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Resumo

A composicao do leite pode variar com diversos fatores, tais como, espécie, racga,
alimentacgao, estado de lactagdo e estacdo do ano, entre outros. A raga e o tipo
de alimentagao séo dois dos fatores considerados de grande importancia para a
qualidade do leite final obtido. Este trabalho teve como objetivos estudar a
influéncia da raga e da alimentag¢ao na qualidade fisico-quimica e microbiolégica
do leite de ovelha e cabra para produgao de queijo. Leites de ovelha e cabra de
10 produtores locais, situados no concelho de Serpa, foram analisados durante

8 semanas, distribuidas ao longo de 4 meses.

Os resultados obtidos permitiram distinguir os leites das duas espécies, ovelha
e cabra, apresentando o primeiro residuo seco e teores de proteina bruta,
gordura, minerais, calcio e magnésio significativamente superiores. Entre as
racas de ovelha distinguiu-se o leite da raga Assaf, com menores teores
daqueles componentes e um indice de crioscopia que nao se distinguiu do obtido
nos leites de cabra. Entre as ragas em estudo do leite de cabra, verificou-se que
o leite do produtor 9, da ragca Serpentina, apresentou residuo seco, proteina
bruta, gordura e cinzas superiores aos dos restantes leites de cabra, embora a
diferenca ndo seja estatisticamente significativa. O leite do produtor 9 (P9)
apresentou um teor mineral significativamente superior ao da raga Florida,
produtor 1 (P1).

Na caracterizagdo microbiologica o leite de ovelha diferenciou-se pela qualidade
superior e, entre estes, o leite de ovelha de raga Assaf, apresentou contagens
mais baixas em todos os parametros microbiologicos, com diferengas
significativas em alguns parametros, em relagao ao leite da raga Lacaune e ao
leite de cabra, independentemente daraca. O leite de cabra apresenta qualidade
mais baixa e variavel e, os resultados obtidos para o leite das diferentes racas

nao sugerem diferengas significativas que permitam diferenciar entre estas.

Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre a composi¢cao das farinhas

usadas na alimentacao e a qualidade do leite obtido.

Palavras-chave: Leite de ovelha; leite de cabra; caracteristicas fisico-quimicas;
caracteristicas microbiologicas; ovelha Lacaune; ovelha Assaf; cabra

Malaguenha; cabra Serpentina; cabra Granadina; cabra Florida.



Abstract

The composition of milk can vary with several factors, such as species, breed,
feeding, lactation status and season of the year, among others. The breed and
the type of feeding are two of the factors considered of great importance for the
quality of the final milk obtained. This work aimed to study the influence of breed
and diet on the physical-chemical and microbiological quality of sheep and goat
milk for cheese production. Sheep and goat milk from 10 local producers, located

in the municipality of Serpa, were analyzed for 8 weeks, spread over 4 months.

The results obtained allowed distinguishing the milk of the two species, sheep,
and goat, having the first species a higher dry residue and also significantly higher
levels of crude protein, fat, minerals, calcium and magnesium. Among the sheep
breeds, the milk of the Assaf breed stood out, with lower levels of those
components and a cryoscopy index that was not distinguished from that obtained
in goat milk. Among the goat milk breeds studied, it was found that the milk from
producer 9 of the Serpentina breed, had higher dry residue, crude protein, fat and
ash than the other goat milks, although the difference was not statistically
significant. The milk from producer 9 (P9) had a significantly higher mineral
content than that of the Florida breed, producer 1 (P1).

In the microbiological characterization, the sheep milk was distinguished by its
superior quality and, among these, the Assaf sheep milk, presented lower counts
in all microbiological parameters, with significant differences in some parameters,
in relation to the Lacaune breed milk and goat's milk, regardless of breed. Goat
milk has lower and variable quality, and the results obtained for milk from different
breeds do not suggest significant differences that allow differentiating between

them.

It was not possible to establish a relationship between the composition of the

flours used in the feed and the quality of the milk obtained.

Palavras-chave: Sheep 's milk; goat milk; physical-chemical characteristics;
microbiological characteristics; Lacaune ewe; Assaf ewe; Malaguenha goat;

Serpentina goat; Granadina goat; Florida goat.
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Introducao

O leite € um fluido branco porcelana, com sabor e odor Unicos, que contém todos
os elementos nutricionais importantes e que é utilizado pelas fémeas de

mamiferos para alimentar as suas crias (Ozdemir & Kahyaoglu, 2020).

Segundo o Regulamento (CE) N.°853/2004, leite cru é: “O leite produzido pela
secregcdo da glandula mamaria de animais de criagdo, ndo aquecido a uma
temperatura superior a 40°C nem submetido a um tratamento de efeito

equivalente.”

O leite € um alimento muito nutritivo que pode ser obtido de uma variedade de
fontes animais (vacas, cabras, ovelhas, bufalos e humanos), para ser utilizado
no consumo humano. No entanto, o alto teor de nutrientes (proteinas, gorduras,
hidratos de carbono, vitaminas, minerais), valor de pH proximo da neutralidade
e a elevada atividade de agua, fornece um ambiente propicio para o crescimento
de muitos microrganismos (Quigley, et al., 2013), o que o torna um alimento
altamente perecivel. Esta condicdo implica uma qualidade também muito

variavel e dependente de muitos fatores.

A producao dos leites de ovelha e de cabra, quer a nivel mundial, quer em
Portugal, tem apresentado uma tendéncia crescente nos ultimos anos (FAO,
2022), o que se justifica pelo aumento da procura destes tipos de leites como
alternativa ao leite de vaca (Friker, et al., 2020; Watkins, et al., 2021). Estes leites
sdo utilizados principalmente para a produg¢ao de queijo (Pazzola, 2019). Desta
forma, a sua qualidade é controlada tendo em vista o seu desempenho neste
tipo de processamento. O leite de ovelha utilizado é avaliado pela sua
capacidade de produzir altos rendimentos de produtos lacteos da melhor

qualidade (Kasapidou, et al., 2021).

A qualidade do queijo varia principalmente com a composi¢ao do leite e as
tecnologias de fabrico utilizadas. No que diz respeito a qualidade do leite para a
produgcdo de queijo, sao simultaneamente de considerar caracteristicas
microbiolégicas, como a contagem total de mesdfilos, auséncia de patogénicos

e contagem de células somaticas (Regulamento (CE) N.°853/2004), assim como



as caracteristicas o teor de gordura, proteina, residuo seco desengordurado,
ponto crioscopico, pesquisa de inibidores, conservantes ou neutralizadores
(Portaria n°® 346/91). A remuneragao do leite aos produtores é realizada com

base no conhecimento daquelas caracteristicas (Pazzola, 2019).

A qualidade do leite depende, por sua vez, de varios fatores como a espécie, a
raga, o individuo, o estado de lactacéo, a alimentagéo, a higiene da ordenha e
fatores genéticos. Tendo em atencéo que a qualidade do queijo obtido depende,
em primeiro lugar, da qualidade do leite usado para o seu fabrico, os objetivos
deste trabalho sao: (i) avaliar a influéncia da raga na qualidade de leites crus de
cabra e ovelha; (ii) avaliar a influéncia do tipo de alimentag&do, na qualidade

daqueles leites crus.

Estrutura da dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se dividida em 3 capitulos, dos quais:
1. Revisao Bibliografica

2. Materiais e Métodos

3. Apresentacao e discussao de resultados

A partir dos resultados obtidos e com base na informacao recolhida, apresentam-

se as conclusoes.



Capitulo 1 — Revisao Bibliografica

1.1. Producgao de leite de pequenos ruminantes em Portugal e

no Mundo

Nos ultimos 10 anos, os habitos de consumo alimentar alteraram-se de forma
drastica devido a modificagdes na alimentacdo e também ao uso das novas
tecnologias. A tendéncia do consumo de leite de ovelha e de cabra teve um
aumento consideravel (Friker, et al., 2020). Estes leites também estdo a ser uma
alternativa ao consumo de produtos a base de leite de vaca, ndo s6 devido ao
seu valor nutricional, mas também devido a pratica menos intensiva para criar

estes animais (Watkins, et al., 2021).

De acordo com Pulina et al. (2018), 21% dos pequenos ruminantes leiteiros em
todo o mundo sdo ovelhas e cabras que produzem, no total, 3,5% do leite
mundial. Estes ruminantes leiteiros encontram-se distribuidos principalmente
nas areas subtropicais temperadas da Asia, Europa e Africa. As ovelhas leiteiras
predominam na zona Mediterranica e Mar Negro, enquanto as cabras leiteiras
sd0 mais abundantes na india, mas também em paises tecnologicamente
desenvolvidos (FAO, 2013; Pulina, et al., 2018).

As ovelhas foram domesticadas no sudoeste da Asia ha cerca de 11000 anos e
neste momento sdo criadas em todo com o mundo com a finalidade de produgao
de carne, 1a e leite. Existem, no total 106 racas de ovelhas, das quais 20,8% sao
destinadas a producgao de leite. Das 106 racas destacam-se 9 principais racas,
das quais as racas Frisia Oriental, Sarda, Lacaune, Latxa Assaf, sdo de elevada
producao, encontrando-se principalmente, na regido mediterranica e Europa (Li
et al., 2022).

A cabra € um animal de grande significado para os agricultores de paises
tropicais e em desenvolvimento, uma vez que as mesmas conseguem adaptar-
se a diferentes condigdes climaticas e consomem pastagem e forragem que

outros animais ndo conseguem consumir (Nayik, et al., 2022).



No periodo 2018 — 2019 existiam no mundo cerca de 1003 milhdes de cabras,
dos quais 203 milhées eram cabras leiteiras, que produziram aproximadamente

12,26 milhdes de litros de leite anualmente (Nayik, et al., 2022).

No Figura 1 esta apresentada a producdo de leite de cabra e ovelha a nivel
mundial, no periodo 2016 — 2020. Como se pode observar, a producdo de leite
de cabra foi quase o dobro da producao do leite de ovelha em todo o periodo de
tempo. A producao de leite de vaca aumentou gradualmente durante o periodo
em analise de 669 710 681 para 718 038 443 toneladas de leite (Anexo 1) (FAO,
2022).
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Figura 1 — Producédo mundial de leite de ovelha e cabra em toneladas, produzido
nos ultimos 5 anos (2016-2020)

Fonte: FAO (2022)

Segundo a FAO (2022), a produgao de leite de vaca aumentou em todo o mundo
no ano de 2020, relativamente ao ano de 2019, como consequéncia de um
aumento de producdo em todas as regides demograficas, com excegédo da

Africa, na qual ndo ocorreram oscilacdes na produgao.



Em Portugal, a producéo de leite de vaca durante o mesmo periodo (2016-2020)
foi, em média de 1966255 ton / ano, com ligeiras oscilagdes (Anexo |, Tabela
18). Na Figura 2 esta representada a evolugao da producéo do leite de cabra e
ovelha em toneladas, no mesmo periodo, em Portugal. Relativamente ao leite de
cabra, ocorreu um ligeiro decréscimo de produgdo no ano de 2017, e
posteriormente um aumento até ao ano de 2020. O mesmo se verificou para o
leite de ovelha (FAO, 2022).
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Figura 2 — Produgéo em Portugal de leite de ovelha e cabra em toneladas, produzido nos
ultimos 5 anos (2016-2020)

Fonte: FAO (2022)

1.2. Composicao e estrutura do leite
O leite é um alimento muito nutritivo que é constituido por uma grande variedade
de componentes tais como: agua, principal constituinte, lactose, o hidrato de
carbono predominante, lipidos, proteinas, minerais, acidos organicos, vitaminas,
compostos azotados nao-proteicos, enzimas e gases dissolvidos. A
concentracdo destes componentes varia com diversos fatores, tais como:
espécie, raca, alimentacdo, estacdo do ano, estado de lactagdo, genética e
fisiologia dos animais (Walstra, et al., 2006). Na Figura 3 é apresentada a
composicgao geral do leite de vaca, que em termos de componentes principais é

idéntica a dos outros tipos de leite.
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Figura 3 — Composicao geral do leite de vaca

Fonte: Adaptado de Macedo (2020b)

Hidratos de carbono

O principal hidrato de carbono do leite é a lactose. A lactose € um dissacarideo
formado a partir de uma molécula de glicose e outra de galactose, as quais
podem também estar presentes em pequenas quantidades, na forma livre. A
lactose tem um papel fundamental na manutencéo do equilibrio osmaético entre
a corrente sanguinea e as células alveolares da glandula mamaria, durante a
secrecao do leite e a secrecao no lumen alveolar e, também, no sistema de
ductos do ubere. Além disso, favorece a absorcgéao intestinal de calcio, magnésio
e fésforo e a utilizagdo da vitamina D. Podem também ser encontrados no leite
outros hidratos de carbono em pequenas quantidades, como oligossacaridos,
glicopeptideos, glicoproteinas e nucledtidos (Park, et al., 2007). Os

oligossacaridos, especialmente presentes no leite de cabra possuem



propriedades antigénicas consideraveis e de elevado valor no crescimento da
flora intestinal dos recém-nascidos (Hernandez-Ledesma, et al., 2011). Por outro
lado, os nucledtidos séo de elevado interesse, uma vez que s&o doadores de
glicosil para glicosiltransferase no leite e na glandula mamaria e ainda s&o
precursores de glicoproteinas, glicolipidos e oligossacaridos na biossintese do
leite (Park et al., 2007).

Proteinas

As proteinas do leite podem ser classificadas em: caseinas, que sao as proteinas
que se agrupam, juntamente com o fosfato de calcio, em micelas, na forma de
dispersao coloidal e precipitam por adicao de acidos ou enzimas, como 0 caso
da quimosina (ou coalho animal); as proteinas do soro, em suspensao coloidal e
que nao precipitam em meio acido, mas por agao do calor (Singh et al., 2021).
Cerca de 80-85% das proteinas do leite estdo na forma de caseinas: as1-
caseinas, asz-caseinas, p-caseinas e k-caseinas. A estabilidade das micelas
mantem-se gracas a presenca da k-caseina, que esta proxima da superficie ou
mesmo na superficie das mesmas (Walstra et al. 2006). Este efeito por sua vez
desaparece quando a k-caseina é dividida pela quimosina durante o fabrico de
queijo, o que permite a agregacao das micelas modificadas, formando um
coagulo (Adams & Moss, 1997). O equilibrio das proteinas do leite deve-se as
proteinas do soro do leite. As principais proteinas do soro do leite sdo as
proteinas globulares compactas (f3-lactoglobulina e a-lactalbumina), mas
também varias proteinas procedentes do sangue, tais como a albumina sérica
bovina, imunoglobulinas, lactoferrina, transferina, ferritina, proteose-peptona,
calmodulina (proteina ligante de calcio), prolactina e proteina ligante de folato
(Balthazar, et al., 2017). As proteinas provenientes do sangue encontram-se em
maior quantidade no colostro, sendo estas que conferem uma certa resisténcia
ao recém-nascido (Adams & Moss, 1997). As proteinas influenciam
significativamente o valor nutricional e tecnolégico do leite. Os complexos
formados pelas caseinas e pelas proteinas do soro podem afetar positivamente
ou negativamente varios processos lacteos, tais como a produgdo de queijo,
iogurte, kefir, gelados, producéao de leite UHT e desnatado. Por exemplo, no caso

da produc¢ao de queijo, a formagao de complexos entre as caseinas e proteinas



do soro desnaturadas tem como resultados tempos de coagulagdo maiores e
coalhadas mais fracas (Nayik, et al., 2022). Embora as proteinas do soro possam
prejudicar a produgdo de queijo, especialmente para leites tratados
termicamente, os seus perfis de aminoacidos sao muito interessantes devido a
possuirem uma elevada concentragao de aminoacidos essenciais (por exemplo,

triptofano e lisina) (Raynal-Ljutovac, et al., 2008).
Lipidos

A maioria dos lipidos do leite sao triglicéridos, os quais constituem cerca de 98%
dos lipidos totais, sendo que os restantes 2% sao lipidos simples (dia-glicerdis,
monoacilglicerdéis e ésteres de colesterol), lipidos complexos (fosfolipidos) e
compostos lipossoluveis (esteréis, esteres de colesterol e hidrocarbonetos)
(Park, et al., 2007). No leite, os lipidos encontram-se principalmente nos glébulos
de gordura, cujas dimensdes variam com a espécie, apresentando geralmente
os glébulos de gordura dos leites de ovelha e cabra menores dimensdes
(inferiores a 3,5 ym), em relagdo ao leite de vaca. Este aspeto tem como
vantagem uma melhor digestibilidade e um metabolismo lipidico mais eficiente
no leite daqueles pequenos ruminantes (Park, et al., 2007; Kondyli, et al., 2007).
Os lipidos sao os componentes que mais variam no leite, tanto a nivel de
quantidade como a nivel de qualidade, consoante a raca, a alimentacdo, o
estado de lactacéo e a estacdo do ano (Nayik, et al., 2022; Raynal-Ljutovac, et
al., 2008). Os lipidos, devido a sua composi¢dao em acidos gordos, conferem
caracteristicas fisicas e sensoriais especificas do leite (Nayik, et al., 2022; Singh,
etal., 2021).

Minerais

Os principais macrominerais do leite sdo: Potassio, Calcio, Fésforo, Cloretos,
Sddio, Magnésio e Enxofre, existindo depois em concentragdes vestigiais os
seguintes minerais: Ferro, Cobre, Manganés, Zinco, lodo, Selénio, Aluminio. Os
minerais do leite podem apresentar-se na forma de sais idnicos, sais dissolvidos,
mas nao ionizados ou sais insoluveis, associados as micelas de caseina,
principalmente o calcio e o fosforo (Walstra, et al., 2006). As concentragdes dos

macrominerais ndo variam muito, embora sejam encontradas diferengas, de



acordo com a raga, alimentacgéao, individuo, estado de lactagéo e saude do ubere
(Park & Chukwu, 1988).

1.2.1. Leite de ovelha

O leite de ovelha destaca-se pelo seu valor nutricional e elevadas concentragdes

de gordura, proteina, minerais e vitaminas.

Este leite tem como principais finalidades o fabrico de queijo e iogurte, sendo
também utilizado para o fabrico de outros produtos lacteos (Panayotov et al.,
2018), devido a sua concentragao mais elevada de proteinas. Além disso, como
as micelas sdao mais ricas em calcio, a coagulacao do leite durante o fabrico do
queijo é favorecida, ndo sendo necessario nenhum aditivo para a produgao de
queijo, como acontece com o leite de vaca (Park, et al., 2007). A quantidade de
coagulante a adicionar é também menor, o que constitui uma vantagem

tecnoldgica (Balthazar, et al., 2017).

Segundo Park, et al. (2007) e Balthazar, et al. (2017) o teor de proteina € mais
elevado no leite de ovelha, de seguida no leite de cabra e por ultimo no leite de

vaca, como pode ser observado na Tabela 1.

Na Tabela 1, apresentam-se os teores médios dos principais componentes

quimicos dos leites de cabra, ovelha e vaca.



Tabela 1 — Propriedades Quimicas do Leite de Ovelha, Cabra e Vaca

Leite de Leite de

Parametro Ovelha Cabra

Leite de Vaca Referéncias

Balthazar, et al.
(2017); Clark &
Garcia (2017);
Mohapatra, et al.
(2019); Mayer &
3.60-9.97 2.81-5.84 3.1-45 Fiechter (2012);
Park, et al.
(2007); Pavic, et
al. (2002);
Raynal-Ljutovac,
et al. (2008)
Balthazar, et al.
(2017); Clark &
Cinza Garcia (2017);
(g/100g) 0.80-1.00 0.70-1.05 0.7 Mayer & Fiechter
(2012); Park, et
al. (2007)
Balthazar, et al.
(2017); Clark &
Garcia (2017);

Seil 390-551  380-508  430-510  Mayer & Fiechter
(g/100g) (2012);

Mohapatra, et al.
(2019); Pavié¢, et

- al. (2002);
450-720  227-462  320-400 Rayna-ljutovac,
(g/100g) et al. (2008)

Balthazar, et al.
(2017); Mayer &
Fiechter (2012);
3.72-5.20 1.56 — 3.56 26-34 Park, et al.
(2007); Raynal-
Ljutovac, et al.
(2008)
Clark & Garcia
(2017); Mayer &
Residuo Fiechter (2012);
Seco 14.40 — 20.70 10.52 -15.36 13.10-13.80 Mohapatra, et al.
(g/1009) (2019); Raynal-
Ljutovac, et al.
(2008)

Gordura
(g/1009)

Caseinas
(9/100g)

O teor de lipidos no leite de ovelha é também superior ao dos leites de cabra e
vaca (Tabela 1). Segundo Park (2006), nos leites de ovelha e cabra, o didmetro
médio dos glébulos de gordura é menor do que no leite de vaca, sendo de 3,49
um, 3,30 um e 4,55 um, respetivamente. Este facto confere aos leites de ovelha

e cabra uma maior consisténcia e favorecimento de congelamento sem
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separacao de fases; uma melhor homogeneizacao, o que faz com que as lipases
tenham a sua disposicdo uma maior area superficial e, portanto, estes leites
sejam mais digestiveis e menos propensos a intolerancias (Balthazar, et al.,
2017). Além disso, o facto de apresentarem um sabor e aroma doce e suave e
uma textura cremosa, € devido a presenga de pequenos glébulos de gordura
dispersos no leite (Balthazar, et al., 2017; Watkins, et al., 2021).

Conforme se pode observar na Tabela 1, o leite de ovelha possui um teor mineral
total de cerca de 0,9%, superior ao observado, em média, no leite de vaca, o
qual é de 0,7%.

Dado que o leite de ovelha possui maiores teores de proteina, gordura e minerais
e que a concentragao de lactose € proxima da existente naqueles leites, o leite
de ovelha € o que apresenta uma maior percentagem de matéria seca (Raynal-
Ljutovac, et al., 2008).

Em relacdo as suas propriedades fisicas, o leite de ovelha destaca-se do leite de
vaca pela maior densidade, viscosidade, acidez titulavel, principalmente devido
aos teores mais elevados de caseinas (Haenlein & Wendorff, 2006; Junior, et al.,
2015; Mohapatra, et al., 2019) e um menor indice de refracédo e ponto de
congelagao (ou indice de crioscopia). A condutividade elétrica do leite de ovelha
€, em geral, inferior a observada nos leites de vaca e cabra, principalmente

devido aos menores teores de sédio, potassio e cloretos (Walstra, et al., 2006).

Na Tabela 2, sdo apresentados os valores médios das principais caracteristicas

fisicas dos leites de cabra, ovelha e vaca.
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Tabela 2 — Propriedades fisicas do leite de cabra, ovelha e vaca

Leite de
Cabra

VIS LEL N (SN 1.520 — 2.385

Acidez (% de
0.14-0.23
acido lactico)
Condutividade 0.0043 -
(Q'cm™) 0.0139

Parametro

indice de 1.3492 —
Refragao 1.3497

indice de
0.534 - 0.573
crioscopia (-°C)

. -

Leite de
Ovelha

1.0347 -
1.0384

2.860 — 3.930

0.22-0.25

0.0038

1.0600 —
1.8400

0.566 - 0.570

6.51-6.85

1.230 - 2.000

0.15-0.18

0.570 -0.530

6.65 - 6.71

Leite de Vaca Referéncias

Mohapatra,
et al. (2019);
Park, et al.
(2007)

Mayer &
Fiechter
(2012);
Mohapatra,
et al. (2019);
Park, et al.
(2007);
Pavic, et al.
(2002)

Os teores de calcio, fésforo, magnésio, zinco, ferro e cobre do leite de ovelha

sao mais elevados do que no leite de vaca, em contraste com o que acontece

com os teores de potassio, sodio e manganés, os quais séo inferiores no leite de

ovelha (Tabela 3). No entanto, as concentragbes dos minerais variam muito ao

longo do ano, em especial devido as diferentes alimentagbes ingeridas pelos

animais (Park, et al., 2007).
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Tabela 3 — Teores minerais do leite de Ovelha, Cabra e Vaca

Parametro Leite de Leite de Leite de Vaca Referéncias
Ovelha Cabra
sl 193.0-200.0 123.0-1490 97.5-1265
mg/100¢
Fésforo Balthazar, et
m 139.3 -158.0 91.4-121.0 85.5-119.0 al. (2017);
mg/100¢ :
Potassio Kondyli, et al.
136.0 — 140.0 135.0-190.0 133.5-156.5 (2007); Park,
mg/100¢
Sédio et al. (2007)
ma/100c 36.0 —46.0 38.0-65.0 35.5-58.0
Balthazar, et
Magnésio _ _ _ al. (2017);
(mg/100g) 16.5-22.5 12.0-16.0 10.5-12.0 Sk sl
(2007)
Balthazar, et
Zinco _ _ al. (2017);
(mg/100g) 0.50-0.70 0.33-0.53 0.40 Kondyli 6¢ a1,
(2007)
AT 0.08 0.07 — 0.09 0.08 Kondyli, et al.
mg/100¢ i
Cobre (2007); Park,
ma/1006 0.04 0.05-0.11 0.06 et al. (2007)
Manganés Park, et al.
ma/1006 0.007 0.032 0.02 (2007)

Os leites de ovelha e cabra possuem uma maior quantidade de vitamina A em
relacéo ao leite de vaca. Por outro lado, o leite de vaca contém uma quantidade
de acido fdlico e vitamina B12 muito superior em comparagdo com o leite de
cabra (Park, et al., 2007).

1.2.2. Leite de cabra

O leite de cabra é branco-amarelado, opaco e possui um sabor levemente
adocicado e um aroma caracteristico (Cyrilla et al., 2015; Tafes, 2020). No que
diz respeito a outras propriedades fisicas como a viscosidade, densidade e o
ponto de congelagao verifica-se que estas sado superiores as do leite de vaca,
enquanto a acidez e a sua estabilidade térmica s&o inferiores (Tabela 2, ponto
1.2.1).

Apresenta uma melhor digestibilidade, alcalinidade e capacidade tampao (Park,
et al. 2007) em relagao ao leite de vaca, o que esta principalmente relacionado
com uma maior biodisponibilidade de ferro, gldbulos de gordura de menor
diametro e teor de acidos gordos mais elevados, dando origem a coalhadas mais

macias durante as sucessivas fermentacdes (Quigley, et al., 2013).
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O leite de cabra, no geral, é constituido por 87% de agua, 4,5% de hidratos de
carbono, 4% de gordura, 3,5% de proteina e 1% de cinzas (Nayik, et al., 2022).
E utilizado principalmente no fabrico de queijo, geralmente em pequenas
queijarias, sendo mais comum nos paises mediterranicos e sudoeste da Europa
(Quigley, et al., 2013).

Embora os teores de proteina dos leites de cabra e vaca sejam semelhantes
(Tabela 1, ponto 1.2.1), o leite de cabra tem uma menor quantidade de as-
caseinas, maior quantidade de (3-caseinas e quantidades semelhantes de k-
caseinas (Raynal-Ljutovac, et al., 2008; Singh, et al., 2021). Os menores teores
de as1-caseina e de lactose presentes no leite de cabra sdo os principais fatores
que justificam a sua menor alergenicidade, quando consumido diretamente
(Nayik, et al., 2022; Singh, et al., 2021). Os principais fatores de variagcao do teor
de proteina sédo a alimentacéao, o estado de lactacéo, a estacado do ano e a idade

do animal (Raynal-Ljutovac, et al., 2008).

O leite de cabra possui uma maior quantidade de azoto n&o proteico do que os

leites de ovelha e de vaca (Park, et al., 2007).

O teor de gordura total e de acidos gordos séo semelhantes no leite de cabra e
no leite de vaca (Tabela 1, ponto 1.2.1), com excecao dos acidos gordos de
cadeia curta e média, mais abundantes no leite dos pequenos ruminantes
(Jacopini, et al., 2011; Prosser, 2021). Sao estes acidos que conferem o sabor
caracteristico do leite de cabra (Prosser, 2021). No leite de cabra, o alto teor de
acidos gordos de cadeia média, como o caprilico, caprico e caproico, com efeitos
benéficos na saude, principalmente na redu¢ao do colesterol, tem conduzido a

um aumento do seu consumo (FAO, 2013; Nayik, et al., 2022).

No que diz respeito aos hidratos de carbono, a lactose, principal componente, é
menor no leite de cabra comparativamente ao leite de vaca, sendo de 44% no
leite de cabra e 49% no leite de vaca (Prosser, 2021; Raynal-Ljutovac, et al.,
2018) (Tabela 1, ponto 1.2.1). Além da lactose, estao presentes no leite de cabra
outros hidratos de carbono, dos quais, os oligossacaridos, nucleétidos,

glicoproteinas e glicopeptideos (Nayik, et al., 2022; Zibil, et al., 2016).

Relativamente a composicdo mineral do leite de cabra, este contém uma

percentagem mais elevada dos minerais potassio, magnésio, cloreto e calcio
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(Park, et al., 2007; Singh, et al., 2021). Embora a variagdo dos macronutrientes
nao seja muito acentuada, estes variam de acordo com a raga, alimentagao,
estado de lactagao e saude do ubere (Singh, et al., 2021). A reparticao do calcio,
fosforo e magnésio entre as fases soluvel e coloidal do leite € semelhante nos
leites de cabra, ovelha e vaca, embora no leite de ovelha seja maior a
concentragdo daqueles elementos na fase coloidal (Raynal-Ljutovac, et al.,
2008). O leite de cabra é uma excelente fonte de fésforo e apresenta uma maior
biodisponibilidade de ferro relativamente ao leite de vaca (Tabela 3, ponto 1.2.1),
devido ao maior teor de nucledtidos, auxiliando a absor¢do no estdbmago
(Prosser, 2021; Singh et al., 2021).

1.3. Caracteristicas microbiolégicas do leite de ovelha e de
cabra

Devido ao elevado aporte de nutrientes, elevada disponibilidade de agua e pH
neutro, o leite constitui um excelente meio para a sobrevivéncia e crescimento
de uma gama muito variada de microrganismos, sendo uma potencial fonte de
disseminacao dos diversos grupos microbianos presentes (Adams & Moss,
1997; Quigley, et al., 2013; Montel, et al., 2014).

A composicao microbiologica do leite cru vai ter muita importancia na qualidade
e seguranca dos produtos lacteos obtidos a partir deste. Os microrganismos que
podem estar presentes no leite podem ser benéficos a varios niveis, patogénicos,
deteriorantes ou, simplesmente, nao terem impacto em nenhum destes aspetos
(Boor, et al., 2017).

Alguns dos microrganismos presentes podem ter um impacto indesejado na
qualidade do leite, no entanto, podem ser essenciais como agentes acidificantes
nos produtos lacteos fermentados, sendo utilizados como indculo natural ou
adicionado na sua producdo. Podem também ser importantes no
desenvolvimento das caracteristicas organoléticas proprias dos produtos
resultantes, mas podem igualmente causar alteragdes prejudiciais a este nivel
(Quigley, et al., 2013). Por outro lado, podem ser benéficos para a saude do
consumidor dado o carater probidtico de algumas estirpes presentes (Perin, et

al., 2019). Na Figura 4 apresentam-se a importadncia em termos praticos de
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diferentes géneros de microrganismos presentes no leite, assim como as

principais fontes de contaminagao do leite.

Fonte de Contaminacao Funcao / Significado

Tecnologia do Alimentos
Lactococcus
Lactobacillus
SIreptococcus
Leuconostoc
Enterococcus

Propionibacterium

Promogio de Saide
Laclococcus
Lactobacillus
Streplococcus
Leuconostoc
Enterococcus

Leveduras

Deteroragdo
Pseudomonas
Acinetobacter

Chryseobacterium
Clostridium
Fagos

Microrganismos
assiociados ao leite S
Listeria
Staphylococcus
Escherichia coli
Campylobacter
Mycobacterum
Fungi - Aflatoxins

Quando presentes no leite, esses
Os microrganismos podem entrar microrganismos podem
no leite através: do contato com desempenhar um papel importante
o animal (tetas, peles, fezes); do na fabricacdo de produtos lacteos;
alojamento nas camas, ragao, ar e contribuir para a promocao da
agua; do contato com os saude humana/ reforco da
equipamentos agricolas e de seguranca alimentar. Por outro
ordenha; da higiene insuficiente da lado, podem levar a deterioracao
quinta/manipulador e, influenciar a do leite e produtos lacteos;
qualidade microbioldgica do leite contribuir para doencas

Figura 4 — Potenciais fontes de contaminagao do leite cru por microrganismos e efeitos
praticos desenvolvidos por diferentes géneros presentes normalmente no leite

Fonte: Baseado em Quigley, et al. (2013)

1.3.1. Microflora do leite cru

Considera-se que o leite é estéril ao nivel do ubere superior de uma fémea
lactante saudavel, dada a auséncia de fontes de contaminacdo a esse nivel.
Ainda antes da ordenha o leite pode ser contaminado por microrganismos
presentes no canal dos tetos. A superficie do teto constitui outra potencial fonte
de microrganismos contaminantes, ja que os microrganismos aqui presentes
podem, através do orificio do canal, propagar-se para o interior do ubere. Outras
fontes diretas de contaminacao s&o os equipamentos e utensilios de ordenha e
os recipientes e tanques e armazenamento. A contaminagéao indireta tem origem
na alimentagdo dos animais, camas, agua de beber e de lavagem, ambiente do
estabulo, ar da sala de ordenha, solos e manipuladores (Adams & Moss, 1997;
Montel et al., 2014; Quigley, et al., 2013) (Figura 4).
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Outro tipo de contaminagao, inclusivamente com microrganismos patogénicos
para o ser humano, pode ter origem nas mastites (doenca inflamatéria no tecido
mamario). As mastites sao a principal causa de perdas econdémicas na industria
leiteira. S&0 varios 0s microrganismos responsaveis por esta doenga do animal,
sendo os mais importantes Staphylococcus aureus, Escheirichia coli,
Streptococcus agaalactiae, no entanto, outros patogénicos humanos, tais como
Salmonella e Listeria monocytogenes, ou microrganismos nao patogénicos para
o ser humano, como Streptococcus agalactiae ou Streptococcus uberis, também

podem estar implicados (Adams & Moss, 1997).

Num leite cru com origem em animais saudaveis e que € produzido em condigbes
de assepsia, o0 numero de microrganismos presentes, logo apds a ordenha, é
baixo. Uma contagem total de mesdfilos varia, no leite de vaca, normalmente
entre 3 a 4 log ufc/ml (D'Amico & Donnelly, 2010; Montel, et al., 2014), mas é
mais elevada no leite de ovelha e de cabra e da ordem de 4 a 5 log ufc/mL
(Verraes, et al., 2015).

Se o leite ndo for imediatamente armazenado no frio e em condi¢gdes de
assepsia, os microrganismos presentes proliferam rapidamente (Ozdemir &
Kahyaoglu, 2020). A quantidade e tipo de microrganismos presentes no leite vai
ser assim influenciada pelas condi¢des sanitarias dos animais, grau de
contaminacgao a partir das diferentes fontes citadas anteriormente e pelo tempo
que o leite demora até ser refrigerado, a capacidade de refrigeragado do tanque
e o tempo que o leite permanece refrigerado até ser processado (Holm, et al.,
2004; Perin, et al., 2019).

De uma forma geral, considera-se que o grupo das bactérias laticas constitui a
populagdo dominante do leite cru, seja qual for a sua origem. Os géneros de
bactérias laticas mais comuns no leite incluem Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus. Outros géneros bacterianos que
nao bactérias laticas, como os pertencentes as familias Enterobacteriaceae,
muitas vezes co-dominante no leite de pequenos ruminantes, Micrococcaceae,
Staphylococcus spp. e Corynebacterium spp., também sao encontradas no leite
cru em quantidade razoavel, podendo co-dominar (Montel, et al., 2014). Em
geral, independentemente do tipo de leite, as contagens de bactérias sédo mais
elevadas do que as contagens de fungos, que podem ser quantificadas
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leveduras e, por vezes, pequenas quantidades de bolores (Quigley, et al., 2011;
Quigley, et al., 2013). Na Tabela 4, apresenta-se o tipo de microrganismos, bem
como a sua concentragao em leites com diferentes origens.

Tabela 4 — Contagens de diferentes grupos microbianos (log ufc/mL) em leite de vaca, cabra e

ovelha

Leite de Leite de Leite de
Grupos Microbianos vaca cabra ovelha

Staphylococcus spp. e
1-4 26 49
1-4 25 38

Streptococcus spp. 1-4 _ _
Leuconostoc spp. 1-3 2-3 4-8

12 -3 35
1-2 - -
: 56 26
x 15 25
1-2 1-4 1
% 21 )

Esporos de bactérias <1 <1

sy =

aerobias -

139 283 2335

Fonte: D' Amico, et al. (2008); D'Amico & Donnelly (2010); Foschino, et al. (2002); Montel, et
al. (2014); Pisano, et al. (2006); Quigley, et al. (2013); Sanjuan, et al. (2003)

Géneros bacterianos como Micrococcus spp., Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp., Bacillus spp. ou coliformes, tém normalmente origem numa
contaminacgao a partir do ambiente envolvente, na zona dos tetos e zonas
préximas (Holm, et al., 2004). Esta contaminagcdo € normalmente menos
problematica nos meses quentes e frequente nos meses de inverno, uma vez
gque 0s animais passam muito tempo no estabulo. Para prevenir estas
contaminagdes devem adotar-se medidas de higiene especificas durante esta
época que passam essencialmente por limpar o estabulo pelo menos duas vezes
ao dia e manter sempre o solo da sala de ordenha limpo, durante todo o processo
(Adams & Moss, 1997).

A partir dos depdsitos do leite e outros equipamentos de ordenha sujos ou

insuficientemente limpos também pode ocorrer a contaminagao do leite. Neste
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caso, a contaminagao consiste na sua maioria em bactérias de crescimento
rapido, tais como Lactococcus spp., Psdeudomonas spp. e coliformes (Holm, et
al., 2004).

Os perigos microbioldgicos associados ao leite cru incluem Staphylococcus
aureus, estirpes de Escheirichia coli patogénicas, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes e Campylobacter spp. Estes patogénicos tém frequentemente
origem em animais com mastites, como ja descrito antes, no entanto, podem
surgir e proliferar no leite devido a condi¢ées de higiene inadequadas. Por
exemplo, Staphylococcus aureus € um dos principais agentes de mastite, mas
também pode ser transmitido ao leite por falta de higiene pelo manipulador pois
pode ter origem na pele, fossas nasais e orofaringe, que estdo entre os seus
habitats preferenciais. Campylobacter spp. pode ter origem nas fezes do animal
ou pela agua contaminada. Salmonella spp. ocorre essencialmente através da
contaminacgao fecal do leite. Finalmente, Listeria monocytogenes, microrganismo
amplamente distribuido na natureza, tem a capacidade de produzir biofiimes
(estruturas organizadas que aderem as superficies dos equipamentos e
utensilios), e a partir dos quais se vao dando contaminagdes pontuais do leite
guando passa nos recipientes com os biofilmes. As bactérias aderem ao biofilme
na presenga de humidade e matéria organica, sendo estes muito dificeis de
eliminar. A principal medida a adotar para evitar a formagao ou eliminar estes

biofilmes, é a aplicacao de boas praticas de higiene (Holm, et al., 2004).

1.3.2. Influéncia dos processos de conservagao na microbiologia do

leite
Atualmente o leite €& armazenado, imediatamente apds a ordenha, a
temperaturas de refrigeracdo e € mantido nestas condi¢des até a sua
transformagao. Segundo o Regulamento (CE) N.° 1662/2006, o leite deve ser
arrefecido imediatamente apds a ordenha a uma temperatura ndo superior a 8°C,
no caso de a recolha ser feita diariamente, ou ndo superior a 6°C, caso a recolha
nao seja feita diariamente. Esta condigdo interfere nas suas caracteristicas
microbioldgicas. A refrigeracéo reduz o crescimento da maioria das bactérias,
contudo seleciona os microrganismos psicrotolerantes que se conseguem
desenvolver nessas condigdes, particularmente os bacilos Gram-negativos
(Adams & Moss, 1997; Quigley, et al., 2013; Yuan, et al., 2019). Entre estes,
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Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp., que podem predominar no leite cru
armazenado a baixas temperaturas constituindo entre 70-90% da populagcao
microbiana presente (De Jonghe, et al., 20011; Quigley, et al., 2013). As
principais fontes destes microrganismos podem ser os equipamentos de ordenha
e a agua utilizada na lavagem dos mesmos (Perin, et al., 2019; Yuan, et al.,
2019).

Estes microrganismos podem pér em causa a conservagédo do leite mesmo
refrigerado, ja que sao muito ativos na produgdo de enzimas extracelulares
(lipases e proteases), que atuam, respetivamente, na degradagéao dos lipidos
dando origem ao rango, e na degradagao da caseina, originando alteragdes da
cor e sabor do leite (uma cor acinzentada no leite e sabor amargo) (von Neubeck,
et al., 2015). E de salientar que as bactérias psicrotéficas se desenvolvem
melhor com produgéao de lipolise, durante o inverno (Quigley, et al., 2013; Yuan,
etal., 2019).

O leite cru ainda que refrigerado € utilizado essencialmente para fabrico de
queijos tradicionais, incluindo os de Denominagéao de Origem Protegida (DOP)
ou Indicagbes Geograficas Protegidas (IGP) da Europa. De resto, o leite cru &
normalmente sujeito a um tratamento térmico, mais ou menos intenso, antes do
seu consumo ou transformagéo, o que altera também a sua microbiologia. Pode
ser pasteurizado ou sujeito a uma esterilizagdo comercial, o tratamento “Ultra
High Temperature” (UHT) (Boor, et al., 2017).

A implementacdo da pasteurizacdo no leite cru melhorou a saude publica,
prevenindo a propagacgao de doencgas transmitidas pelo leite. Segundo Boor et
al. (2017), a sua implementacao a nivel comercial aconteceu a cerca de 1947,
tendo a tecnologia utilizada evoluido ao longo deste tempo. O processo mais
utilizado atualmente é o High Temperature Short Time (HTST), em que o leite é
submetido a 72°C durante 15s. Este procedimento tem como objetivos, reduzir a
carga microbiana do leite, limitando o numero de microrganismos deteriorantes
e prevenir as doencgas transmitidas pelo leite. Vai reduzir o numero de
psicrotréficos e mesofilos, mas resistem os microrganismos termoduricos
(principalmente microrganismos formadores de esporos). Da microflora destes
leites podem fazer ainda parte microrganismos que possam aparecer por
contaminagao apds a pasteurizagao (Quigley, et al., 2013). Bacillus cereus, que
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€ patogénico e pode ser responsavel pelo aparecimento de sabores
desagradaveis e pela coagulagao do leite, € uma bactéria que, frequentemente,
resiste a este processo de conservagédo (Quigley, et al., 2013). Assim, a
qualidade e segurancga dos leites pasteurizados tem como base a prevengéo da
contaminagao na poés-pasteurizagdo e o controlo e possivel reducdo de
microrganismos termotolerantes e formadores de esporos que sobrevivam ao

tratamento (Boor, et al., 2017).

Por outro lado, este processo apesar da garantia de seguranga tem o
inconveniente de reduzir o numero de microrganismos que contribuem para a
fermentacdo e propriedades sensoriais desejaveis associadas aos queijos
produzidos com leite cru. Sendo que para o fabrico de queijo com leite
pasteurizado, sao adicionadas ao leite culturas iniciadoras simples ou mistas,
responsaveis por essas caracteristicas (Quigley, et al., 2013; Wouters, et al.,
2002; Montel, et al., 2014). As culturas iniciadoras s&o culturas constituidas por
um (simples) ou varios tipos de microrganismos (mistas), que iniciam o processo
fermentativo dos alimentos. Podem ser microrganismos presentes na matéria

prima utilizada ou adicionados intencionalmente.

O tratamento UHT € um processo em que se utilizam temperaturas entre os 135
e 150°C, aplicadas durante 2 a 10s, com embalagem asséptica, que permite
obter um produto comercialmente estéril com prazo de validade mais prolongado
(Codex Alimentarius, 2011; Datta, et al., 2002). Com este tratamento todas as
formas vegetativas microbianas séo destruidas, mas as caracteristicas fisicas,
quimicas e organoléticas do produto também sao minimizadas (Datta, et al.,
2002). No entanto, e apesar deste tratamento ser estabelecido de forma a
inativar a maioria dos endosporos bacterianos termorresistentes, podem persistir
alguns esporos como os de Bacillus sporothermodurans. Pode também haver

contaminagao poés-tratamento térmico (Boor, et al., 2017).

1.3.3. Importancia das bactérias laticas
As bactérias lacticas sao associadas a fermentacdo e preservagao dos
alimentos. Apresentam muitas propriedades fisioldgicas importantes, tais como
a capacidade de fermentar os hidratos de carbono em acido lactico. Desta forma
inibem o crescimento da maioria dos microrganismos indesejaveis (Coelho, et
al., 2022). Contribuem também para a produgdo de sabor, textura e valor
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nutricional, devido as suas capacidades metabdlicas. S&o, por exemplo,
responsaveis pela produgdo de uma variedade de compostos (diacetil, acetoina
e 2,3-butanodiol) a partir de citrato, e ainda uma variedade de compostos volateis
e péptidos bioativos resultantes do catabolismo dos aminoacidos, que
influenciam o aroma e sabor do queijo (Coelho, et al., 2022; Wouters, et al.,
2002).

Algumas bactérias laticas tém a capacidade de produzir metabolitos com
atividades antagonicas e antibacterianas especificas, tais como os compostos
antifungicos e bacteriocinas, com potencial inibitério de varios tipos de
microrganismos. As suas propriedades inibitorias variam consoante a espécie, a
quantidade de bactérias alvo presentes, os processos sanitarios previamente
aplicados e a quantidade das proprias bactérias laticas presentes no alimento
em causa. Deste modo, este grupo bacteriano pode ser importante para
aumentar a seguranca e estabilidade do alimento, e assim prolongar o tempo de
vida util, melhorar a textura e contribuir para um perfil sensorial agradavel do
produto final (Coelho, et al., 2022).

O género Lactococcus esta naturalmente presente no leite cru, sendo essencial,
por exemplo, no fabrico do queijo, onde atua como agente de acidificagao
através da producdo de L-lactato. Contribui também para a protedlise, com a
conversao de aminoacidos em compostos de sabor (alcoois, cetonas e aldeidos)

e para a utilizagao de citrato e/ou metabolismo da gordura (Quigley, et al., 2013).

Chega ao queijo a partir do leite, no caso dos queijos de fabrico artesanal com
leite cru, ou é adicionado como fermento ao leite previamente pasteurizado, de

forma a facilitar a producéo comercial de queijos (Quigley, et al., 2013).

As principais espécies de Lactococcus utilizados no fabrico de queijo séo o Lc.
lactis subsp. lactis e Lc. lactis subsp. cremoris pela sua estabilidade metabdlica,
pela resisténcia a bacteriéfagos e pela capacidade de produgdo de compostos
unicos (Coelho, et al., 2022).

O género Lactobacillus é outro dos géneros de bactérias laticas presentes no
leite e que apresenta um papel fundamental no fabrico do queijo. Neste processo
€ responsavel pela reducdo do amargor e aumento das notas de sabor do queijo

(Quigley, et al., 2013). Embora possa participar na acidificagdo inicial,
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normalmente dominam na fase de maturagao do queijo. Este género de bactérias
tem a capacidade de se adaptar as condi¢des de maturagdo do queijo, onde
muitos nutrientes estao esgotados, o pH € reduzido e o teor de humidade € mais
baixo. Nesta fase contribuem para a lipolise e a protedlise com producao de
produtos finais que contribuem para o desenvolvimento de sabor e textura do
queijo (Coelho, et al., 2022; Quigley, et al., 2013).

A importancia da presencga do género Streptococcus no leite para o fabrico do
queijo, prende-se com sua capacidade de converter rapidamente a lactose em
lactato, com uma rapida descida do pH, e com a produgcdo de metabolitos
importantes incluindo baixos niveis de formato, acetona, diacetil, acetaldeido e
acetato. No entanto, varias espécies deste género sao patogénicas associadas

as mastites dos animais (Quigley, et al., 2013).

As bactérias laticas do género Leuconostoc, sobretudo Ln. meseniteroides
subsp. mesenteroides e Ln. Lactis sdo as subespécies mais frequentes no leite
e produtos fermentados (Coelho, et al., 2022). Tém a capacidade de produzir
dioxido de carbono, responsavel pela formacao de “olhos” em alguns queijos
artesanais crus. Ainda metaboliza a lactose e citrato com produgao de lactato,
acetato, etanol, acetaldeido, diacetil, acetona e 2,3-butanodiol, que contribuem
para as propriedades organoléticas de varios produtos lacteos fermentados
(Quigley, et al., 2013).

Os Enterococcus séo bactérias laticas com alguma resisténcia a temperaturas
elevadas, pelo que sdo detetadas mesmo em queijos elaborados com leite
pasteurizado. Tém neste produto um contributo devido a sua atividade
proteolitica, capacidade de hidrolisar a gordura do leite e contribuir para o
desenvolvimento de compostos aromatizantes, tais como acetaldeido, acetona
e diacetil (Quigley, et al., 2013). A sua presenga pode ser indicadora de mas
condi¢des sanitarias durante o processamento de queijos, uma vez que estes
sao utlizados como indicadores de contaminacao fecal em alimentos (Coelho, et
al., 2022).
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1.3.4. Limites microbioldgicos aplicaveis ao leite cru

O Regulamento (CE) N°1662/2006 que altera o Regulamento (CE) n°® 853/2004
do Parlamento Europeu e do Conselho, que estabelece regras especificas de
higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal, estabelece os
critérios microbioldgicos aplicaveis ao leite cru de diferentes espécies de acordo
com a sua utilizagao (Tabela 5). O grupo indicador utilizado € o da contagem de
microrganismos em placa a 30°C (mesodfilos). A concentragcdo e o
desenvolvimento dos microrganismos pertencentes a este grupo no leite, séo
influenciados diretamente pelas condi¢des de higiene e conservagédo a que o
leite € submetido apds a ordenha, sendo um indicador adequado neste caso
(Jay, et al., 2012; Perin, et al., 2019).

Os critérios aplicaveis ao leite pasteurizado estédo estabelecidos no Regulamento
(CE) N° 2073/2005, e compreendem a determinagao de Enterobactérias (Tabela
5).
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Tabela 5 - Critérios microbioldgicos aplicaveis a varios tipos de leite de acordo com a

TIPO DE LEITE

LEITE CRU DE
VACA

LEITE CRU DE
OUTRAS ESPECIES

LEITE CRU DE
ESPECIES
DIFERENTES DA
VACA

A UTILIZAR NO
FABRICO DE
PRODUTOS FEITOS
COM LEITE CRU
POR UM
PROCESSO QUE
NAO INCLUA
NENHUM
TRATAMENTO
TERMICO.

LEITE CRU DE
VACA UTILIZADO
PARA PREPARAR

PRODUTOS
LACTEOS

LEITE DE VACA
TRANSFORMADO
UTILIZADO PARA

PREPARAR
PRODUTOS
LACTEOS

LEITE
PASTEURIZADO

utilizagado a que se destinam

CRITERIOS MICROBIOLOGICOS

CONTAGEM TOTAL EM PLACA A 30 °C (ufc/ml)

CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS
(células/ml)

CONTAGEM TOTAL EM PLACA A 30 °C (ufc/ml)

CONTAGEM TOTAL EM PLACA A 30 °C (ufc/ml)

CONTAGEM TOTAL EM PLACA A 30 °C (ufc/ml)

CONTAGEM DE ENTEROBACTERIACEAE
(ufc/ml)

<1,0 X 10° (100000) *

< 4,0X10° (400 000) **

<1,5 X 10 (1500000) *

< 5,0 X 10°(500000) *

< 3,0 X 10° (500000)

< 1,0 X 10° (100000)

10***

LEGISLAGCAO

Regulamento (CE)
N°1662/2006

Regulamento (CE) N°
2073/2005

Notas: * Média geométrica constatada ao longo de um periodo de dois meses, com, pelo menos,
duas colheitas mensais.

** Média geométrica constatada ao longo de um periodo de trés meses, com, pelo menos, uma
colheita mensal, a ndo ser que a autoridade competente especifique outra metodologia para

atender as variagdes sazonais nos niveis de producao.

***Interpretacao dos resultados dos testes

— Satisfatdria, se todos os valores observados (n=5) indicarem a auséncia da bactéria,

— Insatisfatoria, se for detetada a presenga da bactéria em qualquer uma das unidades
da amostra

n — numero de unidades que constituem a amostra
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1.4. Principais fatores de variacao e o seu impacto na

qualidade do leite
A producgao leiteira e a composi¢cao do leite sdo influenciadas por diversos
fatores, tais como a raga, idade, numero de borregos por parto, o nivel nutricional
durante a gestacao e lactacao, fatores genéticos e diversos fatores ambientais,
dos quais o tipo de ordenha, o estado sanitario, o estado fisioldgico, estagao do
ano, temperatura, entre outros (Balthazar, et al., 2017; Irano, et al., 2012;
Ozdemir & Kahyaoglu, 2020). Nesta pesquisa, vdo ser abordados alguns dos
fatores que mais afetam quer a produgdo, quer a composi¢gdao do leite,
nomeadamente: a raca e espécie; alimentacao; estado de lactagao; estacdo do
ano e caracteristicas genéticas. No Anexo Il encontram-se as Figuras 44 e a
Figura 45, onde a influéncia destes fatores na composi¢ao dos leites de ovelha

e cabra é evidenciada.

1.4.1. Raga e Espécie
A espécie e a raga afetam significativamente a produg&o e a composigao do leite.
As racgas indigenas s&o as mais comuns e apresentam uma producao de leite
baixa, mas uma elevada quantidade de solidos totais. As ragas selecionadas tém
um elevado rendimento, mas o seu conteudo em solidos totais é inferior (Abbas,
etal., 2014).

A selecao de racas de ovelhas foi efetuada essencialmente para distinguir as
racas leiteiras e as ragas destinadas a produgéo de carne e 1a (Bencini & Pulina,
1997). Um exemplo disso, foi descrito por Bencini & Pulina (1997), os quais
compararam as ragas Awassi e Poll Dorset, tendo observado que a ovelha da
raca Awassi pode produzir até 1000L de leite durante a fase de lactagao,
enquanto a ovelha da raga Poll Dorset apenas produz entre 100-150L, durante

toda a fase de lactagao.

Neste trabalho, foram analisadas duas ragas de ovelhas leiteiras em particular,
Lacaune e Assaf, cujo leite é utilizado para o fabrico do queijo de Serpa, e quatro
racas de cabras leiteiras: as Malaguenhas, as Granadinas, as Floridas e as
Serpentinas, mais comumente utilizadas no fabrico de queijo de cabra, na regiao
de Serpa. No Anexo IV (Figuras 45 e 46), sdo apresentadas imagens de

exemplares das racas em estudo.
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Segundo Marques, et al. (2011), o leite produzido pelas racas autéctones de
ovelha possui um teor de gordura, proteina e sdlidos totais mais elevados do que
os observados em ragas exoticas, como a raga Lacaune e Assaf. Contudo estas
racas produzem uma maior quantidade de leite do que as racas autoctones. A
raca Lacaune é originaria do sul de Franga, sendo atualmente uma raga muito
importante em todo o mundo. Esta raga de ovelha da origem a um leite com um
residuo seco total superior ao das ragas autdctones de Franga, sendo, portanto,
o seu leite bastante adequado para a produgéo de queijo. Atualmente, esta raca
de ovelhas produz entre 400 — 500 kg de leite num unico periodo de lactagao (Li,
etal., 2022), sendo reconhecida como uma das ragas de melhor producao leiteira
mundial (Jimenez, et al., 2020; Panayotov, et al.,, 2018). Varios estudos
demonstraram que as ovelhas Lacaune produziam mais leite na estagdo de
inverno e primavera e menos leite nas estagdbes de verdo e outono.
Comprovaram ainda que as ovelhas mais velhas produzem mais leite do que as
ovelhas mais novas (Abecia & Palacios, 2017; Caja & Bocquier, 2000; Jimenez,
et al., 2020; Palacios, et al., 2017; Peterson, et al., 1990; Rovai, et al., 1999). O
leite de ovelha Lacaune é caracterizado pelo alto teor de sdlidos totais, gordura

e proteina, 18.84 %, 7.21% e 6.19%, respetivamente (Panayotov, et al., 2018).

A ovelha leiteira Assaf é originaria de um cruzamento de duas ragas de ovelhas,
East Friesian e Awassi, que surgiu no Médio Oriente e rapidamente se espalhou
na regiao do Mediterraneo (Li, et al., 2022; Pollott & Gootwine, 2004). Palacios,
et al. (2017) e Romero, et al. (2009) concluiram que a raga Assaf também tem
uma producédo de leite mais elevada no inverno, seguida da primavera e outono,
cujos niveis de producdo sdo semelhantes, e sendo a época em que produz

menos, O verao.

Na Tabela 6 sao apresentados os rendimentos por periodo de lactagdo, assim
como as caracteristicas fisico-quimicas dos leites das racas de ovelhas
estudadas (Lacaune e Assaf). Salienta-se o facto das ovelhas da raga Assaf
apresentarem um maior rendimento por periodo de lactacdo, o que tem
contribuido para a sua disseminagao, mas, no entanto, podem apresentar teores
de gordura e de proteina bruta inferiores, em comparagdo com as ovelhas da

raca Lacaune.
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Tabela 6 — Caracteristicas Fisico-quimicas dos leites de ovelha Lacaune e Assaf

Racgas de ovelha
Parametro Referéncias

454 / 200 506 / 173 Li, et al. (2022)

Rendimento por periodo de

lactacao (kg/Dias)

Gordura (%) 6.95 - 7.21 5.00-7.20
Li, et al. (2022);
Marques, et al.

Residuo Seco Total (%) 18.84 16.33 - 17.10
(2011); Panayotov,

Proteina (%) 5.62-6.19 5.43 — 5.50 etal. (2018)

Acidez (ml NaoH/I) 22.6 258

Algumas caracteristicas das ragas de cabra estudadas neste trabalho sao

seguidamente indicadas.

A raca de cabra Malaguenha é originaria da Espanha, sendo das ragas que tem
mais potencial leiteiro, ndo sé a nivel que qualidade como de quantidade, e das
melhores ragcas em todo o mundo. Sendo que esta ragca tem uma grande

capacidade de se adaptar a todos os sistemas de produgao (Cea, 2019).

A raga Serpentina € uma raga autoctone portuguesa, sendo que esta distribuida
geograficamente deste o Sul do Tejo até ao Algarve (Fonseca, et al., 2016). O
leite desta raga apresenta um teor de gordura inferior ao teor das outras ragas

estudadas, contudo o teor de proteina é superior a raga Malaguenha e Florida.

Na Tabela 7 é apresentado o rendimento por periodo de lactagdo, assim como
os teores médios de proteina, gordura e residuo seco total dos leites

provenientes das racas de cabra.
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Tabela 7 — Rendimento por periodo de lactagéo, o teor de proteina e o teor de gordura dos

leites de cabra

Racgas de cabras

Parametro Referéncias
. Cea (2019);
Rendimento
. Ceva (2022a);
por periodo 700,00 /
_ 550,00 / 240 167,45 /210 530,00 /210 Ceva (2022b);
de lactaciao 290

Fonseca, et al.
(2018)

Gordura (%) 5,00 4,76 — 4,78 5,40 5,60 — 5,80 CABRAMA
Proteina (%) 3,50 3,63 — 3,65 3,35 3,60 — 3,80 (n.d); Ceva

(2022b);
Fialho et al.
(2013);
Residuo Seco Jiménez-
14,00 13,80 — 15,20 - 14,10"
Total (%) Granado, et al.
(2012);
Trancoso

(2009)

(kg / Dias)

1.4.2. Alimentagao
A alimentacao do animal € um dos principais fatores que afeta ndo sé a producao
como também a composicao do leite e, posteriormente, a qualidade e quantidade

dos produtos lacteos (Nudda, et al., 2020).

Existe uma relacédo entre o estado nutricional do animal e a producao de leite,
isto €, um animal ao qual ndo é fornecida a alimentagdo necessaria durante a
fase final da gestagao e o inicio do periodo de lactagao, tem um pico de produgao
mais tardio e uma menor produgédo de leite (Bocquier & Caja, 2001; Caja &
Bocquier, 2000).

Deve ter-se em conta que as necessidades dos animais variam entre si, uma vez
que dentro de um rebanho nem todos os animais tém as mesmas necessidades

nutricionais (Bocquier & Caja, 2001; Caja & Bocquier, 2000).

' https://rfeagas.es/razas/caprino/murciana-granadina/
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Os animais que pastam em sistemas extensivos ou semi-intensivos na regiao
Mediterranica sdo regularmente submetidos a condigdes de desnutricdo devido
as oscilagdes sazonais, quanto a pastagem disponivel. Por outro lado, em
rebanhos intensivos, apesar de teoricamente serem alimentados
suficientemente, a competicdo que existe entre os animais pela alimentacéo,
entre animais de diferentes estagios de lactagcdo, origina situagbes de
desnutricdo de animais que sofrem mais necessidades nutricionais. A
desnutricdo leva a diminuicdo da producao de leite, e consequentemente a
diminui¢ao dos teores de proteina e aumento do teor de gordura. Por outro lado,
quando os animais tém uma alimentagéo rica em componentes energéticos, a
producdo de leite e o teor de proteina sobem e o teor de gordura diminui
(Bocquier & Caja, 2001).

A racédo € o principal fator que afeta a composicdo do leite, controlando o
processo de fermentagcdo no rumen (Abbas, et al.,, 2014). Uma dieta rica em
hidratos de carbono e pobre em fibras perturba a fungao do rimen e resulta em
menores produgdes de leite e menores concentragdes de gordura (Bencini &
Pulina, 1997). Alguns autores, tais como EI-Alamy et al. (1987), citado por Abbas,
et al.,, (2014), observaram que cabras alimentadas com uma mistura de
concentrado e feno na proporgdo de 70:30 produziram leite com um teor de
solidos totais e gordura significativamente mais elevados. Morsy, et al. (2012)
concluiram que a suplementagao da alimentagao de cabras com 6leo de cravo
ou 6leo de zimbro durante a lactagao contribuiu para a melhoria da fermentagao
no rumen, para a produgdo de propionato, reduziu a proporgao de acetato e
aumentou o teor da proteina do leite. Bencini & Pulina (1997) realgaram a
importancia do teor de energia e do conteudo proteico das ragdes utilizadas, quer

na producao, quer na composicao do leite.

A alimentacado pode afetar a concentracdo de minerais no leite de ovelha, em

especialmente iodo, ferro, zinco e cobalto (Nudda, et al., 2020).

A alimentacdo também influencia o numero total de microrganismos no leite,
particularmente as deficiéncias em microelementos minerais (Se, Zn, Mn e Fe)
e vitaminas (A, beta-caroteno e C), uma vez que estas podem estar relacionadas

com o estado de saude da glandula mamaria (Nudda, et al., 2020).
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1.4.3. Estado de lactagcao
A lactagao inicia-se durante o parto e tem aumentos significativos durante as
primeiras semanas, sendo que o pico maximo da lactagéo é entre a terceira e
quinta semana de lactagao. Apds este pico a lactagdo diminui de forma mais ou
menos rapida consoante a raga, as caracteristicas genéticas e o potencial leiteiro

de cada animal (Bencini & Pulina, 1997).

Em relagdo ao estado de lactacao, verificou-se que este afeta profundamente
nao s6 a produgao de leite, como também a sua composig¢ao (Anexo lll, Tabela
19). Bhosale, et al. (2009) verificaram que ao longo do periodo de lactagéo houve
um aumento significativo dos teores de gordura, proteina, cinzas, sélidos totais,
solidos ndo gordos, acidez titulavel e viscosidade. Estes resultados foram
também confirmados por outros autores, os quais, observaram mudancas nas
composicoes dos leites de cabra e ovelha ao longo das estagdes do ano e com
o estado de lactacdo, pois no final da lactagdo, os teores de gordura, proteina,
soélidos e minerais aumentaram, enquanto o teor de lactose diminuiu (Haenlein,
2001; Haenlein, 2004). Bencini & Pulina (1997) relataram que os teores de
gordura, proteina, sdlidos totais e células somaticas é elevada no inicio e no final
do estado de lactacido e baixa no pico da fase de lactacdo. Por outro lado, a
concentracio da lactose esta diretamente relacionada com o rendimento durante
o estado de lactacdo. No que diz respeito aos minerais, durante toda a lactacao
existe um aumento de cloretos e magnésio e uma redugao de potassio (Bencini
& Pulina, 1997). Kedzierska-Matysek, et al. (2015) observaram que, no leite de
cabra, os teores de zinco, cobre e ferro diminuiram ao longo do periodo de
lactagéo. O pico da lactagdo coincidiu com o maximo do teor de potassio e no
final da lactagdo o leite continha teores mais elevados de calcio, sédio e

magnesio.

Kljajevic, et al. (2018) verificaram que o teor de acidez titulavel foi mais elevado
no final do periodo de lactagao, o que correspondeu também a um teor mais
elevado de proteinas e cinzas. Por outro lado, o ponto de congelacao foi mais
elevado no periodo médio do estado de lactacdo, em comparacédo com o periodo
inicial e final, o que pode ser explicado pela maior ingestdo de agua durante este

periodo (Kljajevic, et al., 2018).
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A contagem total de microrganismos no leite de cabra aumenta ao longo do
estado de lactacéo (Goetsch, et al., 2011). Goetsch, et al. (2011) comprovaram
que, ao longo do periodo de lactagdo, ha um aumento da contagem total de
microrganismos (CTM). No entanto, Zeng, et al. (2008) afirmaram que nos
ultimos 4 meses de lactagédo ocorreu um aumento pouco significativo da CTM, a
30°C.

1.4.4. Estacao do ano
As condicdes climatéricas, tais como a temperatura, radiacdo solar, humidade
relativa minima, o fluxo do ar e as suas interag¢des influenciam o desempenho do
animal e tem de se ter em conta que variam ao longo do ano (Kljajevic, et al.,
2018). A variacao da estacao do ano afeta significativamente a composig¢ao de
acidos gordos, uma vez que ao longo do ano a alimentagao dos animais também

sofre alteracdes ao nivel da pastagem no campo (Balthazar, et al., 2017).

Gonzalez-Ronquillo, et al. (2021) observaram que as ovelhas que pariram na
primavera produziram mais leite do que as que pariram no verao e outono, sendo
que os fatores climaticos afetaram n&o sé a quantidade como também a
qualidade do leite. Dhaoui, et al. (2019) verificaram que as ovelhas que pariram
no inverno, produziram mais leite do que as ovelhas que pariram no outono e no
verao. Além disso, a producao de leite foi afetada para uma humidade relativa
superior a 80%. Assim, Gonzalez-Ronquillo, et al. (2021) sugeriram a utilizagao
de abrigos e ventilagdo adequada de forma a reduzir o frio e calor excessivo

durante a produgao das ovelhas leiteiras, na regiao do Mediterranico.

Mioc, et al. (2008) verificaram que as cabras que pariram no inverno tiveram um
rendimento de leite mais elevado do que as cabras que pariram no verao, uma
vez que a época do ano afeta nao s6 a duracao do periodo de lactagdo, como
também a produgao de leite. No que diz respeito aos teores de gordura, proteina
e lactose nao foram observadas variagdes significativas, uma vez que apenas
ocorreu um aumento pouco significativo no teor de gordura, entre as cabras
paridas na primavera e as cabras paridas no inverno (Mioc, et al., 2008). Rolinec,
et al. (2018), tal como Kedzierska-Matysek, et al. (2015) observaram um teor
mais elevado de lactose, gordura e proteina no leite de cabra durante o inverno

e um teor inferior no verao.
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1.4.5. Caracteristicas genéticas
A composicao do leite, nomeadamente, os teores de proteina, gordura e residuo
seco variaram, dentro da mesma espécie, com caracteristicas genéticas as quais
estdo intimamente ligadas a raga, mas também ao individuo, em particular.

Também a quantidade de leite produzida é afetada por aquelas caracteristicas
(Li, et al., 2022).
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Capitulo 2 — Materiais e Métodos

2.1. Amostragem
A amostra utilizada para atingir os objetivos propostos foi constituida por
diferentes amostras de leite cru obtido a partir de 10 produtores de leite (P1 a
P10), sete de leite de cabra e trés de leite de ovelha, ao longo de quatro meses
(Margco a Junho). As dez unidades produtoras de leite estdo localizadas no

distrito de Beja, concelhos de Serpa e Mértola (Figuras 5 e 6).

Freguesias do Concelho de

SERPA

apds a reorganizacdo administrativa de 2013

IWidigueira)

(ESPANHA)

[Mértola)

Figura 5 — Localizagao das unidades produtoras de leite, no
concelho de Serpa onde foi obtida a amostra caracterizada
neste trabalho
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Freguesias do Concelho de

MERTOLA

Bpads a recrganizacdo administrative de 2013

Figura 6 — Localizacdo das unidades produtoras de leite, no
concelho de Mértola onde foi obtida a amostra caracterizada

neste trabalho

A partir de cada um dos produtores, e ao longo dos quatro meses, foram
recolhidas para analise oito amostras (PxS1 a PxSs), com uma periodicidade
aproximadamente quinzenal, perfazendo um total de 80 amostras para estudo.
Na Tabela 8 apresenta-se o cronograma de colheitas e codificacdo das unidades

de amostra.

A colheita das amostras de leite para analise, foi realizada com base nas
orientagdes das EN ISO 707 (2008) e da ISO/TS 17728:2015, para a colheita da
analise microbioldgica. Em cada produtor, a partir do leite da ordenha da manha
recolheu-se para frasco esterilizado cerca de 200ml de amostra que foram
imediatamente transportados em condi¢des de refrigeragao para os laboratorios
da ESA. A chegada ao laboratério, as amostras foram fracionadas e

devidamente conservadas para a realizagéo das varias analises.
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Tabela 8 — Cronograma de colheitas e codificagdo das unidades de amostra

=
: — H_---
[
o
PFO(";:?” P1S1 P1S2 P1S3 P1S4 P1S5 P1S6 P1S7  P1S8
Florida
PrOz’P“;;’r?’ P3S1 P3S2 P3S3 P3s4 P3S5 P3S6  P3S7  P3S8
Pr°(d;2‘;”2 P2S1 P2s2 P2s3 P2s4 P2s5 P2s6  P2S7  P2s8
é LAl e Produtor 8
Q (P8) P8s1 P8s2 P8S3  P8S4  P8S5 P8S6  P8S7  P8S8
o
Produtor 6 P6S1 P6S2 P6S3  P6S4 P6S5 P6S6  P6S7 P6S8
Serpentina Pr (dpi)rg
°(P“9;’ P9S1 P9S2 P9S3  P9S4  P9S5 P9S6  P9S7 P9S8
Granadina Pr°(dP“7‘;”7 P7S1 P7S2 P7S3  P7S4  P7S5 P7S6  P7S7  P7S8
Pfoziplzt;“”f P4S1 P4S2 P4s3 P4s4 P4s5 P4S6  P4S7  P4S8
§ Lacaune Produtor 5
z r°(P“5‘)’r P5S1 P5S2 P5S3 P5S4 P5S5 P5S6  P5S7  P5S8
>
o
Produtor s
Assaf 10 (P10) P10S1 P10S2 P10S3 P10S4  P10S5 ss  P10s7  P10s8

P1 — Mistura de duas Farinhas + Silagem + Pastoreio
P3 — Farinha + Mistura de fenos + Pastoreio
P2 — Farinha + Feno de Aveia + Pastoreio
P8 — Farinha + Mistura de fenos + Pastoreio
P6 — Farinha + Palha + Pastoreio
P9 — Farinha (desconhecida) + Aveia + Pastoreio
P7 — Farinha + Mistura de fenos + Pastoreio
P4 — Farinha + Mistura de fenos + Pastoreio
P5 — Farinha + Mistura de fenos + Pastoreio
P10 — Mistura de Cereais + Pastoreio
Nota: No Apéndice I, estdo descritas ao pormenor a composigao de todas as farinhas



A realizagcédo das analises foi organizada de forma a garantir a fiabilidade dos
resultados obtidos, tendo em conta a disponibilidade de meios humanos e
materiais. Assim, no mesmo dia da recolha e o mais rapidamente possivel apos
a chegada da amostra ao laboratério, efetuavam-se as analises referentes aos
parametros microbiolégicos, o pH, a acidez titulavel, e o teste do azul de
metileno. De seguida, efetuava-se a caracterizacao fisica (densidade relativa,
condutividade elétrica, Grau Brix, indice de refragdo e o indice crioscopico). As
fracbes das amostras previamente separadas, necessarias para a realizagao das
restantes determinagbes, nomeadamente: residuo seco total, matéria gorda,
proteina bruta, cinzas, fosfatos, cloretos, sédio, potassio, calcio e magnésio,
foram imediatamente congeladas para posterior andlise. Todas as analises

foram efetuadas em triplicado.
2.2. Caracterizacao Fisico-Quimica

Os parametros analisados e os respetivos métodos analiticos estao descritos de

seguida.
221.pH

A determinagao do pH nas amostras estudadas foi realizada a temperatura de
20°C, pelo método potenciométrico, utilizando o potenciometro de bancada, da
marca Metrohm, modelo 691. O potencidometro foi sempre previamente calibrado
com as solugdes tampao pH = 4,00 e pH = 7,00. A analise foi realizada

diretamente na amostra.
2.2.2. Acidez Titulavel

A acidez titulavel foi determinada por titulagdo acido-base, na presenca do
indicador fenolftaleina, e de acordo com a procedimento descrito na norma

portuguesa, NP 470 (1983). A acidez foi expressa em % de acido lactico.
2.2.3. Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica foi determinada por condutimetria, num condutimetro da

marca Metrohm, modelo 644, com uma célula de constante ¢ = 0,73 cm™, a
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temperatura de referéncia de 20°C. A determinacao foi realizada diretamente na

amostra e os resultados foram expressos em Scm-'.
2.2.4. Densidade Relativa

A densidade relativa foi determinada com base na norma portuguesa NP 474
(1986) por imersao de um termolactodensimetro no leite, a temperatura de 20°C,
o qual possui uma escala graduada onde se pode ler o incremento da densidade
do leite, por referéncia a densidade da agua, a mesma temperatura. O fenébmeno

fisico, subjacente a esta determinagéo, é o principio de Arquimedes.
2.2.5. indice Crioscopico

O indice crioscopico foi determinado por crioscopia, num crioscépio da marca
ADVANCED INSTRUMENTS, INC., modelo 4D3, o qual possui uma sonda
térmica que mergulha no leite contido em célula apropriada, estando o conjunto
em contacto com um banho termostatizado, arrefecido por refrigeracao elétrica.
O arrefecimento induz a cristalizagado por vibragdo mecéanica, originando uma
elevacgao rapida da temperatura até ao ponto de congelagao (indice crioscdpico)
da amostra. A determinacao do indice crioscopico € o método mais eficiente para
verificar se houve fraude por adigdo de agua (Macedo, 2020). O resultado vem

expresso em °C.
2.2.6. Grau Brix e indice de Refragao

O Grau Brix e o indice de refragao foram determinados por refratometria, usando
um refratdmetro portatil, da marca Bellingham + Stanley Ltd., modelo RFM 330
ligado ao banho maria da marca HAAKE, modelo D1 e um refratdmetro de
bancada, da marca ATAGO, com escala 0 a 32°Brix, respetivamente. E
geralmente determinado ao comprimento de onda de 589,3 nm e a temperatura
de 20°C. O Grau Brix € uma medida do teor de sdlidos dissolvidos numa solucéo
aquosa e vem expresso em % m/m. O indice de refragdo depende do indice de
refracdo da agua e das substancias nela dissolvidas. As particulas com
dimensbes superiores a 0,1um, como glébulos de gordura, bolhas de ar ou
cristais de lactose nao contribuem para este parametro. No entanto, é de realgar

gue as micelas de caseina embora muitas apresentam dimensodes superiores a
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0,1 um, podem também ter um importante papel no valor deste parametro dado
gue nao sdo homogéneas e nao tém limites nitidos. A determinagao do indice de
refragdo permite detetar alteragdes na composicao do leite, nomeadamente no
que diz respeito aos solidos néo-gordos, dos quais a lactose é o principal

componente (Macedo, 2020).
2.2.7. Residuo Seco

O residuo seco foi determinado através do método gravimétrico (AOAC, 1990b).
Apds a pesagem das capsulas com as amostras de leite, as mesmas foram
colocadas em banho-maria a evaporar, a 100°C durante 15min. Posteriormente
forram colocadas em estufa a cerca de 100 + 1 °C durante 3 horas, arrefecidas

e pesadas.
2.2.8. Matéria Gorda

A determinagao do teor de matéria gorda foi realizada de acordo com a NP 469
(1983). Este método tem por base a separagéo entre as fases gorda e aquosa
do leite, por adigdo de &acido sulfurico (p=1.820 g.cm3) e uma pequena
quantidade de acido isoamilico, num butirometro com escala adequada para o
tipo de leite, seguida de centrifugagdo, em centrifuga de Gerber. O teor de
gordura é lido diretamente na escala graduada do butirometro, em % m/v. Para
exprimir o resultado em % m/m, o valor da leitura foi dividido pela densidade do

leite.
O resultado foi lido diretamente no butirdmetro e foram expressos em %m/m.
2.2.9. Proteina Bruta

A determinacao da proteina foi efetuada tendo como base a norma NP 1986
(1991), através do método de referéncia de Kjeldahl, o qual envolve trés fases.
Numa primeira fase, os compostos organicos azotados presentes na amostra
sdo digeridos a quente e em meio acido, na presenca de uma mistura
catalisadora, sendo o azoto convertido em iao amonio. De seguida, ocorre uma
destilacdo por arrastamento de vapor, em meio alcalino, durante a qual o iao

amonio é convertido em amoniaco, sendo recolhido numa solucdo de acido
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borico a 4%, passando novamente a forma de amoénia. Por fim, ocorre uma

titulacdo com acido cloridrico de concentragdo conhecida.

Para a obtencdo do teor de proteina bruta, em % m/m, foi efetuada a

multiplicagdo do azoto total pelo fator de conversao dos lacticinios (6,38).
2.2.10. Residuo seco desengordurado

O residuo seco desengordurado € calculado pela diferenga entre o valor de

residuo seco e de gordura da amostra.
2.2.11. Cinzas

As cinzas foram determinadas através do método gravimétrico apds incineragao

a 550°C, durante 4 horas (AOAC, 1990a), vindo também expresso em % m/m.
2.2.12. Fosfatos

Os fosfatos foram determinados pelo método espetrofotométrico do acido
vanadomolibdofosférico, no qual a absorvancia das amostras, lida a um
comprimento de onde de 450nm, foi comparada com a absorvancia de uma
curva de calibracdo construida com varios padroes, conforme o procedimento
descrito pela American Public Health Association (APHA, 2012). O
espetrofotdmetro utilizado foi da marca SHIMADZU, modelo UV-160.

2.2.13. Cloretos

A determinacido do teor de cloretos nas amostras foi efetuada pelo método

volumétrico de Mohr, de acordo com procedimento interno.
2.2.14. Calcio e Magnésio

O célcio e o magnésio foram determinados por espectrofotometria de absorgao
atémica, no espectrofotometro da marca Spectraa, modelo 220FS e de acordo

com o procedimento descrito em Gongalves (1983).
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2.2.15. Soédio e Potassio

O sbodio e o potassio foram determinados por fotometria de emissao, no
fotdmetro da marca Corning, modelo 410, de acordo com o procedimento

descrito por Gongalves (1983).
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2.3. Caracterizagao Microbiologica
2.3.1. Caracterizagao microbioldgica indireta

As amostras foram avaliadas quanto ao grau de frescura pela redugéo de
indicadores, teste rapido do azul de metileno, de acordo com a NP 456 (1983).
Neste teste, os resultados obtidos s&o expressos em tempo de descoloragao (h),
sendo este tempo associado a qualidade microbiologica do leite, de acordo com

o indicado na Tabela 9.

O azul de metileno € um indicador de oxidagao-reducao (redox) que perde sua
cor azul caracteristica na auséncia de oxigénio, por ser reduzido nestas
condigdes. Este teste fundamenta-se assim no fato de a solugao corante de azul
de metileno adicionada ao leite no inicio do teste, perder a sua cor azul quando
0 oxigénio presente no leite se esgota devido a atividade microbiana, sendo o
azul de metileno reduzido. Quanto maior a atividade microbiana, mais
rapidamente se esgota o oxigénio, e mais rapidamente se reduz o azul de
metileno. O tempo de redugao do corante, nestas condigdes, pode ser associado
a contaminacao microbiana no leite e respetivo metabolismo, sendo que quanto
menor for o tempo necessario a descoloragdo mais contaminado se encontra o
leite, e pior sera a sua qualidade (Thornton & Hastings, 1930; Westhoff & Frazier,
2008).

Tabela 9 — Resultados do teste de azul de metileno em tempo de descoloracao (h) e sua

associagcao com a qualidade do leite

Tempo de descoloragao (h) Qualidade do leite
25 Muito Bom
3-4 Bom
1-2 Médio
<0.5 Mau

Fonte: Macedo (2020b)

2.3.2. Caraterizagao microbiolégica quantitativa
Para a caracterizagdo microbiolégica, cada amostra foi devidamente preparada
de acordo com NP 1829 (1982) para a realizagdo da contagem de
microrganismos mesofilos totais, bactérias laticas totais, enterobactérias,

Escherichia coli, estafilococos totais e coagulase positiva e fungos (bolores e
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leveduras). Os resultados das contagens foram obtidos por ml de amostra e
apresentados em log do n° de ufc/ml. Em cada amostra foi ainda efetuada a
pesquisa de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes, sendo os resultados
apresentados como presenca ou auséncia do microrganismo patogénico por 25
g de amostra. Todas as metodologias foram efetuadas de acordo com as regras
gerais para analise microbiolégica em microbiologia de alimentos, estabelecidas
na NP 2079 (1989).

Na Tabela 10 sdo apresentados os meios de cultura e condi¢cdes utilizados em

cada uma das técnicas.
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Microrganismo/Grup

Norma de referéncia

Tabela 10 — Parametros microbiolégicos — Condi¢des de analise

Meios de cultura

Meios de cultura de

Metodologia

Condigoes de

Tipo de colénias

Apresentacao do

0 microbiano Referéncia incubagao para contagem resultado
Plate Count Agar BioKar Diagnostics Contagem em placa por UREES
g . . o P
Mesofilos Totais NP 4405:2002 (PCA) BK144HA incorporaéo 30°C/72 h colénias ufc/ml
presentes
Coldnias cor de
rosa a vermelho
- . Violet Red Bile BioKar Diagnostics - Contagem em placa por o com ou sem halo
Enterobactérias NP4137:1991 Glucose Agar (VRBG) BKO11HA incorporacéo 37°C/24n de precipitagdo ufc/ml
ou incolores
mucosas
s . o Agar Triptona-Bilis- . Contagem em placa por 8 Colonias
Escherichia coli ISO 16649-2:2001 Glucorénico (TBX) OXOID-CM0945 incorporaao 44°C/24h azuis/verdes ufc/ml
Colonias pretas
com (coagulase
Estafilococos ISO 6888-1:1999 Agar Baird Parker OXOID-CM1127 Contagem em placa por 37°C/48h +) ou sem (fotal) ufe/ml
(BP) espalhamento a superficie precipitado
branco e halo
transparente
Coldnias
filamentosas
. Agar Rosa Bengala _ Contagem em placa por o (bolores) e
Pl MFEET sy com Cloranfelicol FIASE = e espalhamento a superficie EEA colénias il
mucosas
(leveduras)
Bactérias lacticas Agar Man Rogosa e Contagem em placa por 30°C, durante 72 Todas as
totais 1ISO 15214:1998 Sharp (MRS) OXOID CM1153 INCOrbOracao ’horas colénias ufc/ml
P porag presentes
. Ver metodologia . . . Ver metodologia Ver metodologia Ausente/
Salmonella ISO 6579:2002 abaixo Ver metodologia abaixo Pesquisa abaixo abaixo Presente em 25ml
Listeria ISO 11290-2:1998 Ver metqdologla Ver metodologia abaixo Pesquisa Ver metqdologla Ver metqdologla Ausente/
monocytogenes abaixo abaixo abaixo Presente em 25ml
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No laboratério de microbiologia, equipado com todo o material necessario para
a realizacao deste tipo de analises, preparou-se cada unidade da amostra de
acordo com NP 1829 (1982). Para tal, ap6s homogeneizagao da amostra, foram
medidos em condi¢des de assepsia, 20 ml de leite para frascos individuais com
180ml de solugao de Ringer esterilizada, constituindo-se assim a diluicado mae
(10°"). A partir desta, foram efetuadas mais cinco diluigbes decimais sucessivas
(102 — 10°), adicionando 1 ml de cada diluicdo imediatamente anterior
devidamente homogeneizada, a tubo de ensaio com 9 ml de solugédo de Ringer

esterilizada.

A contagem de cada um dos tipos de microrganismos ou grupos microbianos foi
efetuada através da inoculagdo de 1ml ou 0,1ml da amostra de leite (10°) e
respetivas diluicdes (10-' a 10-°) nos meios de cultura adequados, para contagem
em placa, respetivamente por incorporacdo ou espalhamento a superficie, e
incubadas de acordo com as condicbes apresentadas na Tabela 10. A
confirmacéao das coldnias suspeitas de Enterobactérias foi efetuada através da
realizagédo do teste de fermentagédo da glucose e da oxidase, de acordo com a
norma de referéncia aplicavel (Tabela 10). Da mesma forma, no caso dos
estafilococos coagulase positiva a confirmagdo efetuou-se pelo teste da

coagulase.

A pesquisa de Salmonella spp foi efetuada com base na respetiva norma de

referéncia (Tabela 10). De acordo com a mesma, a pesquisa de coldnias
suspeitas foi efetuada nos meios de cultura sélidos seletivos para Salmonella
spp., Agar Xilose Lisina Dexosicolato (XLD) (Scharlau 01-211-500), Aes Lab
Salmonella Agar Plate (ASAP) (BioMérieux AEB520090US), Agar Rambach
(Merck 100188) e Agar verde Brilhante e vermelho de Fenol (BGA) (Oxoid
CMO0263), inoculados com as culturas obtidas apos as fases iniciais de
enriquecimento sequencial a partir de 25 ml de amostra, em meio de cultura ndo
seletivo (Agua Peptonada Tamponada (APT) (Oxoid CM1049)) e em meios
selectivos (Caldo Muller Kauffmann Tetrationato Novobiocina-MKTTn - Biokar —
BK208; Caldo Rappaport-Vassiliadis - Oxoid MO0866), respetivamente. A
confirmacdo de colonias suspeitas, quando detetadas nos meios solidos
seletivos, foi efetuada por testes bioquimicos (Api Rapid 20E — BioMérieux —

20 701) e seroldgicos.
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O principio do método para a pesquisa de Listeria monocytogenes é semelhante

ao anterior, com base na Norma ISO 11290-2:1998. Neste caso, apos as fases
de enriquecimento primario (Half Fraser — Oxoid CM0895) e secundario (Caldo
Fraser Il — Oxoid CMO0895), partindo de 25ml de amostra de leite, foram
efetuados isolamentos por esgotamento a superficie, a partir das culturas de
enriquecimento, em meios de cultura solidos seletivos Agar Palcam (Oxoid
CMO0877) e Agar Oxford (Oxoid CM0856), devidamente suplementados (Palcam
Selective Supplement — Oxoid SR0150 e Listeria Selective Supplement - Oxford
formulation — Oxoid SR0140). As coldnias suspeitas detetadas nestes meios
foram confirmadas através do teste de confirmacdo de 3-hemdlise, e testes

bioquimicos (Api Listeria-BioMérieux 10300).

2.4. Tratamento estatistico dos dados
Os resultados obtidos foram sujeitos a analise de variancia considerando o fator
espécie/raca e, quando as diferengas entre as amostras foram significativamente
diferentes, foi aplicado o teste de Tukey, para um grau de confianga de 95% (p
<0,05).
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Capitulo 3 — Apresentacao e Discussdo de Resultados

3.1. Caracterizacao Fisica
Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados médios, para o leite de cada
produtor, seguido da indicagéo dos desvios padrao relativos obtidos ao longo do
periodo em analise. A comparagao entre as varias amostras, através da analise
de variancia e teste Tukey, conduziu aos resultados apresentados na Tabela 11,
nos quais todos os parametros cujas médias sao significativamente diferentes
sao indicados com letras diferentes nos expoentes, em cada coluna. Para o leite
de cada produtor, a variabilidade dos parametros analisados ao longo do tempo
em estudo (8 colheitas) foi avaliada através dos valores dos desvios padrao
relativos, considerando-se que a variagao era relevante para desvios padréo

relativos, superiores a 10%.

Tabela 11 — Paradmetros fisicos médios e resultados da variancia' das amostras de leite de

ovelha e cabra de varios produtores

(14
= =
g RAGA 2  K'(Sem')  IC%(~C) IR °Brix de*
o 2
o
P1  0,0044 0,544 13493 1,030
Florida (11,33)2b¢ (4,20)2 (0,08) 1.0 (5.:50) (0,10)2
P3  0,0042 0.550 13490 1100 1,030
(0,74)3b¢ (0.90)? (0,06)? 0 (5, (0.20)?
P2 0,0044 0.546 1.3489 1031
< | Malaguenha (11,030 (0,83)° ©o3  MOBADT g0y
¢ P8  0,0042 0.544 13498 1000700 1029
< (17.400%0¢  (0.80)? (0,10)? 0 (4, (0.10)2
P6  0,0046 0.550 1,3490 1,030
. (13,40)2 (0,90)? 01012 110(AS07 5o
Serpentina 59 (5048 0,566 1,3497 ] 1,031
(16,30)° (3.60)° 0,102 110600 50y
. P7 00043 0,545 1.3487 1,030
Granadina (12,30)5b¢ (0.70)? (0,10)° 10,0 (4,40)? (0.10)?
P4 00036 0,565 1.3544 13.1 1,035
< Lacaune (9,60)° (0,30)b¢ (0,04)° (10,40)° (0,20)°
T P5  0,0036 0,567 1,3545 13.9 1,035
% (9,50)° (0,70)¢ (0,10)° (11,90)° (0,10)°
P10 0,0039 0,559 1.3528 . 1,032
Assaf (12.40)¢  (1,00)%b¢ 004 131G ooy

Nota: "Contutiviade Elétrica; 2indice de Crioscopia; 3indice de Refracdo; “Densidade Relativa;
a,b,c... Médias na mesma coluna com indices diferentes tém diferencgas significativas P<0,05,
n=8 -Teste TukeyHSD
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Condutividade Elétrica

Os valores indicados por Park, et al. (2007) estdao de acordo com os valores
obtidos neste trabalho para a condutividade elétrica (K) das amostras (Tabela
11), quer no caso dos leites de cabra, quer nos leites de ovelha. A condutividade
elétrica média dos leites de ovelha € inferior a dos leites de cabra, o que esta de
acordo com o facto da condutividade elétrica do leite ser principalmente
dependente das concentragcbes de sédio, potassio e cloretos (Walstra, et al.,
2006; Gomeéz, et al., 2018), as quais sao inferiores no leite de ovelha (Tabela
11). Todavia, independentemente da espécie/raga/alimentagcédo, a diferenca
observada entre os valores médios nao foi significativa com as seguintes
excegdes: a condutividade elétrica do P9, de cabra, da ragca Serpentina, foi
significativamente superior a condutividade elétrica de todos os leites de ovelha
e a condutividade elétrica do leite 6, de cabra Serpentina, € também
significativamente superior a condutividade elétrica dos leites de ovelha P4 e P5,
ambos provenientes de ovelhas da mesma raga — Lacaune. (Tabela 11). Este
comportamento podera resultar do facto da soma das concentragcdes médias de
sodio, potassio e cloretos ser de facto superior nestes leites. A condutividade
elétrica varia ao longo do tempo (Figuras 7 e 8), apresentando desvios-padrao
relativos (RSD) que podem atingir cerca de 17% (Tabela 11), em especial nos
leites P6 e P9, os quais apresentam um pico na semana 5. Este pico podera
estar relacionado com o estado de lactagéo, dado que a concentragao dos ides
que mais contribuem para a condutividade elétrica do leite aumentam ao longo
do estado de lactagao, podendo o potassio atingir a sua concentragdo maxima

no pico da lactagao.
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Condutividade Elétrica
0,007
0,006

0,005

0,004 i ! 1 ] = i
0,003
0,002
0,001
0,000
P1 P3 P2 P8 P6 P9 P7

Produtores

S.cm-1

ES1 mS2 mS3 mS4 ES5 HS6 EmS57 mS8

Figura 9 — Variagao da condutividade elétrica (S.cm-1) nas amostragens de leite proveniente
de cada uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida,
P2 e P8, raca Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo

(S1a S8)

Condutividade Elétrica
0,007
0,006
0,005
0,004

0,003
0,002
0,001
0,000
P4 P5 P10

Produtores

S.cm-1

ES1 mS2 mS3 mS4 mS5 mS6 mS57 mS8

Figura 10 — Variagcdo da condutividade elétrica (S.cm-1) nas amostragens de leite
proveniente de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5,
relativos a raca Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
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indice de Crioscopia

Os resultados observados (Tabela 11) permitem verificar que os indices de
crioscopia dos leites de ovelha sdo, de um modo geral, significativamente
inferiores aos determinados nos leites de cabra. Estes resultados sao
provavelmente devidos aos teores mais elevados de solidos totais e solidos nao-
gordos dos leites de ovelha (Janstova, et al., 2013), sendo a lactose e os cloretos
os componentes solidos soluveis que mais contribuem para esta propriedade
(Fox & McSweeney, 1998). Uma das excegbes a este comportamento foi
observada no P10 (raca Assaf), de ovelha, cujo indice de crioscopia nao se
distinguiu de nenhum dos outros leites, independentemente da
espécie/raga/alimentagao, talvez porque € o que possui 0 menor teor médio de
cloretos (Tabela 11) e também o P9 (raga Serpentina), de cabra, cujo indice de
crioscopia nao se distinguiu dos valores observados nos leites de ovelha,
provavelmente pelo facto do seu teor médio de lactose ser menor. No entanto,
outros fatores, como sejam, o estado de lactagéo, a alimentagao, raga, estado
de saude do animal, adicdo de agua, estagcao do ano, stress térmico e
quantidade de CO:2 do leite podem também ter influenciado os valores do indice

de crioscopia (Janstova et al., 203).

Comparativamente aos valores obtidos por varios investigadores, pode verificar-
se que os indices de crioscopia de todos os leites de cabra se encontram dentro
do intervalo indicado por Park, et al. (2007), ao invés do que acontece com 0s
leites de ovelha, os quais apresentam indices de crioscopia superiores aos
indicados por aqueles autores. Todavia, Pavié, et al. (2002) obtiveram indices de
crioscopia de -0.564°C a -0.570°C para os leites de ovelha que analisaram,
sendo que os leites estudados apresentaram valores dentro deste intervalo.
Pode considerar-se que o indice de crioscopia se manteve constante, ao longo
do tempo, dado que os desvios padrdes relativos observados foram inferiores a
5%.
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indice de Refragao e Grau Brix

Os indices de refragado e Grau Brix sdo significativamente superiores nos leites
de ovelha (Tabela 11), devido ao seu mais elevado teor de sélidos dissolvidos.
No entanto, entre as racas de cada espécie, ovelha e cabra, ndo se observaram
diferencas significativas. Em comparagao com alguns valores destes parametros
indicados na literatura verifica-se que o valor médio do indice de refracdo para
leite de cabra, indicado em Mohapatra, et al. (2019) e Park, et al. (2007) (Tabela
2), é superior ao obtido neste trabalho, mas esta muito préximo do valor médio
reportado por outros autores (Prajapati, et al., 2017). Em relagao aos indices de
refracdo dos leites de ovelha, verificou-se que os valores obtidos estdo muito
préximos dos indicados em Mohapatra, et al. (2019) e Park, et al. (2007) e séo
idénticos aos indices de refracdo médios (1.354) referidos por Kasapidou, et al.
(2021). Ao longo do tempo a variabilidade dos indices de refracdo e Grau Brix é
pequena, com desvios-padrao relativos inferiores a 10% para a maioria dos leites

analisados.
Densidade Relativa

A densidade relativa dos leites de ovelha é significativamente superior a obtida
com os leites de cabra (Tabela 11), possivelmente devido ao seu maior teor de
proteinas (caseinas), ndo se tendo, todavia, observado diferengas significativas
entre os leites das diferentes ragas, em cada espécie. Os valores indicados por
Park, et al. (2007) e por Mohapatra, et al. (2019) estdo de acordo com o intervalo
de valores apresentado neste trabalho. Ao longo do tempo, a densidade relativa
€ praticamente constante, de acordo com os baixos valores obtidos para os

desvios padrao relativos (Tabela 11).
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3.2. Caracterizagao Quimica Geral
A caracterizacdo quimica geral € apresentada na Tabela 12, na qual séo
indicados os valores médios e respetivos desvios padrao relativos, para cada
parametro e amostra. De igual modo apresentam-se os resultados da analise de
variancia e testes Tukey, para p < 0.05, os quais nos permitem distinguir as
varias amostras entre si. Nesta tabela, os leites P1, P2, P3, P6, P7, P8 e P9 sdo
leites de cabra, enquanto os leites P4, P5 e P10 referem-se a leites de ovelha.

As racas de ambas as espécies estdo indicadas na Tabela 12.
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Tabela 12 — Parametros quimicos médios e resultados da variancia das amostras de leite de ovelha e cabra de varios produtores

14
= o .
'{'_-,J RACA |:_J pH (gczgizzo RS Gordura PB2 Cinzas Lactose 3
g 8 lactico/100mg) (%em/m) (%em/m) (%em/m) (%em/m) (%em/m)
14
[«
P1 660 . 1339 4,60 3,23 0.73 4.86
Florida 081y  O1B(3TOF" 580 (1390r (8507 (430  (9.60)
P3. 864 (1iongges 1318 4,55 3,21 0,76 478
074y 01427, (5,30 (7807  (1100F (2807  (11.10)
P2 660 1317 4,28 3,18 0,75 4,95
J 0,13 (25,28)2P e e e - \a s\
o [ (0.76)? (B39 (3,40) (6,58) (7.70) (3.50)>  (9,84)
& P8 661 ) 12,84 3,90 3,30 0,75 4.80
S (122)p  012(13,80) (4407 (1340 | (7.50)°  (420)%>  (5,50)?
P6 657 . 12,84 436 3,37 0,75 4.80
Semperte (1,000 014264077 3300 (6002 (7,80 (560  (9,40)
PO 6,66 0.12 (18,80 13.78 473 3,51 0,80 476
(0.80)? : : 6707 | (1460F = (1010F  (640)°  (6.20)
. P7 659 . 1322 4.44 3.31 0,77 483
Granadina ©ogop  013(20.207 (2.80)? (4,102 (8307 (5600 (4,80
P4 664 1742 711 4.92 0,90 5,12
< Lacaune (1,20 OTBE@TS0F gg0p (12009 (7300 (1,70 (10,20)
5 P5 6,70 0,18 (28,90)° 18,27 7,03 5,31 0,90 5,03
‘# (1,00)2 ’ ’ (4,50)° (6,60)° (9,00)° (5,10)¢ (8,20)2
) P10 665 . 17,06 6,31 474 0,84 5,05
Assaf (1,000 O16@980P% 1 aa0p (660 (920 | (3,00°  (8,20)

Nota: ' Residuo Seco; ?Proteina Bruta; 3Lactose = RS - (Gordura + PB+ Cinzas); a,b,c... Médias na mesma coluna com indices diferentes tém diferencas
significativas P<0,05, n=8 -Teste TukeyHSD
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pH

Os valores obtidos para o pH estao também dentro dos intervalos indicados por
diversos autores, quer para leites de cabra ou ovelha (Pavi¢, et al., 2002; Park,
et al. 2007; Mohapatra, et al., 2019). Dado que os valores de pH se situaram
dentro dos valores normais indicados para este tipo de amostras pode concluir-

se que a sua qualidade microbiolégica é boa (Kasapidou, et al., 2021).

Nao foram observadas diferengas significativas nos valores médios de pH de
todos os leites analisados, independentemente da espécie/raga/alimentacéo,
para uma significancia de 5%. Além disso, também a variabilidade ao longo do
tempo foi pequena, como se pode verificar pelos baixos valores de desvios

padréo relativo observados (Tabela 12).
Acidez

Os valores indicados por Park, et al. (2007), Koch, et al. (2014) e Junior, et al.
(2015) (Tabela 2) sdo, de um modo geral, ligeiramente superiores aos valores
meédios de acidez determinados em todas as amostras neste estudo, quer para
os leites de cabra ou de ovelha. Estes resultados s&do consistentes com os
valores médios de pH, corroborando o facto de a qualidade média microbiologica

dos leites avaliados ser boa (Barbosa, 1990).

Muito embora os valores médios de acidez apresentados pelos leites de ovelha
sejam superiores aos apresentados pelos leites de cabra, possivelmente por
aqueles leites possuirem teores mais elevados de proteina, estatisticamente, as
médias calculadas ao longo do periodo em analise para todos os leites,
independentemente da espécie/raga/alimentagéo, nao se distinguem, para p <
0,05 (Tabela 12). Existem apenas duas excegdes: as amostras P8 e P9, ambos
de cabra e de racas diferentes, apresentaram valores médios de acidez
significativamente diferentes dos determinados nas amostras dos leites de
ovelha P4 e P5, ambos da raga Lacaune. Estes resultados sdo suportados pela
grande variabilidade ao longo do tempo, com valores de desvios-padrao relativos
superiores a 20%, principalmente devido aos picos de acidez registados entre
as 3% e 4% semanas (més de abiril), conforme se pode observar na Figura 9 e 10.

A variacdo dos teores de acidez pode ser causada por varios fatores,
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nomeadamente mas condi¢cdbes de higiene, temperaturas elevadas, ou
oscilagbes nos teores de caseina, sais e minerais, que podem ocorrer ao longo
do periodo de lactagao (Garcia, V., & Travassos, 2012; Quiles & Hevia, 2001;
Pavi¢, et al., 2002).

A acidez tem uma elevada importancia no fabrico de queijo, uma vez que um pH
préximo da neutralidade pode inibir o processo de coagulacao (Isidro-Requejo,
etal., 2019).

Acidez
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-
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g acido lactico/100mg
(=]
=
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HS1l ES2 mS3 WS4 EHS5 HS6 EMS7 HS8

Figura 11 — Variagdo da acidez (g acido lactico/100mg) nas amostragens de leite proveniente

de cada uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida,

P2 e P8, raga Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo
(S1aS8)
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Figura 12 — Variagdo da acidez (g de acido lactico/100mg) nas amostragens de leite
proveniente de cada uma das 3 explorag¢des produtoras de leite de ovelha (P4 e P5,

relativos a raga Lacaune, e P10 raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Residuo Seco

O residuo seco médio dos leites de ovelha é significativamente mais elevado do
que o residuo seco médio dos leites de cabra (Tabela 12), devido principalmente
aos teores mais elevados de proteina e gordura dos leites de ovelha, o que faz
com que o seu rendimento queijeiro seja maior (Guerra, et al., 2008). Entre as
varias ragas de cada espécie, ndo se observaram diferengas significativas em
termos estatisticos, embora nas amostras de leite de ovelha da raca Assaf, os
teores médios de proteina bruta, gordura e cinzas sejam inferiores aos obtidos
com as amostras de leite provenientes da raca Lacaune. A variacido do residuo
seco, ao longo do tempo, para cada um dos leites analisados é pequena,

normalmente inferior a 10%.

Os residuos secos médios obtidos neste trabalho s&o semelhantes aos
apresentados na literatura por varios autores (Elbagermi, et al. (2014) ; Koch
(2014). Em relagéo aos valores do residuo seco total para algumas das racgas de
cabras em estudo, quer da raga Malaguenha (P2 e P8), quer da raga Serpentina
(P6 e P9) verificou-se serem inferiores aos valores obtidos por outros autores
(Tabela 7) (CABRAMA, n.d; Trancoso, 2009), o que podera ser devido ao facto
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de corresponderem a diferentes estados de lactagao, alimentacdes, estacao do
ano. Os residuos secos totais de racas de ovelhas das racas Lacaune e Assaf
sdo semelhantes aos obtidos por outros autores (Tabela 6) (Marques, et al.,
2011; Panayotov, et al., 2018).

Gordura

O teor médio de gordura dos leites de ovelha é significativamente superior (p <
0.05) ao obtido nos leites de cabra. Entre as ragas em estudo, quer de cabra ou
ovelha, ndo foram observadas diferengas significativas (Tabela 12). Os teores
de gordura apresentados por Park, et al. (2007) (Tabela 1), sdo de um modo
geral inferiores aos teores obtidos neste trabalho, enquanto Chia, et al. (2018) e

Isidro-Requejo et al. (2019) indicam teores de gordura semelhantes.

Comparando os teores meédios de gordura obtidos neste trabalho com os
indicados nas Tabelas 6 e 7 por outros autores, para leites de ovelha e cabra,
respetivamente, verifica-se que; (i) os valores indicados por Marques, et al.
(2011) e Panayotov, et al. (2018) (Tabela 6), em relagao aos leites de ovelha da
raca Lacaune, estdo de acordo com os valores obtidos, sendo no entanto,
superiores no caso da raga Assaf (ii) em relagdo aos leites das diferentes racas
de cabra analisados, verifica-se que os teores médios de gordura obtidos séo
todos inferiores aos indicados na Tabela 7 por outros autores, exceto no caso
dos leites da raca Serpentina cujos resultados sdo muito préximos. Estas
diferengas poderao resultar da influéncia de outros fatores, como sejam o tipo de
alimentacao, variacdes climatéricas, o estado de lactacao entre outros (Isidro-
Requejo, et al., 2019).

Existe variabilidade ao longo do tempo, que em alguns casos resulta em desvios
padrao relativos superiores a 10%. A variagao do teor de gordura em fungao do

tempo, para os varios leites analisados esta representada nas Figuras 11 e 12.
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Figura 13 — Variacdo da gordura (%) nas amostragens de leite proveniente de cada uma das 7
exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8, raga

Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 14 — Variacao da gordura (%) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raca

Lacaune, e P10 raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Observam-se, na Figura 11, alguns picos mais pronunciados dos teores de
gordura das amostras P1, P8 e P9, que podem estar relacionadas com as etapas
finais do estado de lactagao no qual as concentragées de gordura sao em geral
maiores (Haenlein, 2001; Haenlein, 2004; Bencini & Pulina, 1997). A
variabilidade dos teores de gordura nas amostras dos leites de ovelha € menor,
com excegao da amostra P4, devido ao pico apresentado na Figura 12, na ultima

colheita, o qual podera também estar relacionado com o estado de lactagao.
Proteina Bruta

Os teores de proteina bruta dos leites de ovelha sao significativamente
superiores aos obtidos nos leites de cabra (Tabela 12), o que esta de acordo
com a literatura (Mohapatra, et al., 2019; Park, et al., 2007; Panayotov, et al.,
2018). Quanto maior o teor de proteina no leite cru maior sera o rendimento da

transformacao tecnolégica (Gémez, 2018).

Em comparagao com os teores de proteina bruta obtidos por outros autores, quer
para leites de ovelha ou de cabra, verifica-se que alguns apresentam valores
superiores aos obtidos neste trabalho (Balthazar, et al., 2017; Park, et al., 2007),
enquanto outros indicam valores semelhantes (Chia, et al., 2018; Isidro-Requejo,
et al., 2019). Estas discrepancias resultam provavelmente da influéncia de

diversos fatores, como raga, estado de lactagao, estagcao do ano e alimentacéo.

Entre as racas, das diferentes espécies, ndo foram detetadas diferengas
significativas (p > 0.05). No entanto, observaram-se pequenas diferengas entre
os teores de proteina das diferentes racas. No caso dos leites de ovelha, os
teores médios de proteina bruta obtidos nas amostras P4 e P5, da raca Lacaune,
de 4.92% e 5.31%, respetivamente, foram superiores aos obtidos na amostra
P10, da raca Assaf (4.86%). Até mesmo entre as amostras de leite da mesma
raca Lacaune, verificou-se que no P5, o teor médio de proteina bruta foi cerca
de 8% superior ao obtido no P4, o que podera estar relacionado com a
alimentacao, dado que a composicao da farinha utilizada na alimentagcédo das
ovelhas do produtor P4 tem uma percentagem de proteina bruta de 20%,
enquanto que a farinha usada na alimentagao das ovelhas do produtor P5 possui

22.9% de proteina bruta (Apéndice Il, Tabela 16). Estas pequenas diferencas
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ndo foram, no entanto, significativamente diferentes para p < 0,05 (Tabela 12).
Desta forma, para cada espécie, ovelha ou cabra, n&o foi possivel distinguir os
teores médios de proteina bruta, entre as varias ragas estudadas.

A variabilidade ao longo do tempo é também pequena (Tabela 12) e esta

representada nas Figuras 13 e 14.
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Figura 15 — Variagdo da Proteina (%) nas amostragens de leite proveniente de cada uma das 7
exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raca Florida, P2 e P8, raca

Malaguenha, P6 e P9, raca Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 16 — Variagéo da Proteina (%) nas amostragens de leite proveniente de cada uma das
3 exploracdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raca Lacaune, e P10 raca

Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
Cinzas

O teor de cinzas dos leites de ovelha é, em geral, significativamente superior ao
dos leites de cabra, devido aos seus teores mais elevados de alguns
macrominerais, como o calcio, fésforo e magnésio, confirmando os resultados
apresentados por varios autores (Balthazar, et al., 2017; Park, et al., 2007,
Elbagermi, et al., 2014; Mayer & Fiechter 2012). Neste estudo, observou-se, no
entanto, que o teor mineral do leite das ovelhas Assaf (P10) é significativamente
inferior ao observado na raga Lacaune (P4 e P5), ndo se distinguindo do obtido
no leite de cabra, P9, da raca Serpentina. Entre as ragcas de cabra, ndo se
observaram diferengas significativas nos teores médios de cinzas, com excegao
do leite P1, da raca Florida, cujo teor foi significativamente inferior ao observado
no P9 (Tabela 12). Este comportamento podera estar relacionado com algumas
diferencas em termos da composicdo mineral das farinhas utilizadas na
alimentacao dos animais, dado que a variabilidade do teor de cinzas ao longo do
tempo é pequena, conforme se pode confirmar na Tabela 12. No entanto, ndo
foi possivel confirmar esta hipdtese, dado ndo se conhecer a composicao das

farinhas associadas as amostras P9 e P10.
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Lactose

Apesar das concentragdes de lactose nos leites de ovelha serem, em média
superiores as obtidas para os leites de cabra, tal diferenca nao foi significativa
para p> 0.05, entre as duas espécies. Este resultado podera, no entanto, ser
devido ao facto das concentragdes de lactose terem sido obtidas por calculo, no
qual ndo se considerou o teor de azoto nao proteico, o qual no leite de cabra
principalmente pode ser relevante, o que teria originado menores valores das
concentragdes de lactose no leite desta espécie. Entre as varias racas de cada
espécie nao foram observadas diferengas significativas (Tabela 12). Ao longo do
tempo registou-se alguma variabilidade no teor de lactose de cada um dos leites,
conforme o demonstram os valores dos desvios-padrao relativos, alguns deles
superiores a 10%, facto este que pode estar relacionado com as diferentes
alimentag¢des dos animais ou fases de lactagédo, dado que, em geral, o teor de
lactose tende a diminuir no final da lactagdo, conforme o descrito por alguns
autores (Isidro-Requejo, et al., 2019; Koch, 2014).

Os valores que constam na Tabela 1, indicados por Park, et al. (2007) e
Balthazar, et al. (2017), sao ligeiramente inferiores aos teores médios obtidos
neste trabalho, quer nos leites de cabra ou de ovelha, sendo que os valores
apresentados por Isidro-Requejo, et al. (2019) sdo semelhantes aos valores
obtidos.
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3.3. Caracterizagao Mineral

Na Tabela 13 & apresentada a caracterizagdo mineral das varias amostras,
nomeadamente as concentracdes médias obtidas, com desvios padrao relativos,
para cada amostra/mineral analisado. De igual modo s&o apresentados os
resultados obtidos do tratamento estatistico, usando-se as mesmas notagcdes

dos parametros indicados nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 13 — Parametros minerais médios e resultados da variancia das amostras de leite de

ovelha e cabra de varios produtores

14
S (@]
% 5\ 5 Na K Ca Mg Cloretos P
g é 8 mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
&
P1 41,81 117,53 63,51 12,16 243,95 133,66
§ (21,02)? (24,20)? (5,20)2 (14,10)? (15,60)? (18,90)?
S
i P3 39,77 131,15 66,26 12,52 228,26 165,50
(27,10)2 (22,80)2 (11,50)? (13,00)2 (9,50)2P (19,70)2°
jo P2 43,58 147,78 65,02 12,40 229,63 149,66
§ (23,96)2 (32,03)2 (9,92)2 (8,70)2 (14,85)2° (23,25)2°
()]
< % P8 44,73 122,80 66,80 12,17 231,47 123,32
% = (14,70)? (29,80)? (13,40)? (13,80)? (12,70)2° (21,40)
<
© S pg 41,16 151,74 62,08 12,68 231,85 160,61
= (15,90)? (26,60)? (8,10)2 (13,90)? (12,30)2° (27,70)2®
[}
g P9 40,23 153,77 66,87 12,02 232,16 133,39
(2 (22,50)2 (33,60)2 (12,10)? (10,10)2 (13,80)2° (32,20)?
2
§ P7 50,67 131,57 68,07 13,87 224 44 169,92
§ (17,10)? (36,50)? (12,80)? (16,90)2¢ (11,70)2° (23,30)2,°
(O)
o P4 51,60 112,50 85,77 16,33 200,17 205,70
S (39,20)2 (29,10)2 (11,40)° (16,60)P° (10,30)2P (30,50)°
< ©
E § P5 55,20 105,70 92,15 17,03 206,34 180,15
§ (29,00)? (28,80)? (20,30)° (18,70)° (14,10)2° (36,10)2®
(@]
o P10 45,52 117,69 89,19 16,02 191,39 154,48
g (33,90)2 (33,80)? (16,00)° (11,20)b¢ (9,90)° (19,00)3,°

Nota: a,b,c... Médias na mesma coluna com indices diferentes tém diferencas significativas
P<0,05, n=8 — Teste TukeyHSD
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Saédio

Nao foram observadas diferengas significativas nos teores médios de sodio,
obtidos para as duas espécies, ou entre as ragas de cada espécie, para p <0.05,
ocorrendo, no entanto, uma grande variabilidade ao longo do tempo, com
desvios padréo relativos muito elevados (Tabela 13) e conforme se pode

observar nas Figuras 15 e 16.
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Figura 17 — Variagdo da Sédio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada uma
das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8, raca

Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 18 — Variagao da Sodio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 3 exploragbes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga Lacaune e

P10, raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Esta variabilidade é possivelmente devida aos animais se encontrarem em
diferentes estados de lactagao, sendo em geral, os teores de sddio superiores

no fim da lactagédo (Kedzierska-Matysek, et al., 2015).

Em comparagdo com os valores indicados na literatura verifica-se que (i) os
teores de sodio indicados por Balthazar, et al. (2017) e Park, et al. (2007) sao
inferiores aos valores obtidos nas amostras de leite P1, P2, P4, P5, P7 e P8 (ii).
Todavia, os teores de sodio indicados em Balthazar, ef al. (2017), Chia, et al.
(2018) e Park, et al. (2007) sao idénticos aos valores obtidos nas amostras P3,
P6, P9 e P10, deste trabalho.

Os teores médios de sodio indicados por Maurer & Schaeren (2007) para a raga
Lacaune sao inferiores aos valores obtidos neste trabalho para ovelhas da
mesma raga (P4 e P5), o que pode estar relacionado com os fatores de
variabilidade ja referidos, como estado de lactacao, estado de saude do animal,

estacdo do ano (Park, et al., 2007).
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Potassio

Nao foram observadas diferengas significativas nos teores médios de potassio
entre as duas espécies ou entre as racas de cada espécie, para p <0.05 (Tabela
13), embora os teores de potassio nos leites de cabra sejam superiores aos
obtidos nos leites de ovelha, o que esta de acordo com o descrito por Raynal-
Ljutovac, et al. (2008). Contudo, tal como acontece com o sédio, existe uma
grande variabilidade ao longo do tempo, com valores elevados dos desvios-

padrao relativos (Tabela 13) e Figuras 17 e 18.
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Figura 19 — Variagao da Potassio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 7 exploragbes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8,

raca Malaguenha, P6 e P9, ragca Serpentina e P7 ragca Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 20 — Variagdo do Potassio (mg/100g) nas amostragens de leite
proveniente de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e

P5, relativos a raga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Dado que alguns autores observaram variagdes substanciais dos teores dos
macrominerais (Na, K, Ca, P, Cl, Mg, citrato) em leites de cabra nas primeiras 7
semanas de lactacado (Haenlein, 2004; Kedzierska-Matysek, et al., 2015), este
pode ter sido um dos fatores que influenciou a variabilidade observada, dado que
o periodo de amostragem (Margo a Junho) incluiu as primeiras semanas de

lactacao.

Em comparag&o com os valores médios indicados por Balthazar, et al. (2017) e
Park, et al. (2007), obtiveram-se neste trabalho concentracbes médias de
potassio inferiores, dado que aqueles autores indicam teores de cerca de 180
mg/100g de potassio para os leites de cabra e 136mg/100g, para os leites de
ovelha. Para as ovelhas da raga Lacaune (P4 e PS5), os teores médios de
potassio obtidos foram inferiores aos referidos por Maurer & Schaeren (2007) e
Panayotov, et al. (2018), para a mesma raga de ovelhas, o que pode ser devido

a diferentes fatores, como estado de lactagao, individuo.
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Calcio

Os teores de calcio dos leites de ovelha foram significativamente superiores aos
obtidos nos leites de cabra para p < 0.05 (Tabela 13), corroborando o que esta
descrito na literatura para o leite destas espécies (Chia, et al., 2018; Kondyli, et
al., 2007; Balthazar, et al., 2017; Raynal-Ljutovac, et al., 2008; Park, et al., 2007,
Haelein, 1996). No entanto existe alguma discrepancia entre os resultados
apresentados pelos varios autores, sendo alguns muito mais elevados do que os
obtidos neste estudo (Park, et al., 2007), enquanto outros sdo muito proximos
(Kondyli, et al., 2007), provavelmente devido ao facto de terem sido obtidos com
diferentes racas, estados de lactacdo, alimentacdes. Entre as ragas de cada

espécie utilizadas, ndo foram observadas diferengas significativas (Tabela 13).

Existe alguma variabilidade ao longo do tempo, de acordo com os valores do
desvio padrao relativo (Tabela 13) (Figuras 19 e 20), a qual podera ser causada
por algumas alteracbes na alimentacdo, como no caso em que 0s animais,
devido a condi¢cbes meteoroldgicas mais drasticas, como temperaturas elevadas
gue conduziram a escassez de pasto, possam ter sido alimentados apenas com
farinhas, dado que todas estas contém calcio (Apéndice Il, Tabela 16).
Calcio
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Figura 21 — Variagdo do Calcio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada uma
das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8, raga
Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 22 - Variagao do Calcio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente
de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos

araga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
Magnésio

Os teores médios de magnésio determinados nos leites de ovelha, a semelhanga
do que acontece com o calcio, sao significativamente superiores aos obtidos nos
leites de cabra (Tabela 13). Entre as ragas de cada espécie, os teores de
magnésio nao sao significativamente diferentes. No entanto, na amostra P7, leite
de cabra da raca Granadina, o teor médio de magnésio nao é significativamente
inferior ao verificado no leite P4, de ovelha, da raca Lacaune. Salienta-se o facto
da amostra P5, correspondente a leite da raga Lacaune apresentar o teor mais
elevado de magnésio, talvez porque a farinha utilizada na sua alimentacéo
contém magnésio (0.3%) (Apéndice Il, Tabela 16). Novamente, observa-se
variabilidade ao longo do tempo (Figuras 21 e 22) talvez também devido a
diferentes estados de lactagdo, dado que os teores de magnésio tendem a
aumentar ao longo da lactagdo, ou a outros dos fatores ja indicados

anteriormente (Bencini & Pulina, 1997).
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Figura 23 — Variagao do Magnésio (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8,
raga Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 24 — Variagao do Magnésio (mg/100g) nas amostragens de leite
proveniente de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e

P5, relativos a raca Lacaune e P10, ragca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Os teores médios de magnésio determinados neste trabalho estdo proximos dos

descritos por outros autores (Balthazar, et al., 2017; Park, et al., 2007).
Cloretos

Os teores médios de cloretos ndo se distinguem, nem entre as duas espécies
em estudo, nem entre as ragas de cada uma delas. Apenas se verificou uma
concentragéo de cloretos significativamente inferior no leite de ovelha P10 em

relacéo ao leite de cabra P1.

Ao longo do tempo, existe alguma variabilidade do teor de cloretos, com desvios-
padréo relativos superiores a 10%, na maior parte dos leites analisados (Figuras
23 e 24), também muito provavelmente devido ao facto da concentracéo de
cloretos aumentar ao longo da lactagao, atingindo valores mais elevados no fim
da lactagédo, conforme o descrito por varios autores (Bencini & Pulina, 1997;
Haenlein, 2001; Haenlein, 2004).
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Figura 25 — Variacao dos Cloretos (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8,

raga Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 26 — Variagao dos Cloretos (mg/100g) nas amostragens de leite

proveniente de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e
P5, relativos a raga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
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O valor médio indicado por Park, et al. (2007) é de 150mg/100g, pelo que os
valores obtidos em todas as amostras de leite deste trabalho, sdo todos
superiores. Porém, os teores médios de sodio obtidos neste trabalho estdo de
acordo com os indicados na literatura por Dias, et al. (1994), uma vez que este

autor obteve teores de cloretos para o leite de cabra entre 151-295 mg/100g.
Fésforo

Nao foram determinadas diferengas significativas quanto ao teor médio de
fésforo entre os leites de ovelha e cabra, e entre os leites de cada espécie, com
as seguintes excegdes: os leites P1 de cabra, da raga Florida, P8 de cabra, da
raca Malaguenha, e o leite P9, de cabra, da ragca Serpentina, apresentaram
teores de fosforo significativamente inferiores aos apresentados pelo leite P4, de

ovelha, da raca Lacaune (Tabela 13).

Relativamente aos teores médios de fosforo, Park, et al. (2007), indicam 121
mg/100g, para leite de cabra e 158 mg/100g, para leite de ovelha, enquanto os

teores médios de fosforo obtidos nas amostras deste trabalho foram superiores.

Ha, no entanto, uma grande variabilidade em termos deste parametro, ao longo
do tempo, a qual podera estar relacionada com o facto dos animais se
encontrarem em estados de lactacao diferentes, atendendo a que, de acordo
com os produtores que forneceram os leites, as alimentagcdes se mantiveram
idénticas durante o periodo em estudo. Essa variabilidade pode ser observada

nas Figuras 25 e 26.
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Figura 27 — Variagao do Fosforo (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de cada uma
das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8, raca

Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)
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Figura 28 — Variagao do Fésforo (mg/100g) nas amostragens de leite proveniente de
cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga

Lacaune e P10, raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)
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3.4. Caracterizagao Microbiolégica
3.4.1. Qualidade microbioldgica indireta

A qualidade (frescura) do leite foi avaliada através do método de reducéo de
indicadores, pela prova do azul de metileno. Os resultados médios obtidos
(tempo de descoloragdo em horas), para as amostras de leite estudadas nas oito

semanas (S1 a S8) e para cada um dos produtores (P1 a P10), sdo apresentadas

na Figura 27.
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Figura 29 — Avaliagdo da qualidade (frescura) do leite de cada produtor (P1 e P3, relativos a
raca Florida, P2 e P8, raca Malaguenha, P6 e P9, raca Serpentina e P7 raca Granadina, P4 e
P5, raca Lacaune e P10, raca Assaf), a chegada, ao longo das oito semanas de amostragem

(S1 a S8), através dos resultados da prova do azul de metileno

Tendo em conta os resultados obtidos através da prova do azul de metileno
(Figura 27), a maioria das amostragens semanais revelaram leites de boa
qualidade (82,7%), entre estes, 49,3% de qualidade Boa e 33,3% de qualidade
Muito Boa. Ainda com a qualidade aceitavel, classificada como Média,
encontraram-se 12,0% das amostragens. Apenas 5,3% apresentaram uma

qualidade Ma.

Os leites de ovelha (P4, P5 e P10) revelaram uma qualidade microbiolégica

superior aos de cabra, com resultados em todas as semanas entre o Bom e o
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Muito Bom. Destaca-se o leite P10, de ovelhas da raga Assaf, em que os
resultados desta prova permitiram classificar todas as amostras semanais com
Muito Bom (Figura 27). Os leites deste produtor foram também os que, em
média, apresentaram as contagens de mesdfilos totais mais baixas, da ordem
dos 4,7 log ufc/ml (Tabela 14). O leite de ovelha é frequentemente utilizado para
o fabrico de queijo tradicional de ovelha elaborado com leite cru, incluindo o
queijo Serpa DOP, pelo que o leite tem de respeitar parameros de qualidade
mais exigentes para ser comercializado, que os produtores se esforgcam por

cumprir.

Os leites de cabra, na sua maioria, apresentaram uma qualidade inferior aos de
ovelha e uma grande variagdo da mesma ao longo das oito semanas, em cada
produtor (Figura 27). Apenas as amostragens de P9, de cabras de raga
Serpentina, revelaram qualidade comparavel a do melhor leite de ovelha, com a
maioria das amostras classificadas com Muito Bom. Tal como no caso do leite
de ovelha, este foi um dos produtores com contagens de Mesdfilos Totais baixa
(Tabela 14). Seguem-se as amostragens com origem em P8, de cabras de raga
Malaguenha, com a maioria das amostras com a classificagdo de Bom. Nos
restantes produtores (P1, P2, P3, P6 e P7), inclusivamente com origem em
rebanhos de raga Serpentina (P6), e contrastando com P9, houve sempre pelo

menos duas amostragens semanais com qualidade Média e/ou Ma.

P2 destaca-se pela negativa com duas amostragens em que a qualidade foi Ma
(S1 e S4), produtor em que a contagem de Mesdfilos Totais foi, em média, a
mais elevada (Tabela 14). P6 e P7 também apresentaram uma semana (S3) em
que a amostragem revelou ma qualidade de acordo com os resultados deste
teste. Estes dois produtores apresentaram uma média na contagem de Mesdfilos
Totais de uma ordem de grandeza semelhante a P2 (5,9 log ufc/ml) (Tabela 14).
Paralelamente, estes trés produtores (P2, P6 e P7), sdo os que apresentam
também, contagens médias de E. coli mais elevadas (2,0 a 2,5 log ufc/ml)
(Tabela 14).

Se se comparar o resultado semanal no teste do azul de metileno com os valores
obtidos nas mesmas semanas para a contagem de Mesofilos Totais (Figura 27),

observa-se que nem sempre uma qualidade Ma corresponde a uma contagem
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elevada deste grupo microbiano. No entanto, os resultados semanais daquelas
amostras relativamente a Enterobactérias e E. coli, sdo elevados em relacado aos

das amostras de qualidade mais elevada pela prova do azul de metileno.

Efetivamente, a redu¢cdo do azul de metileno nem sempre esta associada a
contagens totais de microrganismos (mesdfilos totais) elevadas, ja que depende
muito do metabolismo dos microrganismos presentes (Hastings, et al.,1922;
Thornton & Hastings, 1930). A presenca de coliformes, especialmente E. coli
esta relacionada com taxas de reducéo do azul de metileno mais elevadas que,
por exemplo, a associada a presenca de bactérias laticas ou psicrotroficos
(Frasier, 2008), o que pode explicar os resultados obtidos no que respeita a
relagdo inversa entre redugdo do azul de metileno e contagem de Mesdfilos
Totais observada nalgumas amostras semanais, e a relagdo direta com

contagens elevadas de E. coli nas mesmas condigoes.

Os resultados obtidos com esta avaliagao parecem evidenciar um melhor e mais
constante padrao de qualidade no caso do leite de ovelha, destacando-se a raca
Assaf pela qualidade constante. O leite de cabra apresenta, no geral, uma
qualidade mais baixa e variavel ao longo do tempo. No entanto, observaram-se
leites de cabra de qualidade comparavel aos de ovelha. Os resultados obtidos
nao parecem evidenciar diferengas ébvias entre o leite de diferentes, ja que ha
classificagdes de qualidade diferentes, mesmo entre leites provenientes de

animais da mesma espécie.

3.4.2. Qualidade microbiolégica com base nos critérios

microbiolégicos aplicaveis

O Regulamento (CE) N°1662/2006 estabelece os critérios microbioldgicos
aplicaveis ao leite cru de diferentes espécies de acordo com a sua utilizacéo
(Tabela 5). O grupo indicador utilizado € o da contagem em placa dos

microrganismos totais a 30°C, ou seja, a contagem de Mesdfilos Totais.

Aquele regulamento estabelece que para avaliar a qualidade microbiolégica do
leite cru proveniente de cada exploragcdo se deve calcular a média geométrica,
referente a contagem total de mesdfilos, constatada ao longo de um periodo de

dois meses, com, pelo menos, duas colheitas mensais. Estabelece-se neste
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documento que, para leite cru de espécies diferentes da vaca que se destine ao
fabrico de produtos com leite cru, portanto mais exigente em termos de
qualidade, esta contagem deve ser inferior ou igual a 5,0X10%ufc/ml, ou seja,
inferior ou igual a 5,70 log ufc/ml. J& se o leite se destina a outro tipo de
transformacao que nao para produtos com leite cru, o limite sera menos exigente
e apenas se exige que aquela contagem seja inferior ou igual a 1,5X108 ufc/ml

ou 6,18 log ufc/ml.

Com os resultados obtidos na contagem total de mesdfilos foi possivel calcular
a média geométrica obtida a partir dos resultados de quatro amostras em cada

um de dois bimestres. Os resultados sao apresentados na Figura 28.
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Figura 30 — Mesofilos Totais (média geométrica) (log ufc/ml) do leite proveniente de cada uma
das dez exploragdes intervenientes no estudo ( P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8, raga
Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina, P4 e P5, raga Lacaune e P10,
raga Assaf), obtida em dois bimestres consecutivos (duas colheitas mensais/quatro em cada
bimestre de acordo com o Regulamento CE) N°1662/2006)

Considerando o critério de 6,18 log ufc/ml, aplicavel ao leite cru de cabra e ovelha
que se destina a produtos elaborados com leite tratado termicamente, podemos
constatar que todos os leites de ovelha (P4, P5 e P10) e a maioria dos leites de
cabra (P1, P3, P6, P8 e P9), o cumprem nos dois bimestres. Ja os leites de cabra

de P2 e P7, de raca Malaguenha e Granadina respetivamente, ndo cumprem

78



este critério no 1° bimestre. Os leites destes dois produtores estavam ja entre os

que demonstraram pior qualidade pela prova do azul de metileno.

O cumprimento do critério de 5,70 log ufc/ml, para leites crus que se destinam
ao fabrico de produtos com leite cru, € mais exigente, e apenas o leite
proveniente de metade das exploracdes, duas de ovelha (P5 e P10) num total
de trés produtores, e trés de cabra (P1, P8 e P9) num total de sete produtores,
o cumprem nos dois bimestres. Nos restantes casos o critério é ultrapassado no
primeiro (P2, P6 e P7 — todos de cabra), ou no segundo bimestre (P3 — cabra e
P4 — ovelha), avaliados. Com excec¢ado do leite proveniente de P4, todos os
outros em incumprimento ja tinham revelado uma baixa qualidade pela prova do

azul de metileno.

Os resultados sao comparaveis ao do teste anterior, com o leite de ovelha a
destacar-se pelos melhores e mais constantes resultados. Também neste caso
os resultados obtidos, ndo parecem evidenciar diferengas entre ragas, ja que
mesmo em leites provenientes de animais da mesma raca, ha diferencas no que

respeita ao cumprimento dos critérios estabelecidos.

No caso das exploragbes em que se regista incumprimento relativamente ao
critério microbiologico estabelecido ha que rever todos os processos que possam
por em causa a higiene na exploragao de produgao de leite, quer ao nivel das
instalagbes e equipamento, quer na higiene durante a ordenha, a recolha e o
transporte do leite, quer no que respeita a higiene do pessoal (Regulamento (CE)
N° 1662/2006).

3.4.3 Caraterizagao microbiolégica quantitativa

Na caracterizagao microbiologica de leite de cabra e de ovelha provenientes de
diferentes produtores (amostras P1 a P10) ao longo de diferentes semanas (S1
a S8), caracterizados ao longo deste trabalho, salienta-se a auséncia de Listeria
monocytogenes e de Salmonella spp. em 25ml de todas as amostras estudadas.
A mesma condicao foi observada em leite de ovelha cru da mesma regiao (Serol,
2017) e no leite de cabra (Foschino, et al., 2002; Tan, et al., 2020).
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Na Tabela 14 podemos observar os valores médios, expressos em log ufc/ml e
analise de variancia referentes as caracteristicas microbioldgicas das amostras
de leite em estudo, nomeadamente para as contagens de mesdfilos totais, de
enterobactérias, de E. coli, estafilococos totais e de coagulase positiva, fungos e

bactérias lacticas totais.

Na amostra estudada, os resultados meédios obtidos (Tabela 14) indicam o
dominio de uma populagéo de bacteérias lacticas, em todas as amostras de leite
de cabra e na maioria dos leites de ovelha com um valor médio de 4,695 log
ufc/ml, um valor maximo de 5,203 log ufc/ml e um valor minimo de 3,039 log
ufc/ml, dos quais € excecdo a amostra de leite da raga Assaf, na qual
predominam os estafilococos totais (4,072 log ufc/ml). Em termos quantitativos
segue-se, na maioria das amostras, o grupo dos estafilococos totais um valor
maximo de 4,404 log ufc/ml e um valor minimo de 3,101 log ufc/ml, e depois
enterobactérias com um valor médio de 3,387 log ufc/ml, um valor maximo de
3,958 log ufc/ml e um valor minimo de 1,977 log ufc/ml, que apenas numa

minoria de produtores sao inferiores aos fungos, mas com valores proximos.

Relativamente a contagem de fungos deve salientar-se a auséncia de bolores,
na quantidade de amostra em estudo, em todos os produtores, tendo-se apenas
quantificado leveduras. No que diz respeito a leveduras verificou-se que
variaram entre valores médios de 3,235 log ufc/ml, um valor maximo de 4,082
log ufc/ml e um valor minimo de 2,194 log ufc/ml. Estes numeros sao
comparaveis aos apresentados em Montel, et al. (2014) (2 a 4 log ufc/mL). Entre
os restantes grupos € inconstante a presenca de E. coli e Estafilococos
coagulase positiva, nao se verificando em todas as amostras. Os valores médios
destes variaram entre 0,278 log ufc/ml e 2.547 log ufc/ml, e entre <1 log ufc/ml e
até 2,364 log ufc/ml, respetivamente. Sendo que os valores médios da E. coli
foram de 1,381 log ufc/ml e os valores médios de Estafilococos coagulase

positiva de 1,247 log ufc/ml.

Observam-se diferengas significativas pontuais, quer entre leites de cabra e de
ovelha quer entre ragas da mesma espécie, o que € consistente com a grande
variabilidade ao longo do tempo, com valores de desvios-padrao relativos

elevados, superiores a 10% para alguns paréametros. De seguida serdo
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apresentados (Tabela 14) e interpretados os resultados relativos a cada

parametro.
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Tabela 14 — Valores médios e resultados da varidncia das amostras de leite de ovelha e cabra de varios produtores em log ufc/g

ORIGEM

RAGA

Florida

Malaguenha
CABRA

Serpentina

Granadinas

Lacaune

OVELHA

Assaf

PRODUTOR

P3

P2

P8

P6

P9

P7

P4

P5

P10

Mesofilos Totais
(log ufc/g)

5,338 (16,94)*
5,842 (8,08)2b°
5,975 (9,79)7°
5,349 (9,11)2b°

5,908 (17,67)2°

5,162
(16,25)b

5,968 (17,49)2°

5,671 (6,56)>b°

5,678
(15,91)2be

4,675 (6,02)°

Enterobactérias
(log ufc/g)

1,977 (51,68)°
3,767 (10,63)°
3,732 (8,18)°
3,741 (7,27
3,958 (22,11)P

3,305 (10,01)°°
3,755 (4,85)b°

3,679 (12,90)P°

3,227 (13,08)P°

2,725 (24,21)2°

E. coli
ufc/g)

(log

0,278 (110,11)?
1,470 (71,63)
1,973 (40,48)9

0,909 (90,81)2

2,446
(20,88)>cde

0,404 (106,82)7

2,547
(20,01)oede

1,357 (71,11)2¢
1,303 (55,74)>¢

1,120 (57,46)°

Bactérias Laticas
Totais (log ufc/g)

4,936 (27,19)
5,180 (7,42)
4,790 (9,59)°
5,004 (11,69)?
4,913 (9,93)°
3,985 (16,40)°
5,016 (12,83)
5,203 (4,67)°
4,884 (10,01)

3,039 (18,47)

Fungos (log ufc/g)

2,770 (29,02)¢
3,743 (12,50)2°
3,689 (19,22)2°
2,84 (4,54)°4
3,225 (22,45)?
2,568 (12,17)¢
3,567 (20,80)?
4,082 (6,50)>°
3,671 (12,26)2°

2,194 (24,25)°

Estafilococos
Totais (log ufc/g)

3,101 (19,96)
3,626 (12,66)2°
3,566 (12,09)2°
4,158 (10,25)2"
3,624 (11,68)2°
3,835 (6,70)20
3,687 (9,91)2
4,404 (11,95)°
4,285 (11,14)p¢

4,072 (3,69)

Nota: a,b,c... Médias na mesma coluna com indices diferentes tém diferengas significativas P<0,05, n=8 — Teste TukeyHSD

Estafilococos
coagulase
positiva (log ufc/g)

0,790 (159,68)?

1,997 (79,56)*b

2,346
(49,16)0°
0,697
(165,61)*>

1,596 (80,25)*b
0,341(244,95)2b
1,984 (58,27)*b

2,364 (66,89)P°

0,763
(158,12)*b

0,385 (244,95)°
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Mesofilos totais

A contagem de Mesdfilos Totais variou em termos médios, entre 5,162 e 5,975
log ufc/ml, raga Serpentina (P9) e Malaguenha (P2), respetivamente (Tabela 14).
O leite de cabra que apresentou o valor maximo de 7,757 log ufc/ml foi o P6 S3,
e o valor minimo foi observado no P9 S7 (4,301 log ufc/ml), leites de cabra
Granadina e Serpentina, respetivamente (Figura 29). Os valores encontrados na
bibliografia (Alonso-Calleja, et al., 2002; Coelho et al., 2018; Dalzini, et al., 2014;
Tan, et al., 2020) (2,72 — 7,66 log ufc/ml) estdo de acordo com os resultados

obtidos neste trabalho.

Contagem Total

5,000 i T i i i
3,000
2,000
1,000
0,000
P1 P3 P2 P8 PG P9 P7

Produtores

log ufc/ml
S
o
=

mS5] 52 WS3 WS4 EmS5 ES6 mS57 mS8

Figura 31 — Contagem de Mesdfilos totais (log ufc/ml) nas amostragens de leite provenientes
de cada uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida,
P2 e P8, raga Malaguenha, P6 e P9, raca Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo

(S1aS8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 4,675
e 5,678 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 6,392 log ufc/ml, obtido em leites do
P4 S8, e o minimo de 4,327 log ufc/ml no P10 S7 (Figura 30).
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Figura 32 — Contagem de Mesdfilos totais (log ufc/ml) nas amostragens de leite
provenientes de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e

P5, relativos a raga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Os valores médios obtidos nesta contagem para o leite de Lacaune (Tabela 14)
estdo dentro do intervalo indicado em Pisano, et al. (2006) (5.72 log ufc/ml) e
Sanjuan, et al. (2003) (5,52 — 7,21 log ufc/ml), mas abaixo dos valores referidos
por Tonamo, et al. (2020), para leite desta raca. Ja o leite de Assaf, que
apresentou contagens mais baixas (Tabela 14, Figura 30), esta de acordo com

os valores indicados por D" Amico & Donnelly (2010).

Nao foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de
Mesdfilos Totais entre a maioria dos leites de ovelha e cabra, e entre os leites de
espécies diferentes, com excegao para o leite P10, de ovelha da raga Assaf,
significativamente diferente do leite de cabra P2 e PG, da raca Malaguenha e
Serpentina, respetivamente (Tabela 14). Existe variabilidade ao longo do tempo,
que em alguns casos resulta em desvios padrao relativos superiores a 10%
(Tabela 14).
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Enterobactérias

A contagem de Enterobactérias variou em termos médios, entre 1,977 e 3,958
log ufc/ml, raca Florida (P1) e Serpentina (P6), respetivamente (Tabela 14). O
leite de cabra que apresentou o valor maximo de 5,330 log ufc/ml foi o P7 S3, e
o valor minimo foi observado no P1 S1 (<1 log ufc/ml), leites de cabra Granadina
e Florida, respetivamente (Figura 31). Os valores encontrados na bibliografia
(Alonso-Calleja, et al., 2002; Dalzini, et al., 2014; Mladenovi¢, et al., 2021) (2,86
— 5,20 log ufc/ml) estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho, com

excegao P1 (raca Florida) que se encontra abaixo dos valores indicados.

Enterobactérias
5,000
4,500
4,000

T - -
3,500 B - 5 §
3,000 T

2,500 i

2,000 -

1,500 —

1,000
0,500
o000 W

P1 P3 P2 PS PG P9 P7

Produtores

log ufc/ml

ES51 W52 mS53 m54 mS5 mS56 mS57 mS8

Figura 33 — Contagem de Enterobactérias (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de
cada uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2
e P8, raca Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1
a S8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 2,725
e 3,679 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 4,330 log ufc/ml, obtido em leites do
P4 S3, e o minimo de 1,423 log ufc/ml no P10 S6 (Figura 32). Os valores

encontrados na bibliografia (Junior, et al., 2015; Pisano, et al., 2006; Tonamo, et
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al., 2020) (2,2 — 5,49 log ufc/ml) estdo de acima dos resultados obtidos neste

trabalho.
Enterobactérias
5,000
4,500 _
4,000
— 3,500 = —
% 3,000 - —
£ 2,500 T
i | | ‘ | | |
= 1,500
0,500
0,000
P4 PS5 P10
Produtores

HS1 mS52 mS3 w54 mS5 mS6 mS7 mS8

Figura 34 — Contagem de Enterobactérias (log ufc/ml) nas amostragens de leite
provenientes de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5,

relativos a raga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Nado foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de
Enterobactérias entre a maioria dos leites de ovelha e cabra de diferentes racgas,
e entre os leites de espécies diferentes, com excecgao para o leite P1, de cabra
da raga Florida, significativamente diferente do leite da mesma raga (P3) e
restantes ragas, com excegao do leite de Assaf (Tabela 14). Existe variabilidade
ao longo do tempo, que em alguns casos resulta em desvios padrao relativos

superiores a 10% (Tabela 14).
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E. coli

A contagem de E. coli variou em termos médios, entre 0,278 e 2,547 log ufc/ml,
raca Florida (P1) e Granadinas (P7), respetivamente (Tabela 14). O leite de
cabra que apresentou o valor maximo de 3,962 log ufc/ml foi o P7 S3, raga
Granadina, e o valor minimo foi observado em varios produtores (P1, P2, P6, P7;
P8; P9) em varias semanas (0,000 log ufc/ml) (Figura 33). Os valores
encontrados na bibliografia (Silva, et al., 2013; Tan, et al., 2020) (<1 ou até 2,58

log ufc/ml) coincidem com os resultados obtidos neste trabalho.

E. coli
4,000
3,500

-

3,000

T T
T 2,500
"':; -
£ 2,000 T
[=T:]
9 1,500
1,000 =
I I I III I i |
o000 1 1l I- |

P1 P3 P2 P8 P6 P9 P7
Produtores

HS]l mS2 mS3 WS4 mS5 mS6 mS7 WSS

Figura 35 — Contagem da E. coli (log ufc/ml) nas amostragens do leite proveniente de cada
uma das 7 exploragbes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8,

raga Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 ragca Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 1,120
e 1,357 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 2,730 log ufc/ml, obtido em leites do
P4 S7, e o minimo de 0,000 log ufc/ml no Produtor 4 e P5 S3 (Figura 34). Os
valores encontrados na bibliografia (Junior, et al., 2015; Sanjuan, et al., 2003)

(0,14 — 1,8 log ufc/ml) estao dentro dos resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 36 — Contagem da E. coli (log ufc/ml) nas amostragens do leite proveniente de cada
uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga Lacaune e

P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Nao foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de E. coli
entre a maioria dos leites de ovelha e cabra, e entre os leites de espécies
diferentes, com exceg¢dao para o leite P1, de cabra da raca Florida,
significativamente diferente do leite de cabra P6 e P7, da raca Serpentina e
Granadina, respetivamente (Tabela 14). Existe variabilidade ao longo do tempo,
que em alguns casos resulta em desvios padrao relativos superiores a 10%
(Tabela 14).

Bactérias Lacticas Totais

A contagem de Bactérias Lacticas Totais variou em termos médios, entre 3,985
e 5,180 log ufc/ml, raga Serpentina (P9) e Florida (P3), respetivamente (Tabela
14). O leite de cabra que apresentou o valor maximo de 6,342 log ufc/ml foi o P1
S6, e o valor minimo foi observado no P7 S8 (3,007 log ufc/ml), leites de cabra
Florida e Granadina, respetivamente (Figura 35). Os valores encontrados na
bibliografia (Setyawardani, et al., 2020; Silva, et al., 2013) (3,59 — 7,20 log ufc/ml)

estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 37 — Contagem das BLT (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de cada uma
das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a racga Florida, P2 e P8, raca

Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 3,039
e 5,203 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 5,649 log ufc/ml, obtido em leites do
Produtor 4 S3, e o minimo de 1,890 log ufc/ml no P10 S3 (Figura 36). Os valores
encontrados na bibliografia (Pisano, et al., 2006) (5,03 log ufc/ml) estdo proximos

os resultados obtidos neste trabalho.
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Bactérias Lacticas Totais
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Figura 38 — Contagem das BLT (log ufc/ml) nas amostragens de leite
proveniente de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e

P5, relativos a raga Lacaune e P10, raga Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Nao foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de
Bactérias Lacticas Totais entre a maioria dos leites de ovelha e cabra, e entre os
leites de espécies diferentes, com excecao para o leite P9, de cabra da raca
Serpentina, e P10, de ovelha da ragca Assaf, mais baixos e significativamente
diferente dos diferentes leites, incluindo os de ovelha de raca Lacaune (Tabela
14). Existe variabilidade ao longo do tempo, que em alguns casos resulta em

desvios padrao relativos superiores a 10% (Tabela 14).

Fungos

A contagem de Fungos variou em termos médios, entre 2,568 e 3,743 log ufc/ml,
raga Serpentina (P9) e Florida (P3), respetivamente (Tabela 14). O leite de cabra
que apresentou o valor maximo de 4,471 log ufc/ml foi o P2 S6, e o valor minimo
foi observado no P9 S4 (1,255 log ufc/ml), leites de cabra Malaguenha e
Serpentina, respetivamente (Figura 37). Os valores encontrados na bibliografia
(Alonso-Calleja, et al., 2002; Foschino, et al., 2002; Setyawardani, et al., 2020;
Tan, et al., 2020) (1,82 — 6,15 log ufc/ml) estdo de acordo com os resultados

obtidos neste trabalho.
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Figura 39 — Contagem dos Fungos (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de cada
uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2 e P8,

raga Malaguenha, P6 e P9, ragca Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1 a S8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 2,194
e 4,082 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 4,538 log ufc/ml, obtido em leites do
P4 S4, e o minimo de 1,054 log ufc/ml no P10 S8 (Figura 38). Os valores
encontrados na bibliografia (Pisano, et al., 2006) (2,53 log ufc/ml) estdo préximos

dos resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 40 — Contagem dos Fungos (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de
cada uma das 3 explorag¢des produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga

Lacaune e P10, raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de Fungos
entre a os leites de cabra da mesma raga, no caso dos leites de cabra da raca
Malaguenha (P2 e P8) e da raga Serpentina (P6 e P9) e entre o leite da Assaf e
os restantes da mesma espécie, mas de raga diferente (Lacaune), apresentando
aquela raca valores mais baixos (Tabela 14). Existe variabilidade ao longo do
tempo, que em alguns casos resulta em desvios padrao relativos superiores a
10% (Tabela 14).

Estafilococos Totais

A contagem de Estafilococos Totais variou em termos médios, entre 3,101 e
4,158 log ufc/ml, raga Florida (P1) e Malaguenha (P8), respetivamente (Tabela
14). O leite de cabra que apresentou o valor maximo de 4,542 log ufc/ml foi o P3
S3, e o valor minimo foi observado no P3 S8 (2,122 log ufc/ml), leites de cabra

da raga Florida (Figura 39).
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Figura 41 — Contagem de Est. Totais (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de
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cada uma das 7 explorag¢des produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida, P2
e P8, raga Malaguenha, P6 e P9, raga Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo (S1
a S8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 4,072
e 4,158 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 6,119 log ufc/ml, obtido em leites do
Produtor 4 S1, e 0 minimo de 2,495 log ufc/ml no P5 S7 (Figura 40). Os valores
encontrados na bibliografia (Pisano, et al., 2006) (4,18 log ufc/ml) estdo préximos

os resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 42 — Contagem de Est. Totais (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente de
cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga Lacaune

e P10, raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Nado foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de
Estafilococos Totais entre a maioria dos leites de ovelha e cabra, e entre os leites
de espécies diferentes, com excecao para o P10, de ovelha da raca Assaf,
significativamente diferente dos restantes leites, incluindo os de ovelhas de raga
Lacaune (Tabela 14). Existe variabilidade ao longo do tempo, que em alguns

casos resulta em desvios padrao relativos superiores a 10% (Tabela 14).
Estafilococos Coagulase Positiva

A contagem de Estafilococos Coagulase Positiva variou em termos médios, entre
0,000 e 2,346 log ufc/ml, raga Florida (P1) e Malaguenha (P2), respetivamente
(Tabela 14). O leite de cabra que apresentou o valor maximo de 4,513 log ufc/ml
foi o P3 S3 (Figura 41).
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Figura 43 — Contagem de Est. Coagulase + (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente

de cada uma das 7 exploragdes produtoras de leite de cabra (P1 e P3, relativos a raga Florida,

P2 e P8, raca Malaguenha, P6 e P9, raca Serpentina e P7 raga Granadina) ao longo do tempo
(S1aS8)

No caso dos leites ovelha esta contagem apresentou valores médios entre 0,385
e 2,364 log ufc/ml, sendo os valores mais elevados observados nos leites de
Lacaune (Tabela 14). O valor maximo foi de 3,957 log ufc/ml (Figura 42). Os
valores encontrados na bibliografia (Tonamo et al., 2020; Turini, et al., 2022) (2,2
— 5,49 log ufc/ml) estao de acima dos resultados obtidos neste trabalho.
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Figura 44 — Contagem de Est. Coagulase + (log ufc/ml) nas amostragens de leite proveniente
de cada uma das 3 exploragdes produtoras de leite de ovelha (P4 e P5, relativos a raga

Lacaune e P10, raca Assaf) ao longo do tempo (S1 a S8)

Nao foram observadas diferengas significativas quanto ao valor médio de
Estafilococos Coagulase Positiva entre os leites de ovelha e cabra, e entre os
leites de espécies diferentes, com excecao para o leite P1, de cabra da raca
Florida, e P2, de cabra da raga Granadina, e P4, de ovelha da raga Lacaune,
significativamente diferente dos restantes (Tabela 14). Existe variabilidade ao
longo do tempo, que em alguns casos resulta em desvios padrdo relativos

superiores a 10% (Tabela 14).
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Conclusao

No estudo realizado foi possivel verificar que os leites de ovelha se distinguiram
significativamente dos leites de cabra do ponto de vista fisico-quimico, por
apresentarem valores superiores das seguintes caracteristicas médias: teores
de proteina bruta, gordura, cinzas, residuo seco, calcio e magnésio, assim como
indices de refracdo, Grau Brix e densidade relativa. No entanto, o leite da raca
Assaf (P10), de ovelha, distingue-se da raca Lacaune (P4 e P5), pelo facto
possuir um teor médio da proteina bruta, gordura, e residuo seco inferiores e um
teor de cinzas significativamente inferior. O indice crioscopico médio dos leites
de ovelha da raga Lacaune foi inferior ao dos leites de cabra, como seria de
esperar, salientando-se, no entanto, que também o leite da raca Assaf se
distinguiu dos dois leites da raga Lacaune, por apresentar um maior indice

crioscopio, o qual ndo se distinguiu do dos leites de cabra.

Entre as amostras dos leites de cabra das varias ragas distinguiu-se
principalmente o leite da raga Serpentina, P9, o qual apresentou um indice
crioscopio significativamente inferior ao dos leites das restantes ragcas e um teor
de cinzas significativamente superior ao da raga Florida (P1). Além disso, os
teores médios de proteina bruta, gordura, cinzas e residuo seco foram também
superiores aos dos restantes leites de cabra, muito embora essa diferenca nao

tenha sido estatisticamente significativa.

Os parametros indice crioscopico, indice de refracdo, ° Brix, densidade relativa,
pH, proteina bruta e cinzas foram os parametros cujas variagdes foram menores

ao longo do tempo.

A maior variabilidade temporal foi observada na condutividade elétrica, acidez,
teor de gordura e, principalmente nas concentragdes dos varios minerais
analisados (sodio, potassio, calcio, magnésio, cloretos e fosforo). Esta variagéao
pode estar relacionada com fatores ndo considerados neste estudo, como o
estado de lactagao, por exemplo, o qual pode influenciar bastante a composicao

do leite, conforme o descrito ao longo do trabalho.
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No que respeita a caracterizagdo microbiologica, o leite de ovelha destacou-se
por apresentar um padrao de qualidade mais elevado e constante, sobretudo o
leite da raca Assaf, quer pelos resultados da prova do azul de metileno (reducéo
de indicadores), quer pela média geométrica relativa a contagem de mesofilos
totais, calculada de acordo com o estabelecido no Regulamento CE)
N°1662/2006. Apenas as contagens de bactérias laticas totais, de fungos
(leveduras) e de estafilococos totais, do leite de ovelha Assaf, se apresentaram
em meédia significativamente mais baixas que as do leite de ovelha Lacaune,
diferindo assim entre raca de ovelha, mas também relativamente aos leites de
cabra, no geral. Entre o leite das diferentes racas de cabra observaram-se
diferencas significativas na contagem de fungos entre leites de duas ragas,
Malaguenha e Serpentina, e os restantes, incluindo leites da mesma raga de
outros produtores. Na contagem de Enterobactérias, o leite de cabra de raca
Florida de um dos produtores, diferiu significativamente, de todos os outros,
mesmo os de ovelha, com excec¢ao para o da raca Assaf. Em estudos futuros
seria interessante explorar as caracteristicas microbioldgicas diferenciadoras do

leite de ovelha Assaf, utilizando uma amostra mais representativa.

No que diz respeito a alimentagdo, e com base na analise da composi¢ao das
farinhas (proteina bruta, cinza bruta, fibra bruta, gordura bruta e sédio), néo foi
possivel, de um modo geral, estabelecer relagdes entre composicado da farinha
e do leite respetivo, quer do ponto de vista fisico-quimico, quer microbiolégico,
até porque no tratamento estatistico realizado consideraram-se todas as
amostras, pelo que as diferengas significativas observadas entre as médias dos
varios parametros contemplaram todas as ragas e diferentes alimentagdes. Além
disso, nao foi possivel obter-se informacdo em relacdo a composicdo das
farinhas utilizadas na alimentacao das ragas de ovelha (Assaf, P10) e de cabra

(Serpentina, P9), que foram as que mais se distinguiram de todas as outras.

O controlo do estado de lactagao devera ser considerado em estudos futuros
dado que se verificou que, principalmente o teor mineral, foi bastante afetado ao
longo do tempo, sendo que os teores de calcio e magnésio sdo bastante

importantes na produgao de queijo.
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Apéndice | — Questionario aos produtores

Questionario
Produtor
Racga/Espécie
Qual a alimentagéo do animal?
Os animais estao sempre estabulados ou
andam a solta?
Quantas vezes os animais sao
ordenhados?
Como é feita a ordenha? De forma manual
ou mecanica?
Qual a idade média dos animais
ordenhados?
Qual a dimensao do rebanho?
Em que fase de lactagao estava o rebanho
no momento da recolha do leite?
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Apéndice Il — Ragas e Alimentagdes das Ragas em Estudo

4
°

Raca

Florida

Florida
Malaguenha

Malaguenha

Serpentina

Serpentina

~

Ganardina

Lacaune

Lacaune

Assaf

Alimentacao
50% (Zézere Caprinos Granulado)
17.5% PB, 8.5% CB, 4.5% GB, 7.5% FB, 1% Ca, 0,7% Na, 0.6% P
+
50% (Mistura para cabras)
15% PB, 2.9% CB, 3.2% GB, 7.3% FB, 0,03% Na, 0.08% Ca, 0.327%
P
(CEREGAL MIX CABRAS FAR)
17.60% PB, 6.0% CB, 3.80% GB, 10.20% FB, 0,26% Na
(CEREGAL MIX CABRAS FAR)
17.60% PB, 6.0% CB, 3.80% GB, 10.20% FB, 0,26% Na
(MELKUM SUPER AM GRA)
17% PB, 5.90% CB, 4% GB, 5.60% FB, 0,46% Na
(Mistura para cabras)
15.0% PB, 7.3% FB, 3.2% GB, 2.9% CB, 0.08% Ca, 0.327% P, 0,03%
Na

(CUF ORDENHA EXTRA GRA)
18.00% PB, 7.70% FB, 5.0% GB, 7.90% CB, 0,42% Na
(OVILEITE LACTACAO GRA)
20% PB, 9.7% CB, 4.2% GB, 10% FB, 0,49% Na
(NUTRICAMPO)
22.9% PB, 7.9% FB, 3.6% GB, 6.7% CB, 0.8% Ca, 0.6% P, 0.3% Mg,
0,3% Na

Feno

Silagem

Varios tipos de Feno
Aveia

Vicia, Aveia, Cevada, Triticale, Azevém

Palha

Aveia

Azevém, Aveia alta, aveia baixa, cevada branca e
triticale

Durante o dia

Campo
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Anexo | — Produgao de leite Mundial e Nacional

Produg¢ao Mundial

Leite de Cabra (ton) | Leite de Ovelha (ton) | Leite de Vaca (ton)

20629 610 10 618 551 718 038 443
20 066 359 10 617 961 708 264 265
20 453 075 10 364 548 700 216 426
20 136 103 10 485 847 683 209 298
19 421 038 10 205 743 669 710 681

Fonte: FAO (2022)

Producgédo Nacional

Leite de Cabra (ton) | Leite de Ovelha (ton) | Leite de Vaca (ton)

31200 74 310 1993 610
31 540 74 850 1975490
28 050 72 570 1939670
24 917 71 066 1959 423
25626 72 304 1963 084

Fonte: FAO (2022)
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Anexo Il — Fatores que afetam a composicao do leite

Animal %

Fatores Genéticos

Racga e Gendtipo

-
N

\_

Composicao

Proteina, gordura,
sélidos totais

J

t

-

Na sala de ordenha

Técnicas de ordenha

1

Intervalo de ordenha

Decapagem

~

Fatores Fisiolégico{
4
Idade e Parto
Peso N
Cordeiros
Estado de lactagao
. -
Saude

. _/

Células Somaticas

\

\
e

Manejo

il

Nutricao

Microrganismos

Tosquia

f

Epoca da criagdo

Antibidticos

Uso de hormonas e
medicamentos

\

VAN

J

Figura 45 — Fatores que afetam a composigéo do leite de ovelha

Fonte: Adaptado de R. BenciniA e G. PulinaB (1997)

Equipamentos

* Precisdo do equipamento

elimpeza

Qualidade e
Quantidade de Leite
de Cabra

Animal
*Raca

e Periodo de lactagdo

e Estado de Saude
e NUmero de crias

eTamanho de Ubere

Meio Ambiente

eHumidade
eTemperatura

Figura 46 — Fatores que afetam a composigéo do leite de cabra

Fonte: Adaptado de Cyrilla, et al. (2015)
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Anexo |l - Exemplos das Varias Ragas de Cabra e Ovelha em
Estudo
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Anexo IV — Variagao dos principais componentes do leite de
cabra ao longo do estado de lactacao

Fase Inicial Fase Intermédia Fase Final
Gordura (%) 3.43 3.70 T 3.791
Proteina (%) 2.85 312 ¢ 3.14 4
Lactose (%) 4.48 4.33 l 4.511
Residuo Seco (%) 11.46 11.86 T 12.15T
1190.5 1049.8 l 1241.3
346.0 294 .1 l 464.54
121.0 112.5 l 169.4 4
1845.2 1938.8 $ 1769.1 l
CTM a 30°C
2.6*10° 6.5*105

Fonte: Adaptado de Kedzierska-Matysek, et al. (2015); Goetsch, et al. (2011)
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Anexo V — Reagentes Utilizados

Acido boérico a 4%

Acido cloridrico

Acido isoamilico

Acido sulfurico

Acido tricloroacético

Acido vanadomolibdofosférico

Agar Baird Parker (OXOID-CM1127)

Aes Lab Salmonella

Agar Man Rogosa e Sharp (OXOID CM1153)

Agar Oxford (Oxoid CM0856)

Agar Palcam (Oxoid CM0877)

Agar Plate (BioMérieux AEB520090US)

Agar Rambach (Merck 100188)

Agar Rosa Bengala com Cloranfelicol (HIMEDIA — M640)
Agar Triptona-Bilis- Glucorénico (OXOID-CM0945)

Agar verde Brilhante e vermelho de Fenol (Oxoid CM0263)
Agar Xilose Lisina Dexosicolato (Scharlau 01-211-500)
Agua Peptonada Tamponada (Oxoid CM1049)

Api Rapid 20E (BioMérieux — 20 701)

Caldo Fraser Il (Oxoid CM0895)

Caldo Muller Kauffmann Tetrationato Novobiocina-MKTTn (Biokar — BK208)
Caldo Rappaport-Vassiliadis (Oxoid M0866)

Carbonato de magnésio

Cloreto de potassio
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Cloreto de sédio

Fosfato monopotassico

Half Fraser (Oxoid CM0895)

Hidréxido de sodio

Listeria Selective Supplement - Oxford formulation (Oxoid SR0140)
Metavanadato de amonio

Molibdato de amonio

Nitrato de prata

Oxido de lantanio

Plate Count Agar (BioKar Diagnostics BK144HA)
Palcam Selective Supplement (Oxoid SR0150)
Vanadato-molibdato

Solucgao cloreto de lantanio

Solugao de hidroxido de sodio 0,1 N

Solugao fenolftalina

Solucéo indicadora de fenolftaleina (0.5% em 50% alcool)
Solucao Ringer

Solugdes tampao pH =4,00 e pH = 7,00

Tiocianato

Violet Red Bile Glucose Agar (BioKar Diagnostics - BKO11HA)
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Plate Count Agar (BioKar Diagnostics BK144HA)
Violet Red Bile Glucose Agar (BioKar Diagnostics - BKO11HA)

Solugéao de Ringer
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