos para producdo e
mercados distintos, na regido Nordeste 0s governos estaduais e federal
estimulam a producdo e através do Programa de Aquisicdo de Alimentos
(PAA), onde o governo compra o leite caprino beneficiando agricultores
familiares e uma faixa da populacdo em risco alimentar que recebe o produto.
No entanto, produtores desta regido insatisfeitos com os recorrentes atrasos no
pagamento e a baixa cota de leite estipulada por produtor, vem buscando
outras alternativas para escoar a producdo. Entretanto, na regido sudeste,
principalmente nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, a producédo é
destinada para um nicho de mercado consumidor especial, que busca produtos
diferenciados de valor agregado, “gourmet’, ou mesmo nutracéuticos

(ANUALPEC, 2013; EMBRAPA, 2013).

A regido da zona da mata em Minas Gerais destaca-se com principal
produtora do leite de caprino (FIGUEIREDO, 2017). Como forma de estimular a
producdo comercial de leite e derivados caprinos, o estado de Minas Gerais
publicou, em 2011, a lei nimero 19.583, que dispde sobre as condi¢des para a
producao artesanal de leite de cabra, ovelha e seus derivados. A lei, determina
que produtores que manipulem ou beneficiem até 500 litros de leite diariamente
com o intuito de comercializar os produtos, devem realizar o registro no

Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA).
21




Para realizar a Industrializacdo de leite e derivados é necessario que se
tenha instalacbes e equipamentos adequados, a constituicdo legal de uma
Firma e Industria e por fim o credenciamento aos Servicos de Inspecao
Sanitaria, podendo ser Federal (SIF), Estadual (SIE no RJ, SISP em SP, IMA
em MG) ou Municipal (SIM), quando a cidade tiver Legislacdo Especifica para

Produtos de Origem Animal.

A producéo do leite caprino estd amplamente relacionada a producao
de derivados, sendo o queijo, o de maior significancia. Segundo dados da
FAO (2017), a diversidade de produtos lacteos varia de acordo com as
circunstancias culturais e sociais, habitos alimentares, tecnologias de
processamento de leite, e demanda de mercado dos diferentes paises. De
forma semelhante ao leite bovino, do leite de cabra pode-se derivar produtos
de grande aceitacdo no mercado, como manteiga, iogurte, ricota e queijos
finos (D’ANGINA, 1988). No Brasil, o leite de cabra é consumido
principalmente processado na forma de derivados lacteos, elaborados pelas
préprias familias produtoras, visto que ha poucos laticinios operando
especificamente para esta finalidade, e capazes de realizar a pasteurizacao
do leite, principalmente devido ao problema da irregularidade na oferta
resultando em insatisfagéo tanto para a industria quanto para o consumidor

(CORDEIRO; CORDEIRO, 2009; EMPRAPA, 2013).

A producdo de derivados é limitada devido ao sabor marcante e ainda
pouco apreciado no Brasil, principalmente por ser uma atividade industrial
relativamente recente no pais e por ainda dispor de limitado apoio
governamental para o desenvolvimento destas atividades (GOMES, 2016).

Contudo, a industria leiteira caprina esta em larga desvantagem em relacao
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aos produtos bovinos em razdo ao grande volume e aos custos de producao do
leite de vaca no mercado. Os produtos lacteos caprinos constituem um nicho
alternativo na industria dos lacticinios, mesmo nas regides onde os derivados
lacteos bovinos dominam o mercado (CAMPBELL, 1975). A producdo e
consumo tendem a se expandir devido ao desenvolvimento da agricultura
familiar, ao interesse dos profissionais do gourmet por queijos finos e iogurte e
pela recomendacdo médica desse leite a alérgicos ao leite bovino (HAENLEIN,

2004).

3.2 Composicéao do leite caprino

De acordo com MAPA (BRASIL, 2000), o leite de cabra é o produto
oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicbes apropriadas de
higiene, de cabras sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite caprino é
um liquido branco, puro, de odor e sabor especiais e agradaveis, que possui
elevado valor nutritivo por conter os elementos necessarios a nutricao
humana, como acucares, proteinas, gorduras, vitaminas, ferro, calcio, fésforo
e outros minerais. A IN 37 do MAPA (BRASIL, 2000) estabelece os padrées
minimos estabelecidos para a composicdo do leite de cabra destinado ao
consumo humano, que sao: 2,8% de proteina bruta, minimo de 4,3% de
lactose, 8,20% de extrato seco desengordurado (ESD) e 0,7% de cinzas para
todas as variedades (integral, desnatado e semidesnatado). Quando ao teor
de gordura, sdo admitidos valores inferiores a 2,9% para as variedades
integral e semidesnatado, mediante comprovacdo de que o teor médio de

gordura de um determinado rebanho néo atinge esse nivel. Park e Haenlein
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(2006) estabelecem que a composicdo média do leite caprino € de 3,8% de
gordura, 3,5% de proteina, 4,1% de lactose e 0,8% de cinzas. Contudo, é

comum que estes valores ndo sejam encontrados em analises de rebanhos.

Almeida et al. (2009) encontraram em rebanhos de caprinos nos estados de
Minas Gerais e Rio de Janeiro o teor médio de gordura igual a 2,6%. Queiroga
et al. (2007) encontraram valores inferiores quanto a proteina (2,7%), ESD
(7,99%) e lactose (4,1%), ao avaliarem o leite produzido durante o periodo de
lactacdo das cabras Saanen na regido nordeste. Chavari et al. (2013)
estudaram a composicdo do leite de cabras da raca Anglo Nubiana e
encontraram 4,13% de gordura, 3,36% de proteina, 4,28% e lactose, 12,66%
de extrato seco total (EST) e 8,55% de ESD. Dos componentes, a gordura e
proteina sdo os mais importantes influenciadores da qualidade nutricional e
tecnoldgica do leite. Fatores como raca, idade, condi¢des climaticas, estagio de
lactacdo e alimentacdo podem influenciar a producdo, composicdo e
caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabras (QUEIROGA et al., 2007;

JACOPINI et al., 2011.).

Os glébulos de gordura no leite caprino séo caracteristicamente abundantes
no diametro inferior a 3,5 ym, cerca de 28% dos glébulos de gordura do leite de
cabra possuem didmetro de 1,5 micron enquanto que no leite bovino, essa
percentagem nao chega a 10% (D’ANGINA, 1988). Assim, o leite caprino &
caracterizado por sua maior digestibilidade quando comparado ao leite bovino,
pois possui maior concentracdo de globulos de gordura com menor diametro,
bem como uma melhor distribuicdo na emulsdo lipidica, promovendo uma

maior area superficial para degradacdo enzimatica, conferindo assim, melhor
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eficiéncia na absorcéo e digestao pelo organismo humano, sendo indicado para
criancas e idosos (AMARAL et al., 2011).

Outro fator importante relacionado a gordura do leite € o perfil dos acidos
graxos. O leite caprino possui alto teor de acidos graxos de cadeia curta e
meédia, que possuem cerca de duas vezes mais acidos graxos C4-C10
(compostos de 4 a 10 atomos de carbono) do que o leite de vaca. Esses acidos
graxos de cadeia curta possuem metabolismo diferente dos acidos graxos de
cadeia longa, conferindo uma melhor digestibilidade para o leite de cabra
(SILVA et al., 2015). Sobretudo os acidos caproico (C6:0), caprilico (C8:0) e
caprico (C10:0), que sao responsaveis pelo flavour caracteristico do leite de
cabra e seus derivados e que propiciam um melhor aproveitamento do produto
pelo organismo, sendo indicados para pacientes com disturbios intestinais
(GOMES; SOUZA, 2012). Loewenstein et al. (1980), citados por Bonassi et al.
(2000), consideram que a membrana do glébulo de gordura do leite de cabra &
menos estavel que a do leite de vaca, com isso torna-se mais susceptivel as

mudancas de aroma e sabor relacionados a lipélise.

A lipolise do leite é proveniente acdo de enzimas lipoliticas produzidas
principalmente por microrganismos psicrotréficos, que degradam o0s
triglicerideos do leite, liberando &cidos graxos livres, denominado esse
processo de rancificagdo. Devido a baixa atividade hidrolitica das lipases
guando seus substratos estdo em meio aquoso e ao aumento gradativo de sua
acdo a medida que se disponibiliza uma maior concentragdo do substrato,
pode-se esperar que guanto maior a porcentagem de gordura nos produtos,
maior € a susceptibilidade a acdo da enzima lipase (MESSIAS et al., 2011).

Moura (1997) observou que as enzimas extracelulares (lipases e proteases)
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sdo resistentes a elevadas temperaturas, permanecendo no leite apds a
pasteurizacao.

Outro parametro da qualidade, relacionado diretamente aos aspectos
sanitarios, é a contagem de células somaticas (CCS), muito utilizado no leite
bovino como indicador como ferramenta para diagndéstico da mastite. Contudo,
para cabras, ainda se estuda a relacdo entre CCS e mastite. No leite caprino os
valores para CCS sao relativamente aumentados quando comparados os de
vacas, podendo ser influenciados por diversos fatores ndo relacionados a
mastite, como: ciclo reprodutivo, estacao do ano, producédo de leite, nUmero de
partos e dias em lactacdo (GOMES; SOUZA, 2012).

As proteinas principais do leite caprino podem ser dividas em dois
grupos: o primeiro constituido pelas caseinas na forma de micelas, um
agrupamento de varias moléculas de caseina ligadas a ions, como o fosfato de
calcio (as1-caseina, as2-caseina, e B-caseina - hidrofébicas e k-caseina-
hidrofilicas), representando, em média, 80% das proteinas, e o segundo grupo
se refere as proteinas soluveis do soro, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
albuminas séricas e imunoglobulinas (OLALLA et al., 2009; RONCADA et al.,
2012). As proteinas do leite bovino com maior potencial alergénico sédo a as1-
caseina, a-lactoalbumina, p-lactoglobulina, globulina e albumina sérica
(MORAIS et al., 2010). A estabilidade da caseina ao tratamento térmico é

essencial para fabricacédo e qualidade dos derivados lacteos (RECHE, 2013).

Em comparacdo com o leite de vaca, o leite de cabra é deficiente em
as1-caseina, a principal caseina alergénica do leite de vaca, e contém uma
maior fracdo de as2-caseina, tornando esse leite potencialmente menos

alergénico, e sendo assim, uma alternativa em casos de alergia ao leite de
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vaca (EI-AGAMI, 2007). No geral, os estudos publicados sobre o perfil proteico
do leite caprino enfatizam que as proteinas do leite de cabra tém maior
digestibilidade do que as do leite de vaca, visto que a acéo das proteases do
leite no estbmago € mais rapida, devido a menor quantidade da fragao as1-
caseina em sua composicdao (HAELEIN, 2004; PARK, 2006; PARK et al.,
2007). Semelhante ao leite bovino, o principal carboidrato do leite caprino é a
lactose, diferindo apenas quanto a sua concentracdo, que é aproximadamente
0,2 a 0,5% menor (CENACHI et al, 2011).

Assim, por seu baixo potencial alergénico e boa digestibilidade, o leite de
cabra é recomendado como alternativa para o leite bovino. Atualmente, a
porcentagem de pessoas que possuem alergia e intolerancia ao leite bovino
estd aumentando, principalmente entre as criancas menores de trés anos e
idosos e este crescimento estd muito associado ao crescimento do uso de
férmula de leite infantis, de acordo com Ford et al. (2013). A intolerancia é
associada a presenca insuficiente do organismo em produzir a enzima lactase
em quantidade suficiente para digerir completamente o dissacarideo
denominado lactose, o acucar predominante do leite. A deficiéncia dessa
enzima conduz a ma-digestédo da lactose e consequentemente a intolerancia ao
leite bovino e seus derivados lacteos (TEO, 2002). E a alergia, consiste em
uma reacao anormal do sistema de defesa do organismo as proteinas do leite,
que desenvolve anticorpos de defesa (IgE) e/ou células inflamatorias contra
epitopos (ligacdes entre aminoacidos) de uma proteina alergénica, podendo
acarretar em reacgOes clinicas potencialmente mais graves (BRASIL, 2008;

SANTALHA, 2017).
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3.3 Alteracdo do caseinomacropeptideo no leite de cabra durante o

periodo de estocagem

O indice caseinomacropeptideo (CMP), também chamado de
glicomacropeptideo quando apresenta porcdes de carboidrato na sua molécula,
€ resultante da hidrdlise da k-caseina na etapa de coagulacdo enzimatica pela
acdo da quimosina durante o processo de fabricacdo de queijo. O CMP é
liberado no soro e o restante da k-caseina, a para-k-caseina, precipita junto a
coalhada do queijo. Porém, proteases de origem bacteriana, principalmente as
proteases termoestaveis oriundas de microrganismos psicrotréficos, também
podem resultar no aumento do CMP mesmo apds o tratamento térmico e
ocasionar em resultados falsos positivos (OLIVEIRA et al., 2009), pois, a
protedlise de origem bacteriana degrada a caseina, tendo preferéncia pela
fracdo k-caseina, atuando de forma semelhante a quimosina, resultando assim
na formacdo do Pseudo-CMP (FUKUDA, 2003; NOMBERG, TONDO,

BARNDELLI, 2009).

O caseinomacropeptideo € um peptideo biologicamente ativo do soro do
leite, de grande interesse na tecnologia de alimentos para o desenvolvimento
de alimentos funcionais. Atividades biolégicas, como a capacidade de ligar
enterotoxinas, propiciar o crescimento de bifidobactérias, impedir a adeséo
bacteriana e viral, suprimir a secrecao gastrica, inibir a agregacéo de plaguetas
modular as respostas do sistema imunolégico (EL-SALAM, 1996), juntamente
com a sua elevada solubilidade e propriedades emulsificantes e geleificantes,

conferem ao CMP uma grande funcionalidade tecnolégica (GUEDES, 2012).
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Contudo, apesar de todas as propriedades benéficas, o CMP é tido como

residuo industrial do processo de fabricacdo de queijos.

No Brasil, 0 método de deteccédo do indice caseinomacropeptideo (CMP)
em leite bovino € regulamentado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, MAPA, através da Instrucdo Normativa N° 68 de 2006
(BRASIL, 2006) e Instrucdo Normativa N°7 de 2010 (BRASIL, 2010). O método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), esta sendo muito utilizado
para deteccdo de CMP em leite bovino por ser uma técnica precisa e
regulamentada pelo MAPA. A CLAE detecta diferentes concentracfes de
caseinomacropetideo nas amostras, porém € necessario realizar a analise das
amostras imediatamente apds o beneficiamento ou congela-las quando néo for
possivel a andlise imediata. Contudo, ndo se deve analisar por CLAE amostras
coletadas no mercado varejista (VILLANOEVA et al., 2014). A Instrucdo
Normativa N°69, de 2006 do MAPA (BRASIL, 2006), foi instituida com o
objetivo de regulamentar limites da adicdo do soro de queijo ao leite de vaca
destinado diretamente ao consumo, utilizando como critério a determinacdo
guantitativa do CMP, que é resultante da acéo proteolitica de enzimas sobre a
caseina do leite. O leite bovino é considerado inadequado ao abastecimento
direto quando a concentracdo de CMP for de até 30 mg/L (trinta miligramas por
litro). Quando a concentracdo de CMP estiver entre 30mg/L e 75mg/L, o leite
podera ser beneficiado pelo laticinio, desde que o produto final seja destinado a

producéo de derivados lacteos como leites fermentados e bebidas lacteas.

Apesar da fragmentacdo do CMP e do Pseudo- CMP ocorrer,

respectivamente, entre os aminoacidos 106-107 e 105-106 (MOTTA, 2013), ou
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seja, em pontos diferentes o0 método CLAE de quantificacdo oficial néo

consegue diferi-los (BRASIL, 2006).

A Instrucdo Normativa 37 de 2000 (BRASIL, 2000), que regulamenta os
parametros técnico de identidade e qualidade de leite de cabra, ndo abrange
parametros limitrofes de CMP em leite cru ou processado. Segundo a
legislacdo vigente, os parametros para que o leite caprino seja considerado
fraudado ou falsificado séo: adicdo de agua; adicdo, subtracdo ou substituicdo
de quaisquer componentes naturais ou estranhos a composi¢cao normal do leite
de cabra, sem a devida aprovacdo prévia do Servico de Inspecédo Federal e
declaracdo na rotulagem; adicdo ou presenca de substancias conservadoras
ou inibidoras do crescimento de microrganismos; quando estiver cru e for
comercializado como pasteurizado, esterilizado ou UHT; e adicdo de leite de

outras espécies animais.

Em Minas Gerais, a lei estadual de n°19.583 (MINAS GERAIS, 2011),
qgue incentiva a producédo comercial no estado, determina para o recebimento
do leite de cabra de terceiros a realizagéo testes basicos da matéria-prima, tais
como: determinagdo da acidez titulavel; determinacdo da densidade relativa;
caracteristicas organolépticas (cor, cheiro, sabor e aspecto); temperatura; e
lactofiltracdo. Sendo assim, nenhuma das legislacbes vigentes sugerem a
investigacdo do CMP no leite caprino como um critério de inspec¢do, mesmo
com a possivel necessidade de avaliacdo do indice para a qualidade e

seguranca do leite de cabra destinado ao consumo direto.

Segundo Figueiredo (2017), sdo esperados valores mais elevados de

CMP para leite caprino quando comparado ao leite de vaca, uma vez que, sua
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proteina possui menor estabilidade quando comparados, portanto, seria mais
susceptivel a degradacdo enzimatica por microrganismos psicrotroficos. Em
pesquisa realizada por Santos et al. (2016), em Santa Margarida, Minas Gerais,
as amostras do leite de cabra cru, estocados a 4°C durante sete dias
apresentaram indice de CMP médio de 49,52 mg/L. Comparando com a
legislacdo para leite de vaca que ndo permite concentracdo de CMP acima de
30 mg/L, o leite analisado ndo poderia ser destinado a consumo direto,
sugerindo assim, fraude por adicdo de soro de queijo ou protedlise.

De acordo com o Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), entende-se como “soro de leite”, o
produto lacteo liquido extraido da coagulacéo do leite utilizado no processo de
fabricacdo de queijos, da caseina e de produtos similares (BRASIL, 2017). O
soro lacteo é a por¢cdo aquosa que se separa da massa durante o processo de
fabricacdo de queijos ou caseina, sendo que cerca de 85-90% do leite utilizado
para a fabricacdo de queijos resultam em soro, que contém em torno de 55%
dos nutrientes do leite, rico em proteinas, vitaminas, lactose e minerais
(LOBATO, 2014). Das fraudes cometidas com o leite, a adicdo de soro de
gueijo ao leite fluido se destaca, por ser subproduto da industria de queijos, de
baixo custo, que se mistura facilmente ao leite fluido, tornando dificil a sua
deteccdo, além de ser determinada por métodos laboratoriais caros (FREITAS
et al., 2011), que requerem mao de obra especializada, reagentes poluentes e

longo tempo de analise (CARVALHO, 2007).

A adulteracao do leite com o soro eleva o volume do leite comercializado
e torna a concorréncia no mercado desleal, resulta em prejuizos para

empresas que atuam de acordo com os critérios da legislacdo e lesa o direito
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do consumidor, pois pode resultar em: reducdo do valor nutritivo do alimento,
diluicdo dos teores de proteinas e gorduras, e, em casos de consumo a longo
prazo principalmente em lactantes, pode gerar desnutricdo (OLIVEIRA et al.,
2009). Além desses inconvenientes, a adicdo resulta também na reducdo do
rendimento, alteracdo da qualidade dos produtos beneficiados e diminuicdo da
vida de prateleira (CORTEZ et al., 2010), caracterizando assim, uma pratica

abusiva.
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ALTERACAO DA QUALIDADE DO LEITE CRU DE CABRA E INLUENCIA NO
INDICE CASEINOMACROPEPTIDEO DURANTE O PERIODO DE ESTOCAGEM
DE SETE DIAS.

Alteration of goat raw milk quality and influence on caseinomacropeptide index during
the seven days storage period.

Marcela de Oliveira Nogueira, Cecilia Melo Vasconcelos, Amanda Ribeiro Santos, Raphael
Rocha Wenceslau, Anna Christina de Almeida, Claudia Freire de Andrade Morais Penna

RESUMO

Minas Gerais é a principal produtora do leite caprino com intuito de comercializacdo no
Brasil. Devido a baixa produtividade da cabra, ha uma tendéncia de que a coleta do leite cru
ocorra em intervalos maiores do que os observados para o leite de vaca, resultando em um
leite cru mantido sob refrigeracdo por longos periodos. Dessa forma, o experimento consistiu
em avaliar a degradacdo do leite cru caprino refrigerado a temperatura média de 4°C, e a
influéncia no indice caseinomacropeptideo. Foram avaliadas dez amostras de leite de cabra
nos dias 0, 2, 4 e 7 de estocagem. As amostras analisadas apresentaram contagens elevadas
(10°, 10° e 10" UFC/mL) de microrganismos psicrotroficos proteoliticos, lipoliticos e
mesofilos aerébios, com pico de crescimento apds o quarto dia de estocagem. Os parametros
fisico quimicos de teor de gordura, proteina total, extrato seco desengordurado, acidez
titulavel e indice crioscépico ficaram dentro do preconizado pela legislacdo. Contudo,
observou-se tendéncia a redugéo da gordura durante o armazenamento e aumento (p<0,05) na
quantidade de acidos graxos livres. O indice de protedlise também aumentou (p<0,05) na
medida que a proteina total e a caseina tenderam a diminuir. Foi observado elevacédo (p<0,05)
do indice de caseinomacropetideo durante a estocagem, associado ao crescimento dos
psicrotroficos proteoliticos. Sugere-se com o estudo, a manutencdo do leite cru de cabra
refrigerado por mais de quatro dias pode influenciar sua qualidade devido a ocorréncia de
lipblise e protedlise associada a producdo de enzimas extracelulares pelos microrganismos
psicrotroficos e que o indice de caseinomacropeptideo aumenta durante o periodo de
estocagem de sete dias, uma vez que a protedlise resulta na quebra da caseina formando o
Pseudo-CMP, que poderia gerar um falso resultado de fraudes por adicdo de soro ao leite.
Portanto, essa estocagem podera resultar, em derivados de baixa qualidade ou em menor
rendimento industrial.

Palavras-chave: caprinocultura; estocagem prolongada; qualidade; temperatura.

ABSTRACT

Minas Gerais is the main producers of goat milk with the intention of commercialization in
Brazil. Due to the low productivity of the goat, there is a tendency of the collection for the
processing of the raw milk to occur in larger intervals than those observed for cow's milk,
resulting in raw milk kept refrigerated for long periods. This way, the experiment consisted in
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evaluating the degradation of raw goat milk refrigerated at average temperature of 4°C, and
its influence on the caseinomacropeptide index. Ten samples were evaluated on days 0, 2, 4
and 7 of storage. The analyzed samples presented high counts (10°, 10° and 10’ UFC/mL) of
proteolytic, lipolytic psychrotrophic microorganisms and aerobic mesophiles, with peak after
the fourth day of storage. The chemical physical parameters of fat, acidity, total protein,
defatted dry extract and cryoscopic index don’t exceed the values permitted by the law. It was
observed tendency to reduce fat during storage and increase (p <0,05) in the amount of free
fatty acids. The proteolysis index also increased (p <0,05) while total protein and casein
tended to decrease. It was observed elevation (p <0,05) of caseinomacropetition index during
storage, associated to the growth of proteolytic psychrotrophs. It is suggested with the study
that the maintenance of cold goat's milk refrigerated for more than four days can influence its
quality due to the occurrence of lipolysis and proteolysis associated with the production of
extracellular enzymes by the psychrotrophic microorganisms and that the
caseinomacropeptide index increases during the period of storage of seven days, once, the
proteolysis results in the breakdown of casein forming the Pseudo-CMP,which could lead to a
false result of frauds by adding whey to milk. Therefore, this storage may react in low quality
derivatives or in lower industrial yield.

Keywords: goat breeding; prolonged storage; quality; temperature.

4.1. INTRODUCAO

A producéo de queijo de cabra no Brasil é bastante limitada devido ao sabor marcante e
ainda pouco apreciado, principalmente por ser uma atividade industrial relativamente recente
no pais e por ainda dispor de limitado apoio governamental para o desenvolvimento destas
atividades (GOMES, 2016). A regido sudeste é responsavel por cerca de 1,90% do total
efetivo de rebanho nacional, sendo Minas Gerais o maior responsavel com 0,91% (IBGE,
2015). Como forma de incentivar o pequeno produtor a investir na producdo para fins
comerciais, o estado de Minas Gerais, instituiu a lei N° 19.583, de 17 de agosto de 2011, que
dispde sobre as condicdes para manipulacdo e beneficiamento artesanais de leite de cabra e de
ovelha e de seus derivados (MINAS GERAIS, 2011). Na regido Sudeste, a producdo é
destinada para um nicho de mercado que busca produtos diferenciados de valor agregado,
“gourmet” ou mesmo nutracéuticos (EMBRAPA, 2013) assim, atingem principalmente o
publico “classe A” (ANUALPEC, 2013).

No estado destaca-se, na regido da Zona da Mata, a expansdo da producdo de leite de
cabra destinado a comercializagdo, podendo ser em alguns casos a principal fonte de renda do
produtor, e em outros apenas uma atividade secundaria no periodo de entressafra da

agricultura para complementar a renda (FIGUEIREDO, 2017). Figueiredo (2017) constatou
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gue muitos produtores da regido da Zona da Mata mineira armazenam o leite caprino nos
tanques de refrigeracdo por um periodo de sete dias de forma a tornar a coleta realizada pela
industria beneficiadora economicamente vidvel. Contudo, o leite constitui meio propicio a
colonizacdo de bactérias de diferentes origens, devido a capacidade de adaptacdo dos
microrganismos ao ambiente em um determinado periodo de tempo. Assim, a conservagao do
leite sob resfriamento nos tanques de refrigeracdo durante longos periodos pode propiciar o
crescimento de microrganismos psicrotroficos. As proteases de origem bacteriana,
principalmente as proteases termoestaveis produzidas por microrganismos psicrotroficos,
também podem resultar no aumento do indice caseinomacropeptideo - CMP, e mesmo apos 0
tratamento térmico, ocasionar em resultados falsos positivos quanto a fraudes por adigdo de
soro de leite em leite cru (OLIVEIRA et al., 2009), visto que, a protedlise de origem
bacteriana sobre a k-caseina resulta na formacdo do Pseudo-CMP (FUKUDA, 2003).
Considerando que a proteina do leite de cabra possui menor estabilidade, sugere-se que este
seria mais susceptivel a degradagcdo enzimatica por microrganismos psicrotréficos e que,
portamto, sdo esperados valores mais elevados de CMP para leite de cabra do que para o leite

bovino.

Portanto, foi conduzido este estudo, visando avaliar a degradacéo do leite cru de cabra da
regido Metropolitana e da Zona da Mata em Minas Gerais, durante o periodo de estocagem de

sete dias a temperatura média de 4°C.

4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1.Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas dez amostras de leite de cabra cru recém ordenhado das racas Saanen
e Alpina, obtido de cinco propriedades localizadas na regido Metropolitana e da Zona da Mata
Mineira, em Minas Gerais. Foram realizadas duas visitas em cada propriedade, em intervalo
de tempo superior uma semana para coleta das amostras, entre 0s meses de margo a agosto de
2018. Cada amostra correspondeu a dois litros de leite. As amostras foram acondicionadas em
recipiente isotérmico e encaminhadas ao Laboratorio de Cromatografia e aos Laboratdrios de
Microbiologia de Alimentos e de Fisico Quimica I, do Departamento de Tecnologia e
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DTIPOA) da Escola de Veterinaria da Universidade

Federal de Minas Gerais (EV- UFMG), onde foram processadas. 43




O experimento consistiu em avaliar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica do
leite de cabra cru fresco (dia 0) e nos dias 2, 4 e 7 de estocagem a 4°C. Para isso, cada
amostra foi subdividida assepticamente em quatro aliquotas de 50mL e armazenada, em

recipiente estéril, sob refrigeracdo em temperatura média de 4°C, até o0 momento das analises.

4.2.2. Analises microbioldgicas

Todas as 10 amostras de leite de cabra foram submetidas as contagens de
microrganismos mesofilos aerdbios, psicrotroficos proteoliticos e psicrotroficos lipoliticos, de
acordo com a metodologia descrita pela Instrugdo Normativa n° 62, de 26 de agosto de 2003
(BRASIL, 2003) nos dias 0, 2, 4 e 7 de estocagem. Para isso, as amostras de leite de cabra
foram homogeneizadas e uma aliquota de 25 mL foi transferida para um fraco contendo 225
mL de salina peptonada 0,1% estéril, resultando na primeira diluicdo decimal. Seguiram-se as
dilui¢Ges seriadas em tubos identificados contendo 9 mL de salina peptonada 0,1% (BRASIL,
2003).

4.2.2.1. Contagem de microrganismos mesofilos aerobios

Foram espalhadas aliquotas de um mililitro das diluicbes seriadas de 102 até 10" em
placas de petri estéreis. Posteriormente, foram vertidos em cada placa cerca de 15 a 20 mL de
Plate Count Agar (PCA) fundido e mantido em banho-maria a 46°C. As placas foram
homogeneizadas e mantidas em superficie plana para a solidificacdo do agar. A seguir, foram
incubadas por 48 horas a 36°C, com as placas invertidas (BRASIL, 2003).

4.2.2.2. Contagem de microrganismos psicrotroficos proteoliticos e lipoliticos

Para a quantificacdo dos microrganismos psicrotroficos utilizou-se as diluigdes 102 a
107, Para a quantificacdo dos psicrotroficos proteoliticos, aliquotas de 0,1 mililitro de cada
diluicdo foram semeadas, pela técnica de spread- plate, na superficie de placas de petri com
agar PCA (Acumedia) adicionado de 10% (v/v) de leite desnatado reconstituido (10% m/v) e
autoclavado. As placas foram invertidas e incubadas em estufa B.O.D a 22°C por 72 horas.
Antes de iniciar a contagem das col6nias o &gar foi coberto por solucéo de acido acético 10%
(v/v) por um minuto, o excesso foi descartado e a placa encaminhada para o procedimento de
contagem de colonias que apresentassem halos transparentes (BRASIL, 1993). A contagem
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dos psicrotroficos lipoliticos foi realizada em agar Tributirina (Merck) adicionado de 1% (v/v)
de azeite de oliva extra virgem (Galo®), por técnica de spread-plate. As aliquotas com as
respectivas diluicdes foram invertidas e incubadas em estufa B.O.D a 22°C por cinco dias.

Apenas as coldnias formadoras de halo foram contadas como lipoliticas (BRASIL, 1993).

4.2.2.3. Contagem bacteriana total

As amostras, apds a incubacdo do leite cru por cada periodo experimental, foram
adicionadas de Azidiol® e mantidas sob refrigeracdo até o momento da analise. A contagem
Bacteriana total foi determinada eletronicamente pelo equipamento IBC BactoCount (Bentley
Instruments Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos) (BENTLEY..., 2002),
pertencente ao LabUFMG, pela técnica de citometria de fluxo (International..., 2000).

4.2.2.4. Contagem de células sométicas (CCS)

As amostras de leite cru recém ordenhado e refrigerado foram acondicionadas em
frascos com conservante Bronopol® e encaminhadas para o LabUFMG para determinacdo da
CCS por equipamento eletronico Bentley CombiSystem 2300® (BENTLEY...,1998) pela
metodologia de citometria de fluxo.

4.2.3. Analises Fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata, exceto a andlise de
cromatografia. As amostras para analise cromatografica foram armazenadas congeladas. O
indice de caseinomacropeptideo foi determinado conforme a Instru¢cdo Normativa n° 68 de 12
de dezembro de 2006 em sistema de CLAE, realizado em cromatdgrafo Shimadzu Class 6.1,
equipado com coluna de separacdo em gel Zorbax GF 250 (Agilent) (BRASIL, 2006). A
mesma instru¢do normativa regeu as metodologias de determinacdo da acidez titulavel e
indice crioscopico (BRASIL, 2006).

4.2.3.1. Composicao centesimal

Aliquotas de 50 mL de leite de cada propriedade foram acondicionadas em frascos com

conservante Bronopol® e encaminhadas para 0 LabUFMG para determinagdo de teores
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percentuais de gordura, lactose, extrato seco total e extrato seco desengordurado por
equipamento eletronico Bentley CombiSystem 2300® (BENTLEY...,1998), utilizando a
metodologia de espectroscopia na regido do infravermelho médio acoplada a FTIR (Fourier

Transform Infrared Spectroscopy) (International..., 2000).

4.2.3.2. Indice de protetlise do leite caprino cru

O indice de protedlise foi determinado por meio do indice caseina: proteina verdadeira
obtido pelo método de Kjeldahl (AOAC, 2012), sendo que todas as metodologias da
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) foram adaptadas para micro-Kjeldahl.
A quantificacdo do nitrogénio caseinoso foi obtida pela metodologia indireta nUmero 998.07
da AOAC (2012). O nitrogénio ndo proteico foi obtido através da coagulacdo das proteinas do
leite com solucgdo de &cido tricloroacético (10% m/v) e acetato de sddio (1 Molar). A solucdo
foi filtrada e 10 mL do filtrado foram pesados em tubo de Kjeldahl. A caseina precipitada foi
retirada por filtracdo e o filtrado (10 mL) representa o nitrogénio ndo caseinoso, que seguiu
para digestdo e destilacdo (AOAC, 2012). O teor de proteina verdadeira foi apurado pela
metodologia nimero 991.23 da AOAC (2012). O nitrogénio total foi obtido segundo Brasil
(2006).

Foram utilizadas as seguintes equacdes para determinacdo da protedlise no leite:
indice de protedlise = Teor de caseina / Teor de proteina verdadeira
Teor de caseina = (Nitrogénio total — Nitrogénio ndo caseinoso) * 6,38
Proteina total = (Nitrogénio total — Nitrogénio ndo proteico) * 6,38

4.2.3.3. Indice de lipdlise do leite caprino cru

O indice de lipodlise foi realizado de acordo com a metodologia de Deeth et al. (1975)
a partir da titulagdo dos &cidos graxos livres (AGL). Para isso, foram pipetados 3 mL das
amostras em um tubo de ensaio, misturados com 10 mL de solugdo de isopropanol, éter
petréleo e acido sulfurico (40:10:1 v/v), 6 mL de éter petrdleo P.A., 4 mL de agua destilada e
duas gotas de solucéo de azul de metileno. Posteriormente, a amostra foi agitada e ficou em
repouso por 5 minutos. O sobrenadante foi pipetado e o volume anotado. Em um erlenmeyer

adicionaram-se, ao sobrenadante, 2 gotas de solucdo metanolica de fenolftaleina (1% m/v) e
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procedeu-se a titulacdo dos acidos graxos livres com solucdo metandlica de KOH (0,02 N). O
teor de AGL foi expresso em p equivalente/mL de leite e calculado pela equagao:

AGL (p equiv./ mL) = (T*N/ P *V) *1000

Onde:

T = volume titulado

N= normalidade da solucdo da metanolica de KOH

P = volume do sobrenadante retirado

V = volume da amostra de leite

4.2.3.4. Andlises estatisticas

As variaveis microbioldgicas e fisico quimicas foram testadas quanto a normalidade e
homocedasticidade da distribuicdo dos residuos por meio dos testes de Shapiro-Wilk e
Bartlett. Para as variaveis que cumpriam as premissas da andlise de variancia, com seus
valores originais ou ap6s transformacdo logaritmica, o efeito do periodo de estocagem foi
avaliado por meio do teste de F ap6s ajuste de modelo misto que considerou a associacdo
entre as medidas repetidas de uma mesma amostra ao longo do tempo. A matriz de
covariancia assumida foi a autoregressiva de primeira ordem. Teste de T foi utilizado para

comparacao de médias.

Para as variaveis que ndo apresentavam distribuicdo normal ou homogeneidade de
variancia dos residuos foi realizado o teste de Friedman para avaliacdo do efeito de tempo de
estocagem, e, em caso de efeito significativo, o teste de Wilcoxon foi utilizado para
comparagdo dos tempos dois a dois. Analises de regressdo linear mistas considerando a
correlacdo entre os residuos por meio de matriz de covariancia autoregressiva de primeira
ordem foram ajustadas para as variaveis em que o efeito de tempo se mostrou presente. Para
as avaliacGes foi considerado o nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram

realizadas utilizando o software SAS University Edition (SAS Institute Inc, 2018).
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4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Caracterizacao das analises fisico-quimicas das amostras de leite de cabra

A TABELA 1 apresenta a comparacdo dos resultados das analises fisico- quimicas do

leite de cabra armazenado a temperatura média de 4°C, com os valores preconizados pela

Instrucdo Normativa n°® 37 do MAPA, de 8 de novembro de 2000, que regulamenta os padrdes

de Identidade e Qualidade do Leite de Cabra.

TABELA 1 — Comparacéo dos resultados das andlises fisico- quimicas com a legislacédo

do MAPA
Periodo de estocagem
Analises Parametros Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia7 P-valor total
MAPA 2000
Gordura% ! Leite integral- 3,41 3,36 3,48 3,43 0,1191
Teor Original
Acidez% 2 13a18°D 15,9¢ 17,08b 17,54b  18,75a  0,0005*
(0,8055) (0,8055) (0,8223)  (0,8361)
Proteina Minimo 2,8 3,22 3,21 3,14 3,13 0,2192
Total% 2 (0,1134) (0,1134) (0,1134)  (0,1134)
Lactose % 2 Minimo 4,3 4,26 4,19 4,25 4,26 0,4045
(0,04343) (0,04343)  (0,04751) (0,04834
)
ESD % 2 Minimo 8,20 8,30 8,22 8,30 8,40 0,4154
(0,1035) (0,1035) (0,1100)  (0,1130)
indice -0,550a0,585°H  -0,563 -0,563 -0,557  -0,562 0,0582

Crioscopico?!

'mediana / 2média dos quadrados minimos (erro padréo).

* efeito de tempo significativo ao teste de F (p < 5%); letras distintas nas linhas referem-se
a medias significativamente diferentes sob o teste de T (p<0,05).

FONTE: do autor.
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Os resultados dos teores de gordura, proteina total, acidez titulavel, ESD e indice
crioscopico mantiveram-se dentro dos valores preconizados pela legislagdo (BRASIL, 2000)
durante os 7 dias de estocagem em condicGes laboratoriais (TABELA 1). A acidez dentro dos
valores aceitos pela legislacdo durante 0 armazenamento sugere que a temperatura média de
estocagem, 4°C, foi eficiente na prevencdo do crescimento de microrganismos produtores de
acido latico, embora tenha sido observada elevacdo significativa da acidez (p<0,05) durante o0s
dias de armazenamento. Esses resultados corroboram com os obtidos por Dutra et al. (2014),
que relataram valores médios de acidez de 18°D para o leite caprino refrigerado por 8 dias e
com Figueiredo (2017), que observou média de 16,55°D para o leite estocado por 7 dias em
condigdes laboratoriais. O aumento da acidez, pode estar associada a contagem de
microrganismos mesofilos aerdbios, que foi crescente durante o periodo de estocagem, visto

que, varios mesofilos sdo acido- lacticos.

Os teores de gordura ndo apresentaram alteracGes significativas durante todo o periodo
de estocagem, tendo permanecido superiores ao minimo de 2,9% admitido pela legislacdo
vigente (BRASIL, 2000), durante todo o periodo de estocagem (TABELA 1). Contudo, a raca
é um fator que influencia diretamente no percentual de gordura, sendo até contemplado esse
fator na legislacdo ao delimitar o teor aceitavel de gordura no leite de cabra (BRASIL, 2000).
Na regido onde o leite foi coletado, as racas mais comuns sdo Saanen e Alpina e/ou cruzamento
entre estas duas racas. Observa-se que a mediana do teor de gordura encontrado nesse
experimento (3,39%), é condizente com outros estudos feitos no Brasil compreendendo estas
duas racas. Pereira (2016) reportou 3,5% e Figueiredo (2017) 3,72%. Entretanto, os resultados
desse experimento, foram maiores do que o percentual de gordura encontrado por Madureira et
al. (2017) em Séo Paulo, que foi de 2,65%. O teor de gordura é um parametro da qualidade
muito utilizado para o pagamento do leite por qualidade na cadeia lactea bovina ha bastante
tempo e comeca a ser empregado na industria de leite caprino, devido a sua importancia
nutricional e ao seu impacto tecnoldgico, uma vez que influencia no aroma e sabor dos
derivados lacteos caprinos (PARK et al., 2007). O pagamento do leite por qualidade estimula o
produtor a melhorar a qualidade do leite para aumentar a renda. Contudo, existe uma
contradicdo entre a melhora da qualidade e o armazenamento prolongado para a viabilidade da
coleta do leite pela industria beneficiadora, visto que a estocagem durante um periodo médio

de sete dias, como visto neste estudo, pode alterar a qualidade do leite.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca durante a estocagem, sobre os teores de

proteina (p=0,2192) e caseina (p= 0,6164), registra-se um comportamento direcionado para a
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reducdo desses componentes durante o armazenamento. Esse comportamento pode estar
associado ao crescimento dos microrganismos psicrotréficos proteoliticos, que podem
promover a protedlise das principais proteinas lacteas, e a instabilidade das caseinas,
associadas a sua composicdo. A reducdo dos tores de proteina total e caseina durante a

estocagem podem prejudicar o rendimento dos derivados l&cteos, principalmente do queijo.

Os teores de extrato seco desengordurado (p=0,4154, erro padrdo= 0,053) e de extrato
seco total (p=0,5134, erro padrdo= 0139), ndo sofreram alteracdes significativas durante todo
0 periodo estocagem a temperatura média de 4°C. O valor médio para 0 ESD (8,27%)
verificado neste estudo, foi semelhante aquele obtido por Almeida et al. (2009), que
avaliaram rebanhos de caprinos nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, e superior ao
constatado por Queiroga et al. (2007), de 7,99%, ao avaliarem o leite produzido durante o
periodo de lactagdo das cabras Saanen na regido nordeste. A média de 11,75% para sélidos
totais, foi superior a de 11,65% observado por Figueiredo (2017), em Minas Gerais, durante
estocagem de 7 dias a 4°C, e semelhante aos 11,80% obtido por Dutra et al. (2014), em

amostras refrigeradas a 6°C durante 8 dias.

O indice crioscopico, ndo variou durante o periodo de armazenagem a frio por 7 dias
em condicdes laboratoriais (p<0,05), visto que, a refrigeracdo desacelera a decomposicao do
leite. A mediana encontrada de -0,562°H esta dentro dos parametros legais (BRASIL, 2000),
contudo, os valores maximos de -0,502°H, sugerem que pode ter ocorrido adi¢do de agua, em
algumas amostras. 20% das amostras frescas estavam fora do preconizado pela legislacéo, o
que pode alterar outros parametros fisico-quimicos como a acidez,e os teores de proteina e de

solidos ndo gordurosos (AGNESE, 2002), e prejudicar o rendimento industrial.

Semelhante ao leite bovino, o principal carboidrato do leite caprino é a lactose, diferindo
apenas guanto a sua concentracdo, que é aproximadamente 0,2 a 0,5% menor (CENACHI et al,
2011). Os teores de lactose iniciais encontrados nas amostras deste estudo, demonstrados na
TABELA 1, estdo ligeiramente fora do valor minimo aceito pela legislacdo e ndo tiveram
variacoes (p=0,4045) durante todo o periodo de estocagem, a semelhanca do que foi relatado
por Figueiredo (2017) e Dutra et al., (2014). O teor de lactose pode ser influenciado pela
quantidade de concentrado disponibilizado na dieta (QUEIROGA et al., 2007) e alimentagéo
desbalanceada, percebidos em algumas propriedades da mesorregido da zona da mata mineira
por Figueiredo (2017). Fatores genéticos também ndo podem ser descartados para 0s teores

inferiores de lactose, uma vez que animais de uma mesma regido podem apresentar graus de
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parentesco. O fato de muitos estudos reportados na literatura demonstrarem valores inferiores
quanto ao teor de lactose nos permite questionar o limite imposto pela legislagéo brasileira
vigente, uma vez que a alimentacdo, raca e estagio de lactacdo das cabras podem influenciar na

producao de lactose.

4.3.2. Resultados das analises fisico-quimicas relacionadas aos componentes proteicos do
leite de cabra

O indice caseina do leite caprino, ndo sofreu variacfes (p=0,6164) durante o periodo
de armazenamento sob refrigeracdo (TABELA 2). Contudo, observa-se um comportamento
de reducdo deste com o passar dos dias de estocagem. A média de percentual de caseina
mostrou-se superior ao reportado (2,33%) no estudo de Figueiredo (2017). Em pesquisa
realizada por Inglinstad et al. (2016) em leite de cabras norueguesas, a caseina apresentou
média de 2,54%. O teor de caseina, constituinte principal dos queijos, também esta associado
a raca dos animais e estagio de lactacdo, assim como grande parte dos constituintes do leite.
Devido a importancia na producédo de queijos e derivados lacteos, é essencial a estabilidade da
caseina ao tratamento térmico (RECHE, 2013). Essa reducdo dos valores de caseina durante a
estocagem é esperada a medida que o leite sofre decomposicao, uma vez que, por ser a fragdo
proteica de maior abundancia no leite (cerca de 80% do total das proteinas) é também a parte

mais degradada pelas enzimas proteoliticas presentes.
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TABELA 2- Perfil proteico, e indices de caseinomacropeptideo, proteolise e lipdlise do leite

de cabra cru estocado por sete dias a temperatura média de 4°C

Analises Média/ Valor Valor CV P- valor
Mediana Méaximo Minimo total
Caseina (%)? 2,69 3,31 2,17 8,98 0,6164
NNP (%)?2 0,025 0,38 0,019 18,67 0,2379
Protedlise! 0,9 1,10 0,88 4,24 0,0092**
Lipolise 0,25 0,35 0,18 17,16 0,0036*
(neq/mL)?
CMP (ug/L) 2 237,94 749,93 29,49 86,52 0,0001*

'mediana/ ?média dos quadrados minimos.
* efeito de tempo significativo ao teste de F (p <0,05%); ** efeito de tempo
significativo ao teste de Friedman (p < 0,05%);

FONTE: do autor.

Quando comparado ao leite bovino, o leite de cabra apresenta menor teor de caseinas e
maior teor de NNP (SILVA et al., 2015). O nitrogénio ndo proteico do leite de cabra cru
analisado neste experimento ndo oscilou durante o periodo analisado (p=0,2379). A média foi
inferior a encontrada por Figueiredo (2017) de 0,039% e por Inglinstad et al. (2016), de
0,049% em cabras norueguesas. Era esperado que o contetdo de NNP, que pode refletir a
degradacdo da proteina, aumentasse durante o armazenamento, contudo, isso ndo foi
observado neste experimento. A estabilidade do NNP provavelmente estd associada ao
crescimento ndo significativo de microrganismo psicrotroficos proteoliticos observado
(TABELA 3).

O indice de protedlise apresentou alteracbes (p<0,05) durante o armazenamento
prolongado do leite de cabra, demonstrando baixo coeficiente de variacdo (CV= 4,24). Essa
oscilacdo pode estar diretamente associada ao crescimento de microrganismos psicrotroficos
durante o periodo de estocagem do leite cru caprino. A contaminacdo inicial do leite por
microrganismos psicrotroficos, que resultaria na protedlise do leite de cabra, pode ser
originada de acordo com Fukuda (2003), das condic¢Oes inadequadas de higiene durante a
ordenha ou pelos utensilios higienizados incorretamente. A mediana observada neste estudo
foi 0,9, valor que quanto maior, significa menor indice de protedlise no leite, por se tratar da
relacdo caseina: proteina verdadeira do leite. Foram reportados indice de proteélisgzem




experimentos semelhantes, com leite caprino, inferiores ao observado neste estudo, ou seja,
com maior indice de prote6lise, por Figueiredo (2017), cujo valor médio obtido de 0,76, e por
Fonseca (2010), que reportou indice de protedlise de 0,85 com cinco dias de armazenamento.
O crescimento ndo significativo de microrganismos psicrotréficos proteoliticos durante o
armazenamento por 7 dias em condigOes laboratoriais (TABELA 3) foi essencial para se ter
bom indice de protedlise quando comparados com outros autores. Fonseca (2010) ressaltou a
importancia de se controlar a protedlise originada por microrganismos psicrotroficos para a
industria lactea, visto que pode indicar resultados falso positivo para adi¢cdo de soro de queijo
ao leite cru, uma vez que quebram a k-caseina, atuando de forma semelhante a quimosina, e
resultando assim na formacdo do Pseudo-CMP (FUKUDA, 2003; NOMBERG; TONDO;
BARNDELLI, 2009) alem de fornecer matéria-prima de baixa qualidade para producdo de

derivados lacteos.

N&o existe na literatura cientifica e nem na legislagdo vigente do MAPA que
regulamenta os padrbes de identidade e qualidade do leite de cabra, um valor de CMP que
determine a partir de qual concentracdo o leite de cabra deve ser rejeitado para 0 consumo
direto humano. Comparando a legislacao brasileira para indice de CMP de leite de vaca o com
o valor médio de 237,94 mg/L obtido neste experimento, este ndo seria aceitavel para o
abastecimento direto e nem para a producdo de derivados (BRASIL, 2006). Observou-se
aumento do indice de CMP entre os dias de estocagem, sendo observada diferenca
significativa apenas do dia 7 com os demais dias (0, 2 e 4) analisados, 0 que demonstra que,
ao contrario do que ocorre para o leite bovino, que precisa ser analisado fresco de forma a ndo
gerar resultados falso positivo para fraude por adicdo de soro, o leite de cabra refrigerado em
temperatura média de 4°C pode ser analisado até o 4° dia de estocagem, sem alteracdes
significativas de CMP. Contudo, apesar de ter sido notado crescimento do CMP do leite
caprino em todas as amostras em func¢do do periodo de armazenamento, ocorreu uma grande
variacdo inicial entre as dez amostras analisadas sendo que apenas uma amostra inicial que se
enquadraria ao abastecimento direto. 60% das amostras de leite caprino cru analisadas se
enquadrariam apenas para alimentagdo animal (indice superior a 75 mg/L). Figueiredo (2017)
reportou valor médio de CMP de 53,10 mg/mL em leite de cabra armazenado sem tratamento
térmico por 7 dias a 4°C. Silva-Hernandez et al. (2002) reportaram 79mg/L de CMP oriundo
de leite fresco de cabra em estudo sobre o CMP do soro de leite. Santos et al. (2016)
encontraram, em Minas Gerais, CMP médio de 49,52 mg/L em leite de cabra. De acordo com
Furlanetti e Prata (2003), o leite de vaca normal possui quantidades variaveis de CMP-livre,
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que podem oscilar de acordo com o estagio de lactacdo dos animais e presenca de mastite
clinica e subclinica. Assim, é notério que a legislacdo para leite bovino que regulamenta os
indices de CMP (BRASIL, 2006) ndo poderia ser aplicada com confianca para o leite caprino.
Segundo Figueiredo (2017), sdo esperados valores mais elevados de CMP para leite caprino
quando comparado ao leite de vaca, uma vez que, sua proteina possui menor estabilidade,

portanto, seria mais susceptivel a degradagao enzimatica por microrganismos psicrotréficos.

A lipolise do leite & proveniente da acdo de enzimas lipoliticas produzidas
principalmente por microrganismos psicrotroficos lipoliticos quando presentes em altas
contagens, como pode ser visto na TABELA 3, que degradam os triglicerideos do leite,
liberando &cidos graxos livres, sendo esse processo denominado de rancificacdo. Assim,
guanto maior o percentual de gordura maior a susceptibilidade a acdo da enzima lipase
(MESSIAS et al., 2011). Nesse estudo, o valor da mediana para a concentracdo de &cido
graxos livres (AGL), foi inferior ao encontrado na literatura (TABELA 3). Figueiredo (2017)
observou concentracdo de AGL de 2,19 p eq/mL para o leite armazenado por 7 dias a 4°C na
regido da Zona da Mata Mineira. Fonseca et al. (2006) reportaram 1,59 p eq/L no leite de
cabra in natura armazenado por até seis dias a 4°C, e sabor de ranco significativo durante a
analise sensorial. Comparando com os demais estudos, foi encontrada baixa concentracéo de

acidos graxos livres para o leite estocado neste presente estudo.

4.3.3. Analises dos parametros microbioldgicos

A média dos quadrados minimos da contagem bacteriana total nesse estudo foi de
3,8x10°UFC/mL. Observou-se elevacdo nas contagens (p<0,05) durante a estocagem. Apesar
da média estar dentro do limite de 5,0 x 10° UFC/mL determinado pelo RTIQ de leite de cabra
(BRASIL, 2000), foram observadas amostras com valores superiores ao recomendado. De
acordo com o teste de comparacdo de médias, foi reportado que ndo houve diferenca de
crescimento entre o dia 0 e 2 (p= 0,2132) e nem do dia 4 para o dia 7 (p= 0,1111), contudo,
ocorreu um pico de crescimento entre os dias 2 e 4, o que nos permite concluir que o leite
poderia ser transportado ap6s 48 horas da ordenha para a industria mantendo a sua qualidade.
Reche (2013), em estudo com estocagem refrigerada do leite bovino por até 36 horas apos a
ordenha, ndo encontrou diferencas (p<0,05), corroborando com os resultados obtidos neste

estudo. Gomes e Souza (2012), afirmaram que elevados valores de CBT estdo associados ao
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leite velho, refrigeracdo inadequada, sanidade do rebanho e auséncia de boas préticas durante a
obtencg&o do leite e no beneficiamento.

A contagem de mesofilos aerdbios foi crescente mesmo com a refrigeracéo do leite sendo
utilizada. Contudo, a média do leite fresco, de 5,7x10" UFC/mL obtido neste estudo, reporta
que elevadas contagens foram observadas mesmo antes do armazenamento das amostras.
Fator que pode estar associado, assim como o CBT, pelas falhas de adocdo de boas préaticas
durante a ordenha e a salde das cabras em lactacdo. O valor médio de mesofilos durante a
estocagem nas amostras analisadas supera aos obtidos por Fonseca (2006), Fonseca (2010) e
Figueiredo (2017). E importante ressaltar que foi observado um sistema precario de acdes de
higiene durante a ordenha em algumas propriedades, justificando as elevadas contagens
obtidas. Além disso, a grande amplitude entre os valores maximo e minimo na contagem de
microrganismos mesofilos aerébios (TABELA 3) reflete a heterogeneidade dos cuidados de
higiene de ordenha observados durante a coleta das amostras de leite de cabra da regido

Metropolitana e da Zona da Mata mineira.

TABELA 3. Contagem de microrganismos mesofilos aerdbios, psicrotroficos
proteoliticos e lipoliticos, contagem bacteriana total e contagem de células sométicas em leite

de cabra cru estocado por sete dias em condi¢des laboratoriais

Analises Média/ Ccv Desvio Valor Valor P- valor
mediana padrédo maximo | minimo total
CBT (UFC/mL)2 | 3,8x10°| 154,39 996,91 1,8x108 | 3,1x10° | 0,0123*
Mesofilos aerobios | 1,2x10% | 363,23 | 75029642,33| 2,7x10° | 1,8x10° | 0,0094*
(UFC/mL)?
Psicrotroficos 6,4x107 | 272,60 | 16780154,89| 4,3x10% | 2,5x10° | 0,0818
proteoliticos
(UFC/mL)t
Psicrotroficos 5,2x107 | 253,31 | 14277019,84| 4,1x10% | 2,5x10° | 0,0120**
Lipoliticos
(UFC/mL) ¢
CCS (céls./mL)t | 1,3x10°| 61,56 141,83 4,2x10" | 4,3x10° | 10,5407

'mediana/ 2média dos quadrados minimos.

* efeito de tempo significativo ao teste de F (p < 0,05); ** efeito de tempo significativo ao
teste de Friedman (p < 0,05);

FONTE: do autor.
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Samarzija et al. (2012), relataram que a microbiota predominante de mesdéfilos do leite
recém ordenhado € substituida por microrganismos psicrotroficos durante a refrigeraco.
Segundo Cempirkova et al. (2002) ha relacdo de 69% entre contagem de psicrotréficos e a
contagem bacteriana total. No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa
(p=0,0818) nos dias 0, 2, 4 e 7 para 0 crescimento de microrganismos psicrotroficos
proteoliticos no leite de cabra, contudo, foi observado um comportamento de aumento desse
grupo com o passar dos dias de armazenamento (TABELA 3). A mediana elevada dos
tratamentos de 6,4x10" UFC/mL, pode alterar o valor de CMP resultando em resultados falso
positivo para adi¢cdo de soro. Resultados melhores foram reportados por outros autores. No
estudo de Fonseca (2010), os psicrotroficos proteoliticos atingiram contagem maxima de
6,0x10°UFC/mL, Fonseca et al. (2006), relataram contagens de proteoliticos e lipoliticos que

ultrapassassem 10 UFC/mL somente no sexto dia de estocagem & 4 °C.

A mediana da contagem dos psicrotréficos lipoliticos neste trabalho também foi elevada,
(5,2x10” UFC/mL), apresentando crescimento significativo em funcdo do tempo de
estocagem. Fonseca (2010) encontrou contagem maxima de 2,1x10°UFC/mL para
psicrotroficos lipoliticos. Contudo, as contagens de microrganismos lipoliticos e proteoliticos
encontradas na regido da Zona da Mata mineira por Figueiredo (2017), em estudo da
qualidade do leite de cabra armazenado sem tratamento térmico superaram este limite, assim

Como no presente estudo.

Champagne et al. (1994) relataram que para se ter alteracdes perceptiveis no aroma e
sabor, é preciso que se tenha contagem acima de 1,0x10®° UFC/mL de microrganismos
psicrotroficos, o que foi observado nas amostras de leite caprino cru deste estudo,
armazenadas sob refrigeracdo durante 7 dias. Assim, pode-se constatar a baixa qualidade
microbioldgica do leite de cabra da regido metropolitana e da Zona da Mata mineiro, que ira
resultar em derivados com qualidade reduzida, visto que, de acordo com Fonseca et al.
(2006), as enzimas provenientes dos microrganismos psicrotréficos sdo termorresistentes e

atuam na degradacao do leite mesmo ap0s a pasteurizacao.

Outro parametro da qualidade, relacionado diretamente aos aspectos sanitarios, é
a contagem de células somaticas (CCS). A mediana para os niveis de CCS observados nesse
estudo foi de 1,3x10° células/mL, ndo sendo observadas oscilagdes (p=0,5407) nesse nivel
durante a estocagem e com alto coeficiente de variacdo (CV= 61,56). Na literatura foram

reportados valores superiores para CCS para o leite caprino. Dutra et al. (2014), registraram
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CCS de 2,5x10° células/mL em leite de cabra armazenado por 8 dias & 6°C. Figueiredo
(2017), observou 1,0x10° células/mL para leite de cabra estocado por 7 dias & 4°C. Apesar da
CCS ser um parametro associado a diagndsticos de mastite em leite de vaca, para cabras,
ainda se estuda essa relacdo. A CCS no leite caprino pode ser influenciada por diversos
fatores ndo relacionados a mastite, como: ciclo estral, estacdo do ano, producdo de leite,
namero de partos e dias em lactacdo (GOMES; SOUZA, 2012). De acordo com Madureira et
al. (2010), a forma como o leite é secretado nas cabras resulta em intensa descamacdo do
epitélio glandular e, por consequéncia, eleva a quantidade de células somaticas, gerando um

padréo de CCS diferente do leite da espécie bovina.

4.3.4. Relacdo da quantidade de &cidos graxos livres com o crescimento de

microrganismos lipoliticos nas amostras de leite de cabra analisadas

O teor de AGL provenientes da lipolise aumentou em funcéo ao tempo de armazenamento
(p<0,05), em todos o periodo analisado. A curva de regressdo teve como valor estimado
inicial para AGL de 0,22 p eq/mL, aumentando 0,0072 a cada dia de estocagem. Contudo, na
analise de regressao linear, o coeficiente de determinacdo, que explica a relacdo entre o
percentual de lipolise em funcdo ao periodo de estocagem foi baixo (r2= 19,61%).
Possivelmente isso se deve ao fato que ha na literatura varios relatos sobre lipélise espontanea
do leite caprino, associada a presenca de enzimas lipoliticas naturais do leite e a maior
fragilidade da membrana de seus glébulos de gordura. Loewenstein et al. (1980), citados por
Bonassi et al. (2000), consideram que a membrana do glébulo de gordura do leite de cabra é
menos estavel que a do leite de vaca, com isso torna-se mais susceptivel as mudancas de
aroma e sabor relacionados a lipolise. Além disso, 0 aumento da lipolise também pode estar
associado ao crescimento de microrganismos psicrotroficos lipoliticos, que se mostrou mais

acentuado a partir do 4°dia de estocagem a 4°C.

Os microrganismos psicrotroficos lipoliticos apresentaram alta contagem microbiana
durante todos os dias de armazenamento, sendo observado crescimento exponencial ap6s o
quarto dia de armazenamento. De acordo com Guinot Thomas et al. (1995), o
desenvolvimento dos psicrotroficos demora aproximadamente de 6 a 8 horas de geragéo,
fazendo esses microrganismos sairem da fase lag do crescimento com aproximadamente dois
dias de estocagem, e a partir desse momento entrarem em crescimento exponencial. O
crescimento exponencial de lipoliticos ap6s o segundo dia foi observado por Figueiredo

(2017), contudo, neste experimento, s6 foi observado crescimento acelerado apos o 4°dia de
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estocagem (FIGURA 1). Fonseca (2010), também observou atividades lipoliticas

relativamente mais intensas apds o quinto dia de estocagem a 4°C.
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FIGURA 1 - Relacdo da quantidade de 4&cidos graxos livres com o crescimento de
microrganismos psicrotroficos lipoliticos encontrada nas amostras de leite caprino

armazenadas a temperatura média de 4°C durante 7 dias.

O desenvolvimento desse grupo microbiano acompanhou a taxa de lipdlise do leite,
corroborando com o observado por Figueiredo (2017) e Fonseca et al. (2006), em estudos
sobre a qualidade do leite de cabra estocado sob refrigeracdo. Gomes et al. (2004), citaram
que valores de 1,3 p eq./ mL de AGL em creme de leite tornaram o produto inaceitavel e
Fonseca (2006), relatou que valores médios de AGL superiores a 1,6 p eq/mL resultaram

diferengas no odor e sabor no leite caprino.

Os valores crescentes de acidos graxos livres durante o periodo de estocagem devido a
degradacdo enzimatica promovida pelos microrganismos psicrotréficos lipoliticos também
corroboram com a tendéncia a reducdo dos teores de proteina e caseina promovidos pela agédo
dos microrganismos proteoliticos. Além disso, de acordo com Messias et al. (2011), o elevado
percentual de gordura nas amostras deste experimento, pode ter aumentado a susceptibilidade

do leite a acdo da enzima lipase.
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4.3.5. Relacdo do caseinomacropeptideo em funcdo do crescimento de microrganismos
proteoliticos durante a estocagem no leite de cabra

Foi observado aumento do indice de CMP em funcao do periodo de armazenamento (p=
0,0001), porém, através do teste de comparacdo de médias, identificou-se que o crescimento
nos dias 0, 2 e 4 diferiram significativamente apenas do dia 7. Isso demonstra que o leite
poderia ser estocado por quatro dias sem que gere resultados falso positivo para fraude por
adicdo de soro de queijo. Em concordancia com isso, o coeficiente de determinacdo, obtido
na andlise de regressao linear, que explica a relacdo entre 0 CMP em funcdo ao periodo de
estocagem foi baixo (r?>= 16,37%), ou seja, apenas 16,37% da variagdo do CMP ocorreu em
fungéo do dia de estocagem refrigerada. A curva de regressao linear teve como valor estimado
inicial para CMP de 149,31 mg/L, aumentando 29,79 mg/L a cada dia de estocagem.
Possivelmente a baixa porcentagem do coeficiente de determinacdo se deve ao fato de que o
leite fresco j& apresentou elevada variacdo desse indice. Entretanto, a elevacdo do CMP
parece estar associada ao crescimento de microrganismos psicrotroficos proteoliticos. A
elevacdo do CMP ocorreu em sintonia com o aumento da populacdo de proteoliticos
(FIGURA 2). No trabalho de Figueiredo (2017), ndo foi observada correlacdo entre o
aumento da populagdo de psicrotréficos com a atividade proteolitica nas amostras estudadas.
Resultado semelhante foi reportado por Nornberg (2009).

500 60.000.000
450
50.000.000
400 E‘
350 40.000.000
g‘b 300 5
= 250 30.000.000 8
o ’ ’ 2
= =
150 20.000.000 -oé'
o
100 10.000.000
50
0 0
Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia7
B CMP e Psic. Prot.

FIGURA 2 — Relacdo Caseinomacropeptideo x psicrotréficos proteoliticos no leite caprino
armazenado a temperatura média de 4°C durante 7 dias.
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O crescimento dos proteoliticos foi intensificado ap6s o 4° dia de estocagem, semelhante
ao encontrado por Figueiredo (2017). Fonseca et al. (2006) relataram maior crescimento apds
o0 3°dia de estocagem. Foi relatado por Leitner et al. (2008), em experimento com leite bovino
um aumento progressivo na contagem de microrganismos psicrotroficos nas 48 horas de
estocagem. E importante ressaltar que as proteases sintetizadas pelos microrganismos
psicrotroficos quebram a caseina de forma semelhante a hidrolise realizada pela quimosina,
liberando o Pseudo - CMP (DATTA; DEETH, 2001; FUKUDA, 2003), que pode resultar em
falsos resultados positivos para fraude por adicdo de soro. Além disso, a relacdo entre
microrganismos psicrotréficos lipoliticos e o indice de prote6lise ndo € inesperada, pois
muitos microrganismos produtores de lipases sdo também produtores de proteases. Estas
enzimas, podem tornar o leite instdvel ao tratamento térmico, provocando a coagulacdo
durante a pasteurizacdo e geleificacdo do leite UAT, além da producdo de sabores

indesejaveis e reducdo do rendimento queijeiro (PINTO, 2004).

44 CONCLUSOES

As amostras de leite de cabra cru da regido Metropolitana e da Zona da Mata mineira
estocadas por sete dias estavam adequadas, aos indices fisico-quimicos e microbioldgicos
determinados pela legislacdo e a literatura. Porém, ainda é perceptivel a baixa qualidade
microbiol6gica com crescimento de microrganismos mesofilos, psicrotréficos proteoliticos e
lipoliticos, superiores ao reportado em outros experimentos que avaliaram a qualidade do leite
de cabra armazenado. As contagens iniciais elevadas dos microrganismos analisados, podem
ser consequéncia de falhas na higiene da ordenha, dos utensilios e dos manipuladores, e da
falta de controle da sanidade do rebanho, como foi observado em muitas propriedades durante
a coleta das amostras.

Os resultados de CMP sugerem que apos o 4°dia de armazenamento do leite de cabra
cru mantido a temperatura média de 4°C, pode resultar na clivagem da caseina, formando o

Pseudo- CMP, assim, pode influenciar em resultados falsos positivos.
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45 CONSIDERACOES FINAIS

Vale ressaltar que se o leite ndo for obtido e armazenado dentro de principios de
higiene, o prejuizo para a industria e para o consumidor quando ha a préatica de estocagem do
leite de cabra cru por longos periodos, pode ser eminente, uma vez que 0s parametros de
qualidade microbiologicos e os indices de lipolise, protedlise e de CMP apresentaram

aumento continuo com o decorrer da estocagem prolongada.
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5 ARTIGO

indice de caseinomacropeptideo como ferramenta para deteccéo de

fraude por adicao de soro em leite de cabra

(Elaborado conforme normas da revista: Revista do Instituto de Laticinios Candido Tostes —
Journal of Candido Tostes Dairy Institute)
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INDICE DE CASEINOMACROPEPTIDEO COMO FERRAMENTA PARA
DETECCAO DE FRAUDE POR ADICAO DE SORO EM LEITE DE CABRA

Caseinomacropeptide index as a tool for fraud detection by adding whey in goat
milk

Marcela de Oliveira Nogueira, Cecilia Melo Vasconcelos, Amanda Ribeiro Santos,
Raphael Rocha Wenceslau, Leorges Morais da Fonseca, Claudia Freire de Andrade
Morais Penna

RESUMO

Grande parcela dos produtores do leite caprino, o comercializam tanto na forma
pasteurizada quanto na forma de queijos especiais. Permite-se assim, a discusséo, sobre
a prética de adi¢cdo do soro do queijo de cabra ao leite cru, especialmente se parte desse
leite ficar armazenado durante longos periodos em tanques de refrigeracdo, até sua
captacdo pela industria processadora. A adicdo de soro que ocorre comumente no leite
bovino destinado ao consumo com objetivo de aumentar o volume liquido final e
consequentemente o lucro, também pode ocorrer para o leite caprino resultando na
alteracdo da qualidade e da seguranca microbioldgica do produto final. Contudo,
considerando que a quantificacdo do indice de caseinomacropeptideo (CMP) ¢ a analise
utilizada para a determinacdo dessa fraude, objetivou-se nesse estudo realizar analises
cromatograficas no leite de cabra cru adicionado com 0, 2, 5, 10 e 20% de soro de
queijo de cabra de forma a quantificar esse indice e verificar sua efetiva aplicacdo em
leite caprino. Observou-se aumento (p<0,05) dos valores de CMP para leite de cabra
cru adicionado com concentracdes conhecidas de soro, por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Notou-se ainda, que pelas analises de rotina
fisico quimicas e microbiol6gicas de baixo custo, realizadas pela industria de lacteos,
ndo foi possivel detectar as fraudes por adi¢do de soro de queijo, visto que apesar da
reducdo expressiva dos teores de gordura e proteina, eles ainda se encontravam em sua
maioria, dentro do preconizado pela legislacdo vigente. Portanto, o estudo sugere a
possivel utilizacdo do indice caseinomacropeptideo como método de deteccdo para a
fraude de adicdo de soro em leite caprino.

Palavras-chaves: caprinocultura; deteccdo de soro; proteinas do leite; qualidade.

ABSTRACT

Large share of goat milk producers marketed as pasteurized milk and as special cheeses.
This way, it’s possible to suppose the practice of adding whey from goat cheese to raw
milk, especially in those stored for long periods in refrigerated tanks. The addition of
whey that occurs commonly in bovine milk destined for consumption in order to
increase the final net volume and consequently the profit,may also occur for goat milk
resulting in a change in the quality and microbiological safety of the final product.
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However, considering that the quantification of the caseinomacropeptide index (CMP)
is the analysis used to determine this fraud, it inestigated the chromatographic analysis
of raw goat's milk added with 0, 2, 5, 10 and 20% of goat cheese serum, is viable to
quantify this index and verify its effective application in goat milk. An increase (p
<0.05) in CMP values was observed for raw goat milk added with known
concentrations of serum detected by the high performance liquid chromatography
technique. It was also observed that, due to the physical, chemical and microbiological
analyzes of low cost, carried out by the dairy industry, it was not possible to detect
cheats by adding whey, since although there was an expressive reduction of fat and
protein contents, they were still mostly found, in accordance with current legislation.
Therefore, the study suggests the possible use of the caseinomacropeptide index as a
detection method for the addition fraud of goat milk serum.

Keywords: goat breeding; serum detection; milk proteins; quality.

5.1. INTRODUCAO

A producdo de leite de cabra no Brasil, de acordo com o ultimo senso do IBGE
(2015), estd em expansdo, embora ainda seja bastante limitada devido ao sabor marcante
e ainda pouco apreciado, e por ser uma atividade industrial relativamente recente no
pais e assim, dispor de limitado apoio governamental para o desenvolvimento destas
atividades (GOMES, 2016). A producdo do leite caprino no Brasil, estd amplamente
ligada a producdo de derivados, dentre os quais 0 queijo € o de maior significancia. Esse
beneficiamento geralmente € realizado pelas prdprias familias produtoras, uma vez que
ainda existem poucos laticinios operando especificamente para esta finalidade,
principalmente devido ao problema da irregularidade na oferta (CORDEIRO;
CORDEIRO, 2009; EMPRAPA, 2013).

De acordo Oliveira et al. (2009), a adigdo do soro de queijo em leite cru bovino
é uma das fraudes econdbmicas mais comumente aplicadas no Brasil. A adicdo de soro
acarreta a prejuizos como a reducdo do rendimento, reducdo no valor nutricional, que
pode em casos de consumo prolongado, gerar desnutri¢do, principalmente em lactantes,
criancas e idosos, alteracdo da qualidade dos produtos beneficiados, reducéo da vida de
prateleira, além de poder expor os consumidores a presenca de determinadas substancias
potencialmente perigosas (CORTEZ et al., 2010). Para a identificacdo dessa fraude, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) determina a analise do
indice de caseinomacropeptideo (CMP), de forma a verificar se o soro (rico em CMP),
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proveniente do processo de producdo de queijos é adicionado ao leite cru de vaca
(BRASIL, 2006). Porém no Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade do Leite
de Cabra do MAPA (BRASIL 2000), ndo estdo definidos critérios para analise e nem

valores limitrofes de CMP para o leite caprino.

Considerando que em Minas Gerais uma razoavel parcela de produtores de leite
de cabra o comercializa tanto na forma pasteurizada quanto na forma de queijos
especiais (ANUALPEC, 2013), e que de acordo com Aquino et al. (2014) as mudancas
nas caracteristicas fisico- quimicas do leite apds adicdo do soro ndo sdo facilmente
detectadas pelas andlises de rotina, questiona-se se essa pratica de adi¢do de soro ao
leite de cabra ndo vem sendo praticada com o intuito de aumentar a rentabilidade da
venda do leite cru para consumo direto. Diante do exposto, objetivou-se nesse trabalho,
verificar a eficiéncia da determinacdo do indice caseinomacropeptideo (CMP) como
método de detecgdo para adulteracdo de leite de cabra com soro de queijo através do

método de cromatografia de alta eficiéncia (CLAE).

5.2. MATERIAL E METODOS

5.2.1. Coleta e preparo das amostras

Foram coletadas dez amostras de leite de cabra cru recém ordenhado das racas
Saanen e Alpina, de cinco propriedades localizadas na regido Metropolitana e da Zona
da Mata Mineira, em Minas Gerais. Foram realizadas duas visitas em cada propriedade,
em intervalo de tempo superior a sete dias para coleta das amostras, entre 0s meses de
marc¢o a agosto de 2018. Cada amostra correspondeu a dois litros de leite. As amostras
foram acondicionadas em recipiente isotérmico e encaminhadas ao Laboratorio de
Cromatografia e aos Laboratorios de Microbiologia de Alimentos e de Fisico Quimica I,
do Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DTIPOA)
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV- UFMG), onde
foram processadas.

O experimento consistiu em avaliar a qualidade microbioldgica, fisico-quimica e
quantificar o indice de caseinomacropeptideo (CMP) do leite de cabra cru fresco e

adicionado com 2, 5, 10 e 20% de soro de queijo.
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5.2.2. Preparo do soro e adigGes ao leite de cabra

Para preparo do soro foram adicionados 0,5mL de coalho liquido da marca Ha- La
em 250mL de leite cru de cabra e colocado em banho-maria a 32°C, para cada uma das
dez amostras coletadas. Ap6s 60 minutos, a massa coagulada foi cortada, agitada e
dessorada. O soro coletado em erlenmeyer de 500mL, foi aquecido até o principio de
fervura, visando a inativacdo da enzima do coalho, de acordo com recomendacédo do
MAPA (BRASIL, 2003).

As amostras, subdivididas em cinco aliquotas, foram adulteradas com o0s
diferentes niveis de soro de queijo (2 a 20%), e analisadas imediatamente quanto a sua
qualidade microbioldgica e fisico- quimica. Parcelas de 50 mL das aliquotas foram
congeladas a -18°C para posterior analise do indice CMP pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

5.2.3.Andlises microbioldgicas

5.2.3.1.Contagem de microrganismos mesofilos aerdébios

Foram espalhadas, aliquotas de um mililitro das diluicdes seriadas de 102 até 10°
em placas de petri estéreis. Posteriormente, foram vertidos em cada placa cerca de 15 a
20 mL de Plate Count Agar (PCA) fundido e mantido em banho-maria a 46°C. As placas
foram homogeneizadas e mantidas em superficie plana para a solidificacdo do agar. A

seguir, foram incubadas por 48 horas a 36°C, com as placas invertidas (BRASIL, 2003).

5.2.3.2.Contagem de microrganismos psicrotroficos lipoliticos e

proteoliticos

A contagem de microrganismos psicrotréficos proteoliticos foi realizada pela
técnica de spread-plate, espalhando-se 0,1 mL das diluicdes de 10 a 10" em placas
com PCA (Acumedia) adicionado a 10% v/v de leite desnatado reconstituido em agua
(10% m/v) e autoclavado. As placas foram invertidas e incubadas em estufa B.O.D a

22°C por 72 horas. A atividade proteolitica foi observada pela formacéo de halos
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transparentes ao redor da col6nia, que foram revelados ao cobrir o agar com solucéo de
acido acético 10% (v/v) por um minuto (BRASIL, 1993). A atividade lipolitica também
foi visualizada pela formacéo de halos transparentes ao redor da colénia, porém esta
metodologia requer agar Tributirina (Merck) acrescido de 1% v/v de 6leo de oliva extra
virgem (Galo®) e emulsionado mecanicamente por cinco minutos (BRASIL, 1993). As
placas foram incubadas em estufa B.O.D a 22°C por 5 dias.

5.2.3.3. Contagem bacteriana total

Aproximadamente 50 mL de cada amostra de leite adicionada com concentragdes
de soro conhecidas, foi vertida em frasco estéril contendo Azidiol®, homogeneizada e
encaminhada ao Laboratdrio de Andlise da Qualidade do Leite da UFMG (LabUFMG)
para quantificacdo da CBT por citometria de fluxo em equipamento IBC BactoCount
IBC (Bentley Instruments Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos)
(BENTLEY..., 2002).

5.2.3.4. Contagem de células somaticas

As aliquotas com 50 mL de leite de cabra cru e fraudadas com o soro, foram
acondicionadas em frascos com conservante Bronopol® e foram encaminhadas para o
LabUFMG para determinacdo da CCS por equipamento eletrénico Bentley
CombiSystem 2300® (Bentley...,1998) pela metodologia de absor¢do do comprimento
de onda na regido do infravermelho (International..., 1995).

5.2.4.Analises fisico-quimicas

Foram realizadas analises de acidez titulavel, teor de proteina total e indice
crioscopico segundo a Instrucdo Normativa nimero 68, de 12 de dezembro de 2006
(BRASIL, 2006), em triplicata. Os teores de gordura, lactose, extrato seco total, extrato
seco desengordurado e caseina foram determinados eletronicamente pelo equipamento
Bentley CombiSystem 2300® (Bentley...,1998), através da metodologia de
espectroscopia na regido do infravermelho medio acoplada a FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) (International..., 2000).
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5.2.4.1.Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Foram preparados padrfes de 0, 2, 5, 10 e 20% de soro de queijo adicionado ao
leite cru de cabra. As aliquotas foram acrescidas de 10mL de solucdo de acido
tricloroacético a 24%, sob agitacdo constante durante 2 minutos, deixado em repouso
por 60 minutos em temperatura ambiente e posteriormente filtrado em papel de filtro
qualitativo, descartando as primeiras gotas (BRASIL, 2003). Injetou-se 20uL de cada
filtrado no cromatdégrafo (Shimadzu CLASS VP 6.1) com coluna (Zorbax GF 250
Bioséries da Agilent) cujo principio de separacdo se baseia na exclusdo molecular, com
fluxo de fase mével de 1,5mL por minuto (bombeamento isocratico de solucédo tampéo
fosfato pH 6,0) e deteccdo por ultra- violeta no comprimento de onda de 205nm, onde
obtendo-se os resultados de CMP (BRASIL, 2010).

5.2.5. Andlises estatisticas

As variaveis microbioldgicas e fisico quimicas foram testadas quanto a
normalidade e homocedasticidade da distribuicdo dos residuos por meio dos testes de
Shapiro-Wilk e Bartlett. Para as variaveis que cumpriam as premissas da analise de
variancia, com seus valores originais ou apos transformacdo logaritmica, o efeito da
adicdo de soro foi avaliado por meio do teste de F ap6s ajuste de modelo misto que
considerou a associagdo entre as medidas repetidas de uma amostra. A matriz de
covariancia assumida foi a autoregressiva de primeira ordem. Teste de T foi utilizado
para comparacdo de médias. Para as variaveis que ndo apresentavam distribuicdo
normal ou homogeneidade de variancia dos residuos foi realizado o teste de Friedman
para avaliacdo do efeito de adicéo de soro, e, em caso de efeito significativo, o teste de
Wilcoxon foi utilizado para comparacdo das quantidades de adicdo duas a duas.
Analises de regressdo linear mistas considerando a correlacdo entre os residuos por
meio de matriz de covariancia autoregressiva de primeira ordem foram ajustadas para
as variaveis em que o efeito de adi¢do de soro se mostrou presente. Para as avaliacdes
foi considerado o nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram realizadas
utilizando o software SAS University Edition (SAS Institute Inc, 2018).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Resultados das analises fisico-quimicas dos leites de cabras cru e adicionados

de 0, 2, 5, 10 e 20% de soro de queijo de cabra

Os resultados dos teores de gordura, acidez titulavel e indice crioscépico

mantiveram-se dentro dos valores preconizados pela legislagdo (BRASIL, 2000) para

todos os niveis de soro adicionados (TABELA 1).

TABELA 1 - Resultados das andlises fisico-quimicas para o leite de cabra

adicionado com concentragcfes conhecidas de soro

Parametros Niveis de adicdo de soro
0% 2% 5% 10% 20% P-valor total
Gordura %! 3,41a 3,38a 3,32b 3,14c 2,95¢C <0,0001**
Acidez (°D)2| 16,02 15,99 15,98 15,91 15,57 0,3926
indice -0,563a -0,563a -0,563a -0,565a -0,568b 0,0015*
Crioscopico
CHY:
Proteina 3,13 3,07 3,04 2,94 2,73 ** <0,0001*
Total% 2
Caseina (%) 2 2,61 2,57 2,51 2,41 2,21 0,0004*
Lactose %1 | 4,27a*** 427a*** 427b*** 428b*** 4,18ab*** 0,0002**
ESD %t 8,33a 8,28ab 8,25b 8,15¢c **  8,0d ** <0,0001*

!mediana /’média dos quadrados minimos.

*efeito de tempo significativo ao teste de F (p<0,05); letras distintas nas linhas
referem-se a médias significativas diferentes sob o teste de T; **efeito de tempo
significativo ao teste de Friedman (p<0,05); letras distintas nas linhas referem-se a
medianas significativamente diferentes sob teste de Wilcoxon (p<0,05).

*** parametros fora do padrdo de acordo com a IN 37 do MAPA de 2000.

FONTE: do autor.

A acidez permaneceu dentro dos valores aceitos pela legislacdo em todos os

tratamentos, apesar de ter ocorrido redu¢do em fungdo do aumento dos niveis de soro
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adicionados. O mesmo foi observado para a crioscopia, que manteve-se dentro dos
limites estabelecidos pela legislacdo em todos os tratamentos, porém mostrou (p<0,05) a
reducdo quando os percentuais de soro foram aumentados para 20%, 0 que pode estar
relacionado a composicdo do soro, que é rico em componentes sollveis, tais como
lactose, proteinas sollveis e sais minerais, que reduzem a crioscopia (CARVALHO et
al., 2007). Cortez et al. (2010), em estudo com leite bovino acrescentado com diferentes
niveis de soro, demonstraram que ndo ocorreram modifica¢cbes marcantes nos valores da
crioscopia, mesmo com adicdo de 30% de soro e que a acidez tendeu a reducdo, mas
ambos os parametros mantiveram-se dentro dos limites da legislacdo (BRASIL, 2002),
corroborando com os resultados deste estudo para leite caprino (TABELA 1).

Os teores de gordura, apesar de se manterem dentro dos limites preconizados no
regulamento técnico de identidade e qualidade para leite de cabra (BRASIL 2000),
reduziram (p<0,05) a medida em que foram aumentados os niveis de soro. O mesmo foi
observado para o indice de proteina, estando fora do padrdo apenas as amostras com 20%
de soro adicionado. Cortez et al. (2010) também observaram reducdes significativas na
quantidade de gordura e proteina em funcdo da adi¢do de soro no leite bovino, onde o
teor de gordura ficou abaixo do preconizado pela legislacdo (BRASIL, 2002), ap6s 15%
de adicdo de soro. Aquino et al. (2014) relataram que é possivel adicionar até 10% de
soro sem extrapolar qualquer parametro de composicdo dependendo do conteudo inicial
de gordura no leite bovino cru. Okiveira, Camera e Noskoski (2011) relataram que a
adicdo de soro interfere principalmente na reducdo dos teores de proteinas e gorduras. O
teor de gordura € um parametro da qualidade muito importante na cadeia lactea devido a
sua importancia nutricional e ao seu impacto tecnoldgico, uma vez que influencia no
aroma e sabor dos derivados lacteos caprinos (PARK et al., 2007). A reducédo do valor
nutritivo do alimento, em funcdo da adicdo de soro, ocasiona a diluicdo dos teores de
proteinas e gorduras, e, em casos de consumo a longo prazo principalmente em lactantes,
pode gerar desnutricdo (OLIVEIRA et al., 2009). Portanto, é possivel notar que a
diluicdo da concentracdo de gorduras e proteinas € um fator limitante para a adicdo de

SOro.

Assim como ocorreu reducdo do teor de proteina total, também foi observado
reducdo (p<0,05) dos niveis de caseina em funcdo das porcentagens de soro de queijo
adicionados ao leite de cabra fresco (TABELA 1). Verificou-se que 0s niveis de caseina

do leite com 0% de soro foram iguais (p<0,05) aos com 2 e 5% de soro adicionado. A
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proporcdo do teor de caseina, constituinte principal dos queijos, também esta associada
as espécies, animais e estagio de lactacdo, assim como grande parte dos constituintes do
leite. A reducdo dos niveis de caseina e proteina, neste estudo, sdo esperadas em funcao
da diluicdo dos componentes a medida que se aumenta a proporcao de soro, resultando
em prejuizos durante o processo de beneficiamento, principalmente quanto ao

rendimento queijeiro.

Os teores de ESD, apesentaram reducdo a medida que os niveis de soro foram
aumentados (p<0,05), e ficaram abaixo do preconizado pela legislagdo quando
adicionados de 10 e 20% de soro. Agnese (2002) afirmou que a adicdo de agua presente
no soro, pode alterar o teor de solidos ndo gordurosos. Essa reducdo de ESD pode,
portanto, ser um indicativo para fraudes no leite, contudo, ndo é um parametro

conclusivo.

Assim como no leite bovino, o principal carboidrato do leite caprino é a lactose,
embora que em concentracdes aproximadamente 0,2 a 0,5% menores (CENACHI et al,
2011). Os teores de lactose no leite com 0% de soro adicionado, observados nas amostras
deste estudo, ja se encontraram ligeiramente fora do valor minimo aceito pela legislagao.
Assim, apesar de ter o seu teor reduzido (p<0,005) em funcdo do aumento dos niveis de
soro, ndo poderia ser utilizado como parametro para fraude por adicdo de leite, visto que
sem soro adicionado ja se encontra fora dos padrfes, assim com foi observado nos
estudos de Figueiredo (2017) e Dutra et al. (2014) com leite caprino. O teor de lactose
pode ser influenciado pela quantidade de concentrado disponibilizado na dieta
(QUEIROGA et al., 2007) e alimentacdo desbalanceada, como o percebido em algumas
propriedades da mesorregido da zona da mata mineira por Figueiredo (2017). Fatores
genéticos também ndo podem ser descartados para os teores inferiores de lactose, uma
vez que animais de uma mesma regido podem apresentar graus de parentesco. O fato de
varios estudos reportarem valores inferiores quanto ao teor de lactose permite questionar
o valor limitrofe imposto pela legislacdo brasileira vigente, uma vez que a alimentacéo,

raca e estagio de lactagédo das cabras podem influenciar na producéo de lactose.

Para o consumidor do leite bovino a diferenca entre o leite puro e o fraudado so é
perceptivel quando o grau de adi¢do de soro € superior a 20% (Pesquisa..., 2003). No
experimento de Cortez et al. (2010), os julgadores ndo detectaram diferenca sensorial

com 30% de adicéo de soro de queijo no leite bovino. Contudo, dependendo da
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quantidade de soro adicionada, a deteccdo da fraude por adi¢do de soro de queijo em leite
cru pelas andlises de rotina, de baixo custo, fica imperceptivel, em concordancia com o
relatado por Aquino et al. (2014) que sugeriram que mudancas nas caracteristicas fisico-
quimicas do leite apds a adicdo de soro de queijo ndo sdo evidentes. Motta et al. (2014)
relataram que a deteccdo de tal alteracdo através do teste de controle de qualidade
rotineiramente empregado na recep¢do do leite cru pela industria de lacteos € um

desafio.

5.3.2.Resultado das analises microbiologicas dos leites de cabras cru e adicionados

de 0, 2, 5, 10 e 20% de soro de queijo de cabra

De acordo com o observado na TABELA 2 nenhum dos pardmetros
microbiologicos obtiveram diferenca (p<0,05) com a adi¢do do soro de queijo preparado
em laboratorio em ambiente estéril. A média da contagem bacteriana total nesse estudo
foi de 4,4x10° UFC/mL. Apesar de estar dentro do limite de 5,0x10° UFC/mL
determinado pelo RTIQ de leite de cabra (BRASIL, 2000), foram observadas amostras
com valores superiores ao recomendado. N&o houve diferenga de crescimento em
nenhum dos tratamentos de adicdo de soro (p>0,05). Na analise de regressdo linear foi
obtido coeficiente de determinacdo baixo (r2=2,3%), ou seja, 0 crescimento microbiano
desse experimento ndo pode ser explicado em func¢do da adicdo de soro, provavelmente
por este soro ter sido obtido em condicgdes de higiene e em recipientes estéreis. De acordo
com Gomes e Souza (2012), a elevada contagem bacteriana inicial de amostras de leite
cru pode estar associada ao leite velho, refrigeracdo inadequada, problemas de sanidade

do rebanho e auséncia de boas praticas durante a obtencdo do leite e no beneficiamento.
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TABELA 2. Resultados médios da contagem de microrganismos mesofilos aerobios,
psicrotroficos proteoliticos e lipoliticos, contagem bacteriana total e contagem de células

somaticas em leite de cabra cru e adicionado de 0, 2, 5, 10 e 20%

Parametros CBT Mesofilos Psicrotroficos  Psicrotroficos CCs
(UFC/mL)?2 aerobios proteoliticos Lipoliticos  (Céls/mL) 1
(UFC/mL)? (UFC/mL)* (UFC/mL)*

Média/ 4,4x10° 5,9x10° 3,0x10° 1,1x10° 1,56x10°
Mediana
P- valor 0,2646 0,5231 0,1868 0,0805 0,1108

'mediana /’média dos quadrados minimos.
*efeito de tempo significativo ao teste de F (p<0,05); **efeito de tempo significativo
ao teste de Friedman (p<0,05);

FONTE: do autor.

A mediana elevada observada para a contagem de psicrotroficos proteoliticos
(3,0x10° UFC/mL), poderia acarretar na alteragcdo do valor de caseinomacropeptideo
(CMP) e por consequéncia resultaria em resultados falsos positivos para adigéo de soro,
visto que, as proteases sintetizadas pelos microrganismos psicrotréficos quebram a
caseina de forma semelhante a hidrolise realizada pela quimosina, liberando o pseudo -
CMP (DATTA; DEETH, 2001; FUKUDA, 2003). Magalhdes (2008) relatou que o
método de analise por CLAE ndo diferenciou, no leite UHT, o CMP proveniente do
soro de leite do pseudo- CMP produzido por proteases de Pseudomonas fluorescens.
Isto se deve a ndo especificidade das enzimas proteoliticas extracelulares de hidrolisar a
caseina em locais parecidos aos locais hidrolisados pela quimosina. A quimosina
hidrolisa especificamente a ligacdo 105- 106 da k- caseina, enquanto as proteinases
psicrotroficas hidrolisam a caseina na ligacdo 105-106 e também clivam nas posi¢des
103-104, 104-105 e 106-107 (MOLLE; LEONIL, 1995; RECIO et al., 2000).

A contagem de psicrotroficos lipoliticos apesar de ndo ter variado (p>0,05) em
relagdo a adigdo de soro conhecida, foi bastante elevada, com mediana de
1,1x10°UFC/mL. Valor inferior foi encontrado por Figueiredo (2017) para o leite de
cabra fresco na regido da Zona da Mata Mineira. Champagne et al. (1994) relataram

alteracOes perceptiveis no aroma e sabor quando as contagens de microrganismos
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psicrotroficos estiveram acima de 1,0x10° UFC/mL. Contaminagio que foi observada
nas amostras de leite caprino deste estudo. Assim, pode-se afirmar a baixa qualidade
microbioldgica do leite de cabra da regido metropolitana e da Zona da Mata mineiro,
que pode resultar em derivados com qualidade reduzida, visto que, de acordo com
Fonseca et al. (2006) as enzimas provenientes dos psicrotréficos sdo termorresistentes e

atuam na degradacéo do leite mesmo apos a pasteurizagéo.

Os elevados indices de microrganismos mesofilos, psicrotoficos proteoliticos e
lipoliticos encontrados nas analises do leite caprino fresco e adicionados com 0, 2, 5, 10
e 20% de soro de queijo de cabra, provavelmente estdo associados a um sistema
precario de acbes de higiene durante a ordenha observado em algumas propriedades
durante a coleta. Além disso, a grande amplitude entre os valores maximo e minimo na
contagem de microrganismos do leite cru, sem adigédo de soro reflete a heterogeneidade
dos cuidados de higiene de ordenha observados durante a coleta das amostras na regido

metropolitana e da Zona da Mata mineira.

Outro parametro diretamente relacionado a qualidade e aos aspectos sanitarios, é
a contagem de células sométicas (CCS). A mediana para os niveis de CCS observados
neste estudo foi de 1,5x10°céls/mL, ndo sendo observadas variacdes (p=0,1108) entre 0s
niveis de soro adicionados e apresentando baixo coeficiente de variacdo quando
comparado com as demais analises microbioldgicas (CV= 32,51%). Provavelmente
porque as células somaticas tém tropismo pela fracdo gordurosa do leite, e portanto, ndo
se concentraria no soro do queijo. Assim, a CCS em amostras fraudadas nao seria
alterada pela adicdo do soro. A IN 62 do MAPA de 2011 (BRASIL, 2011), que
regulamenta os padrdes de identidade e qualidade para o leite bovino, estabelece valores
de 3,6 x 10° UFC/mL para CCS, assim, a mediana observada no estudo, estaria dentro
dos padrdes regulamentados para legislacdo de leite bovino. Apesar da CCS no leite
bovino estar associada ao diagnostico de mastite, para cabras, essa relacdo ainda é
estudada. A CCS no leite caprino pode ser influenciada por diversos fatores, como:
ciclo estral, estacdo do ano, producéo de leite, nimero de partos e dias em lactacéo, que
ndo estdo relacionados com a mastite (GOMES; SOUZA, 2012). De acordo com
Madureira et al. (2010), a forma como o leite é secretado nas cabras resulta em intensa
descamacédo do epitélio glandular e, por consequéncia, eleva a quantidade de células
somaticas, gerando um padréo de CCS diferente do leite da espécie bovina.
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Ao considerar as analises microbioldgicas e fisico-quimicas pode-se afirmar que
a fraude por adicdo de soro de queijo ao leite fluido de cabra é de dificil deteccdo
quando se considera os parametros de rotina normalmente analisados na selecdo do

leite.

5.3.3. Resultados da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para o leite
caprino cru adicionado de 0, 2, 5, 10 e 20% de soro de queijo de cabra

Os valores de caseinomacropeptideo (CMP) apresentaram diferenca significativa
a 5% em relacdo aos niveis de soro testados (TABELA 3). Foi observado que o leite de
cabra fresco se diferiu significativamente dos demais tratamentos (2, 5, 10 e 20% de
soro), ou seja, mesmo com o menor percentual de soro adicionado foi possivel detectar
diferenca em relacdo ao leite de cabra sem adicdo de soro, pelo método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, demonstrando a eficiéncia do método também para a pesquisa
nesse leite. Contudo, as amostras fraudadas com 2% e 5% de soro foram
significativamente iguais. Alves et al. (2017) relataram que o CMP aumentou
progressivamente no leite bovino cru analisado adicionado com soro de coalho em
concentracdes conhecidas. Na analise de regressdo linear, obteve-se coeficiente de
determinacdo, r2=42,76%. O valor médio do indice de CMP estimado inicial, de
219,55mg/L, de acordo com a curva, aumentaria 21,78 mg/L para cada nivel de soro
testado. Sugere-se ainda que o valor médio de 178,43 mg/L obtido para o leite de cabra
cru sem adicdo de soro, poderia variar de acordo com o0s valores maximo e minimo
observados entre 44,45 mg/L a 312,41 mg/L, sem que o leite caprino seja considerado
fraudado por adicdo de soro de queijo de cabra. O valor inicial mostrou-se superior ao
obtido por Figueiredo (2017) que encontrou concentracdo de CMP de 34,49 mg/L para o
leite de cabra fresco sem adicdo de soro. Contudo, o valor médio inicial para o indice de
CMP obtido por Figueiredo (2017) ja foi superior ao preconizado pela legislacdo

(BRASIL, 2006) para leite bovino para o leite destinado ao consumo direto.
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TABELA 3- Valores médios de caseinomacropeptideos obtidos pela andlise de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para o leite caprino cru adicionado de 0, 2, 5, 10

e 20% de soro de queijo de cabra

Tratamento CMP Erro padréo Valor Valor P- valor
(mg/L)* minimo maximo

0% 178,43d 66,06 44,45 312,41 0,0105*

2% 312,04bc 66,06 178,06 446,02 <0,001*

5% 311,83dc 66,06 177,85 445,81 <0,001*

10% 456,75b 66,06 322,77 590,73 <0,001*

20% 654,54a 66,06 520,56 788,52 <0,001*

'média dos quadrados minimos; * efeito de tempo significativo ao teste de F (p <
0,05); letras distintas na coluna referem-se a médias significativamente diferentes
sob o teste de T.

FONTE: do autor.

De acordo com a Instrucdo Normativa N°69 de 2006, do MAPA (BRASIL,
2006), que regulamenta limites da adigédo do soro de queijo ao leite de vaca destinado
diretamente ao consumo, e utiliza como critério a determinacdo quantitativa do indice
caseinomacropeptideo (CMP), o leite é considerado adequado ao abastecimento direto
guando a concentracao de CMP for de até 30 mg/L. Assim, de acordo com essa portaria,
as amostras de leite de cabra analisadas, mesmo sem adigdo de soro, teriam que ser
destinadas a producdo de subprodutos ou descartadas. Contudo, segundo Figueiredo
(2017), esses resultados iniciais elevados de CMP em leite de cabra cru podem ocorrer
em consequéncia da menor estabilidade de sua proteina quando comparados ao leite

bovino.

Podemos observar na FIGURA 1 o aumento do indice de CMP em funcdo da
adicdo controlada de soro e a reducdo dos teores de gordura e proteina. Percebe-se
nitidamente a reducdo dos valores percentuais de gordura e proteina e 0 aumento do
CMP. A diluigdo dos teores de proteinas e gorduras ocasionam na redu¢do do valor
nutricional do alimento, e, em alguns casos de consumo a longo prazo principalmente
em lactantes, pode gerar desnutricdio (OLIVEIRA et al., 2009). Além desses
inconvenientes, a adicdo resulta também na reducdo do rendimento, alteracdo da
qualidade dos produtos beneficiados e diminui¢do da vida de prateleira (CORTEZ et al.,

2010), caracterizando assim, uma pratica abusiva.
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FIGURA 1 - Relacéo do Caseinomacropeptideo (mg/L), proteina (%) e gordura (%) no
leite caprino adicionado com 0, 2, 5, 10 e 20% de soro.

54. CONCLUSOES

A adicdo de soro altera a qualidade do leite caprino em varios componentes
nutricionais (proteinas, gordura, entre outras). Contudo, as alteracGes nas propriedades
fisico-quimicas e microbioldgicas analisadas isoladamente, nos niveis de adicdo
praticados nesse experimento, ndo se mostraram determinantes para a definicdo da
fraude. Apenas com adi¢bes acima de 15% houve inadequacdo perceptivel em alguns

parametros.

Evidencia-se a eficiéncia da utilizacdo do método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para analise do indice caseinomacropeptideo (CMP) em leite
caprino cru, com o objetivo de detectar fraude por adi¢cdo de soro, uma vez que a partir
da adicdo de 2% de soro ja foi denotada variacao significativa do indice de CMP.

Entretanto, o estabelecimento de parametros de normalidade e determinantes de
fraude para esse indice em leite de cabra ainda precisam ser melhor investigados, pois
foi demonstrada grande variagdo no leite cru fresco, com valores médios muito

superiores aqueles observados no leite bovino cru e fresco.
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