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RESUMO

O leite € um componente alimentar nutritivo presente na alimentacdo de muitos brasileiros. A
composicdo média de um litro de leite de vaca apresenta como componente mais abundante a
agua (87%). Os solidos totais ou extrato seco total constituem cerca de 13% e englobam todos
os componentes do leite, exceto a &gua, dividindo-se entre lactose, proteinas, lipideos e
minerais. A cadeia produtiva lactea € imprescindivel para o agronegocio, sendo considerada
como uma das principais, do ponto de vista econdmico. Em relagdo ao ponto de vista social, é
uma atividade importante para geracdo de emprego e renda, principalmente para 0s pequenos
produtores rurais. Contudo, problemas associados a baixa seguranca na producdo e
comercializacdo do leite in natura, fazem com que esse alimento seja pré-disposto a
contaminacéo e adulteracdes, interferindo na qualidade e seguranca do mesmo. Desse modo, 0
presente estudo teve como objetivo, avaliar a qualidade dos leites in natura produzidos e
comercializados no municipio de Areia/PB, com base na Instrucdo Normativa 76/2018. As
seis amostras avaliadas foram obtidas em diferentes estabelecimentos, e as analises realizadas
nos laboratérios de Quimica Analitica e Quimica Orgéanica, da Universidade Federal da
Paraiba, no Centro de Ciéncias Agrarias, Campus Il. Os resultados demonstram que para
todas as amostras, pelo menos um parametro estava em desconformidade com a legislacgéo.
Em relacdo a pesquisa de substancias fraudulentas, todas as amostras indicaram resultados
negativos para os testes de identificacdo do amido, sacarose, bicarbonato de sodio, cloro e
hipoclorito, peréxido de hidrogénio e formaldeido. J& na composigdo fisico-quimica, somente
as amostras B e E apresentaram valores satisfatorios para os parametros de densidade a 15°C,
acidez em acido lactico, estabilidade ao alizarol 72% e pH. A composic¢do nutricional foi
muito variada, sendo que apenas as amostras B e D atingiram os teores minimos exigidos para
as anlises de lactose, gordura, EST, ESD e proteinas. Os testes microbioldgicos qualitativos
indicaram falhas no controle higiénico-sanitario durante o processamento dos leites,
possivelmente na hora da ordenha, transporte ou armazenamento em recipientes e/ou
temperaturas inadequadas. O presente trabalho enfatiza a importancia dos estudos no controle
de qualidade em alimentos e ressalta a necessidade de incisivos e fiscalizagdes para garantir a

qualidade e seguranca dos leites in natura comercializados na cidade de Areia/PB.

Palavras-chave: Bromatologia. Controle de Qualidade. Legislagdo. Seguranca Alimentar.



ABSTRACT

Milk is a nutritious food component present in the diet of many Brazilians. The average
composition of a liter of cow's milk has water as its most abundant component (87%). Total
solids or total dry extract make up about 13% and comprise all components of milk, except
water, divided into lactose, proteins, lipids and minerals. The dairy production chain is
essential for agribusiness, being considered one of the main ones, from an economic point of
view. Regarding the social point of view, it is an important activity for generating
employment and income, mainly for small rural producers. However, problems associated
with low safety in the production and commercialization of fresh milk, make this food prone
to contamination and adulteration, interfering with its quality and safety. Thus, the present
study aimed to assess the quality of fresh milk produced and marketed in the municipality of
Areia/PB, based on Normative Instruction 76/2018. The six samples evaluated were obtained
in different establishments, and the analyzes were carried out in the Analytical Chemistry and
Organic Chemistry laboratories, at the Federal University of Paraiba, at the Center for
Agricultural Sciences, Campus Il. The results show that for all samples, at least one parameter
was not in compliance with the legislation. Regarding the search for fraudulent substances, all
samples indicated negative results for the tests to identify starch, sucrose, sodium bicarbonate,
chlorine and hypochlorite, hydrogen peroxide and formaldehyde. In the physical-chemical
composition, only samples B and E showed satisfactory values for density parameters at
15°C, acidity in lactic acid, stability to 72% alizarol and pH. The nutritional composition was
very varied, with only samples B and D reaching the minimum levels required for the analysis
of lactose, fat, EST, ESD and proteins. Qualitative microbiological tests indicated failures in
hygienic-sanitary control during the processing of milks, possibly at the time of milking,
transportation or storage in containers and / or inadequate temperatures. The present work
emphasizes the importance of studies on food quality control and emphasizes the need for
incisors and inspections to guarantee the quality and safety of fresh milk sold in the city of
Areia/PB.

Keywords: Bromatology. Quality control. Legislation. Food Security.
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1 INTRODUCAO

Os produtos lacteos estdo inseridos na alimentacdo em muitos paises do mundo, sendo
consumidos regularmente por diversos grupos de consumidores de diferentes faixas etarias
(ROZENBERG et al., 2016). Nesse contexto, o leite e seus derivados constituem um grupo de
alimentos em destaque por apresentarem elevado teor nutricional, uma vez que, sdo fontes
consideraveis de proteinas de alto valor bioldgico.

O leite constitui-se de um liquido branco, opalescente e homogéneo. A cor branca é
resultante da disperséo da luz refletida pelas particulas de gordura, caseina e fosfato de célcio
(SCHIANO et al., 2017). Os leites sdo classificados conforme os sistemas de producdo que,
de acordo com as exigéncias remetem aos parametros microbiologicos, fisico-quimicos e
organolépticos, que caracterizam a identidade e o tipo de leite (NERO et al., 2017).

De acordo com Tronco (2010), a composicdo média de um litro de leite de vaca
apresenta como componente mais abundante a dgua (87%). Os solidos totais ou extrato seco
total constituem cerca de 13% e englobam todos os componentes do leite, exceto a agua,
dividindo-se entre 4 a 5% de lactose, 3% de proteinas, 3 a 4% de lipideos e aproximadamente
0,9% de minerais. Além disso, o leite possui naturalmente imunoglobulinas, hormdnios,
fatores de crescimento, citocinas, nucleotideos, peptideos, poliaminas, enzimas e outros
peptideos bioativos (PEREIRA, 2014).

Os componentes do leite permanecem em equilibrio, de maneira que a relacdo entre
eles € muito estavel, contribuindo para manutencdo da sua qualidade. Segundo Brito e
colaboradores (2019), o conhecimento dessa estabilidade € a base para testes que sao
realizados com a finalidade de ressaltar a ocorréncia de modificagdes na composicdo e
qualidade do leite.

AlteracBes na composicdo do leite, nos aspectos fisico-quimicos e microbioldgicos,
estdo associadas a uma serie de fatores, como raca, genética e estagio de lactacdo do animal,
manejo de ordenha, nutri¢do, uso de medicac¢des nos animais, condi¢des higiénico-sanitarios e
armazenamento, e a adicdo de substancias fraudulentas (FEI et al., 2015).

As modificagdes no leite ocasionadas por micro-organismos podem ocorrer desde a
sua obtencdo até o seu consumo, em consequéncia da exposi¢do desse alimento a influéncias
de natureza fisico-quimica e ao alto numero de contaminacdes. Como os produtores de leite
estdo inseridos na cadeia de producdo de alimentos, devem certificar-se quanto as boas
praticas, seguranca e qualidade do produto que produzem. Esses cuidados devem assegurar
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que o leite e seus derivados apresentem-se seguros e adequados para 0 uso que se destinam
(FAO, 2013).

Leite fraudado, adulterado ou falsificado € considerado quando ha adicdo de agua,
subtracdo de qualquer um de seus componentes, adicdo de substancias conservadoras ou de
quaisquer elementos estranhos a sua composi¢do (BRASIL, 1997). Em algumas regides do
pais, segundo a Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo — SBAN (2015), os
consumidores adotam a cultura e a preferéncia de ingerir leite in natura e fervé-lo ao invés de
optar pelo leite pasteurizado, devido ao custo mais elevado.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), atraves de
instrugcdes normativas, regulamentam a producéo, o transporte e 0 processamento do leite com
0 objetivo de adotar medidas que visem incentivar a melhoria da sua qualidade. A Instrucao
Normativa n° 68, de 12 de dezembro de 2006, por exemplo, oficializa os métodos analiticos
fisico-quimicos para controle de leite e produtos lacteos (BRASIL, 2006), enquanto a IN
76/2018 aprova os Regulamentos Técnicos que fixam a identidade e as caracteristicas de
qualidade que devem apresentar o leite refrigerado (BRASIL, 2018).

Pensando na melhoria da qualidade do leite comercializado e na prevencao da salude
publica, criou-se o Decreto-lei n°® 923, de 10 de outubro de 1969, que proibe a venda de leite
in natura para consumo direto da populagdo, quando ndo atende as especificacOes de
pasteurizacdo, controle fisico, quimico e microbiolégico, armazenamento e temperatura ideais
(BRASIL, 2020). Entretanto, por motivos socioecondémicos, nos municipios onde a maior
parte da populacdo reside na zona rural, a venda e o consumo de leite in natura ocorrem
frequentemente. Diante do exposto, o objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade dos leites
in natura produzidos e comercializados no municipio de Areia/PB.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar os parametros organolépticos, fisico-quimicos, nutricionais e indicativos de

qualidade dos leites in natura produzidos e comercializados no municipio de Areia/PB.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar as condi¢des de armazenamento e refrigeracdo nos locais de comercializacdo
de leites in natura;

e Avaliar os pardmetros organolépticos do leite;

e Determinar as propriedades de pH, densidade, acidez em &cido latico e estabilidade ao
alizarol 72%j;

e Investigar a qualidade nutricional através do teor de extrato seco total e
desengordurado, teor de gordura, de proteinas e lactose;

e Averiguar a qualidade microbioldgica das amostras de leites, por meio de testes
qualitativos de redutase, lactofermentacédo e da enzima peroxidase;

e Pesquisar a presenca de substéncias fraudulentas, tais como, amido, sacarose, formol,
perdxido de hidrogénio, hipocloritos e bicarbonato de sédio;

e Certificar se os dados obtidos estdo dentro dos valores estabelecidos pelas legislacdes

vigentes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Produtos lacteos de elevado consumo no Brasil

A cadeia produtiva do leite ¢ denominada de produtos lacteos, e a maioria desses
produtos sdo intitulados concentrados, como é o caso do leite em p6 e o queijo (ASSIS et al.,
2016). No Brasil, o nivel de consumo de lacteos ainda é mediano, contudo, ainda é superior
ao de muitos paises vizinhos. No ano de 2017, o brasileiro consumiu 175 equivalente kg de
leite, 0 que corresponde a duas porcdes diarias de leite/pessoa/dia (SIQUEIRA, 2019).

A Organizacdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura estima que,
todos os dias, bilhdes de pessoas consomem leite no mundo, nas suas mais diversas formas. O
leite € um dos produtos mais versateis da agroindustria de alimentos, pois além de ser
consumido na sua forma in natura, também pode ser transformado em diversos tipos de
produtos, que variam desde queijos e manteiga, até alimentos como iogurte, bebida lactea,
leite condensado, leite fermentado e doce de leite (FAO, 2013).

De acordo com a Pesquisa Industrial Anual do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o derivado lacteo que apresentou o maior valor de vendas no setor em

2016 foi o leite UHT, seguido de perto pelos queijos (Figura 1).

Figura 1. Participacdo por categorias de produtos lacteos no valor de vendas em 2016.

. 1,46%
m | eite UHT 2,35% 1.02%
= Queijos 3,25% __ 2,84% f
= _emite em po 4,21%
logurte 5,30%

= |_eite condensado

= | eite resfriado

= Outros

= Bebidas lacteas

= Leite pasteurizado .
Creme de leite

= Manteiga

Leites fermentados
Doce de leite

Fonte: Adaptado de Siqueira, 2019.
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3.2 Importéncia social e econdbmica da cadeia produtiva lactea na regido da Paraiba

A cadeia produtiva lactea vem demonstrando um crescimento constante diante as
atividades do agronegocio, sendo considerada como uma das principais, do ponto de vista
econémico. Em relacdo ao ponto de vista social € uma atividade de grande importancia na
geracdo de emprego e renda, principalmente aos produtores rurais. Contudo, a cadeia
produtiva do leite no Brasil tem sofrido instabilidades frequentes, devido as oscilagbes de
mercado e de politicas econémicas (AZEVEDO, 2015).

De acordo com o Instituto de Economia Agricola (IEA), no ano de 2014 o mercado
mundial de leite enfrentou algumas dificuldades, que influenciaram significativamente 0s
precos dos produtos lacteos. Apesar disso, no mesmo ano, o Brasil apresentou um mercado
firme com crescimento da producdo. Em contrapartida, 0 consumo dos mesmos produtos
diminuiu devido as questBes de ordem econdmica do pais, como desvalorizacdo do dolar
frente ao real e menor crescimento do PIB (Produto Interno Bruto).

A producdo mundial de leite em 2010 foi de 695,7 bilhdes de litros, onde o Brasil
contribuiu com 4,42% ou 30,7 bilhdes de litros (EMBRAPA, 2010). O cenario das
exportacGes em 2014 foi favoravel aos lacteos do pais, aumentando seu faturamento com as
exportacGes em 254,3% e o volume em 118,0%, em comparacao ao ano de 2013, segundo 0s
dados apresentados pelo Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MDIC).

No periodo entre os anos de 2005 a 2013, o Nordeste brasileiro apresentou um forte
crescimento na producdo de leite, especialmente entre 0s anos de 2005 e 2010, em que 0
aumento foi de 25% quando comparado aos anos anteriores. Em relacdo, ao estado da Paraiba
houve um crescimento de 105%, representando 5,4% da regido Nordeste, contudo os indices
técnicos e econémicos dos sistemas de producdo de leite na regido ainda s&o bem inferiores
aos dos estados do Sul e Sudeste do pais (SEBRAE, 2013).

Segundo o censo agropecudario 2017 realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, dos 882 estabelecimentos agropecuarios registrados no municipio de Areia, 112
produziram leite naquele ano, equivalendo a 882.221 litros de leite com o valor da producéo
estimada em R$ 1.313.00,00 (IBGE, 2020).

Um estudo feito pelo Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas —
SEBRAE, sobre a realidade da atividade leiteira no nordeste apontou a necessidade de
programas e agdes que auxiliem o desenvolvimento da producdo de leite, levando em
consideracdo tanto a gestdo do empreendimento como a aplicagdo de tecnologias viaveis e
adaptadas para cada regido (SEBRAE, 2013).
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3.3 Leite in natura e suas caracteristicas

O leite cru refrigerado e o leite pasteurizado recebem apenas as denominacdes
resultantes do seu estado in natura (cru) ou ja beneficiado (pasteurizado). Segundo a IN
76/2018, leite in natura € o leite produzido em propriedades rurais, refrigerado e destinado
aos estabelecimentos de leite e derivados sob servico de inspecdo oficial. J& o leite
pasteurizado é o leite fluido submetido a um dos processos de pasteurizacdo previstos na
legislacdo vigente, envasado automaticamente em circuito fechado e destinado a consumo
humano direto (BRASIL, 2018).

Apos a publicagdo da Instrugdo Normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011 passou-
se a considerar dois tipos de leites in natura, e estes possuiam parametros de identidade e
qualidade distintos. O leite in natura tipo A € o leite obtido em estabelecimentos
denominados granja leiteira, contudo o anexo | da mesma Instru¢cdo Normativa, ndo dispde
dessa definicdo para esse tipo de leite, pois 0 mesmo ndo é considerado uma matéria prima
susceptivel de comercializacdo e, por isso, define-se apenas o leite pasteurizado tipo A
(NERO et al., 2017).

De acordo com a IN 62/2011 o leite in natura deve ser obtido em propriedades rurais,
refrigerado em tanques de expansdo ou tanques de imersdo, transportado em carro-tanque
isotérmico da propriedade rural até o local de processamento. Esse tipo de leite é destinado a
obtencgéo do leite pasteurizado para consumo humano direto ou para producdo de derivados
lacteos (BRASIL, 2011).

Atualmente a Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de dezembro de 2018 estabelece o
regulamento das condicdes de armazenamento e refrigeracdo do leite in natura, além de
instituir as caracteristicas sensoriais e 0s parametros fisico-quimicos que designa um leite de
qualidade para consumo (BRASIL, 2018). Diversos casos de doengas transmitidas através do
leite in natura foram diagnosticados em criangas apos visitas as fazendas, induzido pelo falso
contexto de “alimento saudavel”, alimentando-se de forma inadequada e sem 0S minimos
cuidados de manejo (WHO, 2000).

A regulamentacdo aliada & crescente percepgdo da populagdo, a respeito do papel
exercido pelos alimentos e seus componentes sobre a satde do consumidor, torna o mercado
cada vez mais exigente (ROSA et al., 2012). As exigéncias, por sua vez, podem induzir na
busca por meios de adulteragdes, com objetivo de mascarar a ma qualidade do leite e,
consequentemente, aumentar os lucros na venda. Falhas no controle realizado pela industria
ou produtor e a falta de determinacdo legal para leite pasteurizado ou UHT (Ultra High

Temperature) exp8e o consumidor ao produto adulterado (MAREZE et al., 2015).
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3.4 Controle de qualidade do leite in natura

A qualidade é um dos temas mais abordados nos dias atuais, dentro do cenério
nacional da producéo leiteira, sendo considerado o somatério de varios fatores, entre os quais
a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica. A pesquisa de fraudes segundo o MAPA ¢é
obrigatoria somente para o leite in natura, apesar disso, independentemente do tipo de leite a
ser produzido é proibido qualquer tipo de adulteracdo da matéria prima, seja na propriedade
rural ou industria (BRASIL, 2011).

Determinacgdes estabelecidas por instrugdes normativas do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), instituem as orientagdes para o controle de qualidade e incentiva os produtores
na melhoria da qualidade do leite produzido. Nesse aspecto, o Instituto Adolfo Lutz (2008)
também evidencia técnicas instrumentais, baseados em principios fisicos e quimicos, eficazes
e que atendem as novas exigéncias legais para analisar a qualidade e seguranca dos alimentos.

Os resultados encontrados por Lampugnani e colaboradores (2018) na avaliacdo do
perfil tecnoldgico e a qualidade do leite cru refrigerado produzido em 50 unidades produtoras
de leite, constituidas de propriedades rurais de pequeno, médio ou grande porte localizados na
mesorregido oeste paranaense, regido sul do Brasil, indicaram que a maioria das unidades
produtoras de leite cru avaliadas ndo se enquadra aos padrdes minimos de qualidade exigidos
pela legislacao.

Em 2018, o MAPA dispds de novas regras para a producdo de leite no pais,
especificando os padrdes de identidade e qualidade do leite cru refrigerado, pasteurizado e do
pasteurizado tipo A (Tabela 1). Tais mudancas entraram em vigor em 2019 e encontram-se
nas InstrucBes Normativas 76 e 77. Ja na Instrucdo Normativa 78, sdo definidos os critérios a

serem seguidos nas provas de produgéo.

Tabela 1. Testes utilizados para certificagdo da qualidade do leite recebido para
pasteurizagao.

Analises diarias Analises mensais

Temperatura (exceto para latbes entregues

! - Teor de gordura
sem refrigeragéo)

Teste do alcool/alizarol na concentracio .
o ¢ Teor de proteina total

minima de 72% v/v

Acidez titulavel Teor de lactose anidra

indice crioscopico Teor de sélidos ndo gordurosos

Densidade relativa a 15°C Teor de solidos totais
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Teor de gordura, sélidos totais e ndo gordurosos Contagem de células somaticas

Pesquisas de reconstituintes de densidade ou
do indice crioscopico

Pesquisas de substancias conservadoras -

Pesquisa de residuos de antibioticos (ABT) -

Fonte: Adaptado de IN 76/2018.

De acordo com Dias e Antes (2014), a qualidade do leite é avaliada por parametros
relacionados a composicdo (gordura, proteina, extrato seco desengordurado), pardmetros
fisico-quimicos (estabilidade ao alizarol, acidez titulavel, densidade relativa), padrdes
higiénico-sanitarios (contagem total bacteriana, contagem de células somaticas, detec¢cdo de
residuos de antibioticos) e pesquisa de substancias fraudulentas.

O desenvolvimento de técnicas para monitoramento da qualidade do leite, associados
aos conhecimentos de pesquisadores e a legislacdo, possibilitaram o produtor diminuir perdas
e melhorar a qualidade no processamento e produtos ofertados (VILELA et al., 2017). No
entanto, algumas provas para deteccdo de fraudes ndo sdo de féacil execucdo ou realizacéo
rapida, por estes e outros motivos, diversas fraudes ndo sdo perceptiveis e boa parte do leite

fraudado acaba chegando aos consumidores (MAREZE et al., 2015).

3.4.1 Analise da qualidade fisico-quimica

Os processos convencionais de pasteurizacdo térmica sdo as principais técnicas
empregadas para garantir a seguranca microbioldgica dos produtos lacteos (COUTINHO et
al., 2019). Além disso, a temperatura maxima de conservacao do leite é de 7°C, nas
propriedades rurais ou em tanques coletivos, enquanto, nos estabelecimentos, a temperatura

deve ser de no maximo 9°C (Tabela 2).

Tabela 2. Temperaturas permitidas durante o processo de conservagéo do leite.

Tipo de acondicionamento Temperatura
Conservacéo e expedicdo do leite no posto de refrigeragéo 4°C
Recebimento no estabelecimento 7°C
Conservagdo na usina de beneficiamento ou fabrica de laticinios 4°C

antes da pasteurizacao

Fonte: Adaptado de IN 76/2018.
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A Instrucdo Normativa 76/2018 determina que o leite in natura refrigerado deva
atender as seguintes caracteristicas sensoriais: liquido branco opalescente, homogéneo, e odor
caracteristico. J& os parametros fisico-quimicos devem apresentar 0s teores expostos na
Tabela 3.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos do leite in natura refrigerado.

Parametros Limites
Teor de gordura minimo de 3,09/100g
Teor de proteina minimo de 2,99/100g
Teor de lactose anidra minimo de 4,39/100g
So6lidos ndo gordurosos minimo de 8,49/100g
Solidos totais minimo de 11,4g/100g
Acidez titulatel 0,14 a 0,18g de acido latico/100ml
Estabilidade ao alizarol minimo de 72% v/v
Densidade relativa a 15°C 1,028 a 1,034
indice crioscépico -0,530°H e -0,555°H ou entre -0,512°C e -0,536°C

Fonte: Adaptado de IN 76/2018.

Melo e colaboradores (2018), analisaram a qualidade do leite cru refrigerado obtido
em propriedades rurais localizadas na Microrregido do Brejo e Curimatal, Estado da Paraiba.
Por meio da avaliacéo fisico-quimica, os autores constataram que apenas uma amostra de leite
cru estava em desacordo com os padrdes que a legislacdo determina para todos os parametros
que foram avaliados.

Por outro lado, Mareze e colaboradores (2015) identificaram 16 amostras de leite
pasteurizado com irregularidade em pelo menos uma andlise dos padrbes fisico-quimicos
estabelecidos pela legislacdo, sendo que quatro apresentaram alteragdes em duas ou mais
anélises. No mesmo estudo, os autores detectaram a presenca de substancias fraudulentas em
sete, do total de 80 amostras analisadas e produzidos em laticinios da regido norte do Parana.
A maioria das infracGes encontradas foi quanto ao teor de gordura, das quais dez amostras
estavam fora do padrao exigido, abaixo do minimo de 3%.

Segundo 0 MAPA (2018), o leite in natura também ndo deve apresentar substancias
estranhas a sua composicdo, tais como agentes inibidores do crescimento microbiano,

neutralizantes da acidez e reconstituintes da densidade ou do indice crioscdpico. Além disso,
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0s produtores devem atentar-se quanto aos limites maximos de residuos de produtos de uso

veterinario e contaminantes previstos em normas complementares.

3.4.2 Anélise da qualidade microbioldgica

O crescimento elevado de microrganismos no leite altera o seu valor do pH, contetdo
ibnico, odor, cor, viscosidade e outros pardmetros fisico-quimicos, assim como 0s
constituintes nutricionais (POGHOSSIAN et al., 2019), colocando em risco a saude do
consumidor. O transporte e armazenamento do leite em condicdes fora do estabelecido
também contribuem para o processo de deterioracao.

A temperatura de armazenamento é um dos principais fatores que auxiliam na
multiplicacdo dos microrganismos, visto que, o leite € um alimento rico em umidade e
nutrientes. Dessa forma, é preciso que a temperatura se mantenha entre 4°C a 9°C para
minimizar a deterioracdo do leite pela acdo bacteriana. O armazenamento em temperaturas
elevadas, entre 25 a 30°C, facilita a proliferacdo de microrganismos Streptococcus e
coliformes totais, promovendo a acidificacdo do leite devido a concentracdo de acido latico,
decorrente da fermentacdo da lactose (COUTO et al., 2018).

A Instrucdo Normativa 51/2002, estabelece como provas de qualidade do leite in
natura, além da contagem padrdo em placas, os testes qualitativos por meio da reducdo de
corantes. A prova da reducdo do azul de metileno, conhecida como TRAM, baseia-se na
descoracio do corante, que atua como receptor de fons H* resultantes da acdo desidrogenase
(redutase) do metabolismo microbiano (TRONCO, 2010).

Embora a técnica ndo seja exigida pelas legislacGes vigentes, algumas inddstrias ainda
realizam esse tipo de ensaio como controle microbiolégico devido ao baixo custo e a
simplicidade do procedimento analitico (PEREIRA et al. 2012). Outro ensaio, que também
permite avaliar o grupo de bactérias predominantes no leite, é o teste da lactofermentacéo.
Essa andlise estima qualitativamente a microbiota do leite, tendo como base os aspectos do
coagulo formado apds o periodo de 24 horas de incubacdo (BEHMER, 1999).

Segundo a IN 76/2018 o leite in natura refrigerado deve apresentar médias
geométricas trimestrais de Contagem Padrdo em Placas de no maximo 300.000 UFC/mL e de
Contagem de Células Somaticas de no maximo 500.000 CS/mL (BRASIL, 20018). No caso
do leite pasteurizado, logo ap0s ao processo de pasteurizacdo o produto deve apresentar teste
negativo para fosfatase alcalina, teste positivo para peroxidase e coliformes a 30-35°C menor
que 0,3 NMP/ml (BRASIL, 2011).



24

Motta e colaboradores (2015) investigaram os indicadores de qualidade e composigéo
do leite informal comercializado na regido Sudeste do Estado de S&o Paulo. Dentre os
parametros utilizados na avaliacdo da qualidade do leite, os autores destacaram a contagem de
células somaticas, onde foi verificado que 77% das amostras de leite informal na regido

estudada estavam em desacordo com os valores méximos de CCS exigidos pela IN 62/2011.

Tabela 4. Perfil microbiolégico do leite em diferentes momentos da producdo até a
comercializacao.

Limites
Etapas do processamento e
tipo de leite CBT CCS
Recebimento no estabelecimento 300.000 UFC/ml 500.000 CS/MI
Antes do beneficiamento 900.000 UFC/mI 500.000 CS/MI
Leite tipo A 10.000 UFC/ml 500.000 CS/MI

Leites ja beneficiados 5 UFC/mL* -

*contagem maxima de enterobactérias.

Fonte: Adaptado de IN 76/2018.

De acordo com Melo e colaboradores (2013), a CBT do leite, esta diretamente
relacionada com a qualidade higiénico-sanitario do leite e derivados. Em seu estudo na
avaliacdo da qualidade do leite cru tipo C, ainda de acordo com a antiga classificacdo para
leite, segundo a Instrucdo Normativa n°® 51/2002, os resultados de CBT encontrados foram
muito elevados, cerca de 16.170 mil UFC/mL a 15.630 mil UFC/mL, estando acima do

recomendado pela legislacgéo.

3.5 Tipos de adulterantes no leite

O teor nutricional do leite determina o seu valor industrial, visto que, uma maior
quantidade de gorduras e proteinas garante maior rendimento na producdo de derivados
lacteos. O componente lipidico do leite é constituido, principalmente, por triglicerideos
(98%), enquanto a composicao proteica apresenta a caseina (85%) como proteina lactea mais
abundante (BRASIL, 2011).

Modifica¢bes no leite podem ser percebidas através de aspectos como presenga de
grumos, leite filamentoso, material estranho em suspensdo e/ou depositados no fundo dos
recipientes e alteracdes caracteristicas da coloracdo (BRASIL, 2011). De acordo com

Kartheek e colaboradores (2011), substancias conservantes (peroxido de hidrogénio),
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neutralizantes (hidroxido de sddio e bicarbonato de s6dio) e reconstituintes da densidade (sal,
acucar e amido) sdo tipos de adulteracGes que foram surgindo ao longo do tempo.

Outros produtos quimicos, considerados agentes inibidores do crescimento microbiano
e conservantes sdo adicionados, fraudulentamente, para retardar o crescimento de
microrganismos ou a acdo de enzimas a fim de aumentar o tempo de conservacédo do leite, o
que pode causar efeitos adversos sérios a satde (ARAUJO et al., 2015). Os principais
inibidores adicionados sdo: formaldeido, peroxido de hidrogénio, &cido bdrico, éacido
salicilico, hipocloritos, &cido benzoico e sulfitos.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fraudes no leite por
adicdo de substancias quimicas, como ureia e formaldeido, além de mascarar a quantidade de
nutrientes presentes no alimento, sdo causas de intoxicacdo para seres humanos (ANVISA,
2013). A adicao de alcalinos, conservantes e/ou a presenca de residuos de antibidticos alteram
a constituicdo do leite e podem desencadear reacGes de hipersensibilidade até choque
anafilatico e efeitos toxico-farmacologicos (ABRANTES et al., 2014).

Molina e colaboradores (2015) detectaram resultados positivos para neutralizantes de
acidez e urina no leite cru comercializado informalmente no municipio de Itaqui-RS. Os
autores fundamentaram a presenca de urina, como residuo da funcdo fisioldgica da vaca,
visto que, comumente o animal ruminante urina no momento da ordenha, com isso parte do
liguido pode escorrer para os tetos ou respingar nos utensilios utilizados para coleta,
contaminando o leite.

Ja os estudos realizados por Fernandes e Maricato (2010) demonstraram resultados
negativos para os testes de fraudes, garantindo a boa qualidade da matéria prima. Os
pesquisadores fundamentam os resultados através das parcerias realizadas com os produtores
e empresas de laticinios, o que contribui na manutencao da boa qualidade do produto e reforca
ainda mais a importancia do controle de qualidade, das normas de higiene e condigdes de

refrigeracdo durante a producéo, processamento e armazenamento do leite.
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4 METODOLOGIA

4.1 Localizacéo dos experimentos

Os experimentos e as analises de controle de qualidade das amostras foram realizados
nos Laboratdrios de Quimica Orgénica e Quimica Analitica, pertencentes ao Departamento de
Quimica e Fisica (DQF) do Centro de Ciéncias Agrérias (CCA), da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), Campus Il, Areia/PB.

4.2 Coleta e processamento das amostras

As amostras utilizadas para experimentacdo foram coletadas nos estabelecimentos do
municipio de Areia/PB, que comercializam leites in natura. A amostragem deu-se da mesma
forma que chega ao consumidor final, no momento da coleta foi registrada a data, horario,
preco do litro, tipo de embalagem na qual o leite € vendido e observado as disposi¢des da
embalagem, assim como, as instalagdes de armazenamento e conservacao.

Os leites foram codificados como A, B, C, D, E e F e o transporte até o laboratorio nao
ultrapassou o tempo de cinco minutos. As amostras A, B, E e F foram vendidas em
temperatura ambiente, dessa forma, nao foi feita a refrigeracdo na etapa de transporte. Ja as
amostras C e D, estavam refrigeradas quando comercializadas, com isso, tomou-se o cuidado
para que o material chegasse o mais rapido possivel ao laboratério.

Apbs a identificacdo das amostras, foram procedidas as analises dos parametros
fisico-quimicos, organolépticos e indicativos da qualidade. Primeiramente foi feita a medicéo
da temperatura, seguido dos testes microbioldgicos qualitativos, analise de pH e densidade
relativa. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo até o término de todas as analises, que
sucedeu-se em trés dias.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata, sendo reportados a média * desvio
padrédo para as analises fisico-quimicas e controle nutricional. Além dos parametros exigidos
pela Instrugdo Normativa N°76, de 26 de novembro de 2018, foram realizadas outras anélises,
como o teste de redutase e lactofermentacdo, a fim de contribuir para a avaliagcdo da qualidade

do leite.

4.3 Parametros organolépticos
As caracteristicas organolépticas foram averiguadas de acordo com o padrdo de um
leite de qualidade estabelecido pela IN 76/2018, em que foi observado se as amostras



27

apresentavam odor caracteristico e aspecto de liquido branco opalescente homogéneo
(BRASIL, 2018).

4.4 Analise da qualidade microbioldgica — parametros qualitativos

4.4.1 Teste da lactofermentacéo

O teste da lactofermentagdo é uma analise que auxilia na identificacdo do
microrganismo predominante no leite. Cerca de 10 mL da amostra foram transferidos para
tubos de ensaio limpos, tampados e incubados a 37°C por 24 horas (BEHMER, 1999). Apds o
periodo de incubacéo, foi analisado o aspecto do coagulo formado abaixo da linha do creme e
interpretado conforme as caracteristicas dispostas na Tabela 5.

Tabela 5. Caracterizagdo do teste da lactofermentagéo.

Tipo de coagulo Aspecto Microrganismos predominantes
Gelatinoso sem soro, firme, uniforme e sem bolhas bactérias &cido laticas

. formacd Ih as por - .
Esponjoso ormagao de bolhas de gas por todo bactérias coliformes

coagulo

intensa formagé&o de soro e encolhimento

Digerido bactérias psicrotréficas proteoliticas

do coagulo
Sem coagulo formacdo da linha de creme, homogénea e Indicativo de alguma substéncia
liquida inibidora

Fonte: Adaptado de Behmer, 1999.

4.4.2 Teste de redutase ou prova do azul de metileno

O teste de redutase foi realizado por meio da mistura de 20 mL da amostra do leite
com 0,5 mL de azul de metileno 2,5%, em tubos de ensaios limpos, tampados e incubados em
banho-maria a 37°C. O resultado é dado em horas, de modo que o tempo de redugdo do
corante de azul para branco (Figura 2) € inversamente proporcional ao nimero de bactérias
presentes no leite (TRONCO, 2010).

Quanto maior o numero de bactérias presentes na amostra, mais rapidamente se dara a
reducdo do corante para sua leucobase, tornando-o branco. A primeira observagéo é feita 30
minutos apos o inicio da analise e as outras observacdes de 60 em 60 minutos. A cada
observacao os tubos 80% descorados séo retirados do banho-maria e anotados seu tempo. De
acordo com a Instrucdo Normativa n° 51, de 18 de setembro de 2002, para um leite de boa

qualidade o tempo minimo é de 03h30min. (trés horas e trinta minutos).
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Figura 2. Representacdo da reagédo de reducdo do azul metileno para azul de leucometileno.

\ﬂm — \/@Ij\,

Azul de metileno

(estado oxidado - azul) Azul de leucometileno

(estado reduzido - incolor)

Fonte: Adaptado de Tronco, 2010.

Tabela 6. Caracterizacdo do teste de redutase.

Tipo de leite Classificagéo Tempo
Leite X muito boa qualidade minimo 5:30h
Leite Y qualidade satisfatoria minimo 3:30h
Leite Z Indicios de contaminacéo minimo 1:30h

Fonte: Adaptado de Brasil, 2002.

4.4.3 Teste da enzima peroxidase

Para verificar a atividade da enzima peroxidase, transferiu-se 10 mL de cada amostra
para um tubo de ensaio separadamente, em seguida os tubos foram levados ao banho-maria
por cinco minutos a 45°C. Adicionou-se 2 mL da solucdo de guaiacol e trés gotas de agua
oxigenada. O resultado positivo é dado pela formacdo de um halo de coloracdo salméao
(Figura 3) em até cinco minutos (MAPA, 2017).

Figura 3. Representacdo da reagdo de oxidacdo do guaiacol em tetraguaiacol catalisada pela

enzima peroxidase.

QCH, OCH3
OCH; = 0——0 = ‘

OH e ‘ S

4 peroxidase
+ 4H0; + 8H.0

/ 0 ~ /
Guaiacol \ |

(incolor) X R

' Tetraguaiacol

OCH; (alaranjado) OCH;

Fonte: Adaptado de MAPA, 2012.
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A enzima peroxidase, ao hidrolisar o peroxido de hidrogénio, libera oxigénio, o qual

transformard o guaiacol da sua leucobase para a forma corada.

4.5 Parametros fisico-quimicos

4.5.1 Analise de pH

Para a medicdo do pH, utilizou-se um pHmetro (potencidmetro) devidamente
calibrado segundo o proprio Procedimento de Operacdo Padronizado (POP) do equipamento.
A amostra liquida foi conduzida diretamente ao equipamento, por meio de 50 mL de leite sem

diluicdo e a leitura deu-se com as amostras em temperatura ambiente.

4.5.2 Densidade relativa a 15°C

A densidade relativa foi analisada transferindo-se 250 mL da amostra para uma
proveta. Introduziu-se lentamente o termolactodensimetro e a sua leitura realizada ao nivel do
leite, no menisco superior (MAPA, 2013a). O resultado foi corrigido e expresso na
temperatura das amostras, que variou de 13°C a 28°C, seguindo os dados da tabela

apresentado pelo fabricante do instrumento.

4.5.3 Determinacéo de acidez em acido latico

O estado de conservagdo do leite é indicado através da sua acidez, visto que, uma
acidez alta é resultado da acidificacdo da lactose provocada por microrganismos em
multiplicacdo no leite. A acidez em &cido latico foi determinada de acordo com a metodologia
proposta pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), que baseia-se na titulacdo de 10 mL da amostra
contendo cinco gotas de fenolftaleina, com uma solucdo de hidréxido de sodio 0,1N

padronizado, até surgimento de coloragdo rosea persistente (Figura 4).

Figura 4. Reagdo de neutralizacdo do acido latico com solucdo de hidréxido de sédio.

Q 0
OH 4 NaOH —» ONa < H,O
OH OH
Acido latico Lactato de sodio
(coloragio branco) (colorago rosa)

Fonte: Adaptado de Tronco, 2010.
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O valor da acidez em gramas de &cido latico foi obtido por meio da Equacéo 1,
estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

. i Vxfx0,9
Acidez em &cido latico = e 1)

Onde:

V = volume de solugdo de NaOH 0,1 N gasto na titulacéo;
A = volume da amostra;

f = fator de correcdo da solucdo de hidréxido de sédio 0,1N;

0,9 = fator de conversdo do &cido latico.

4.5.4 Estabilidade ao alizarol 72%

O teste foi conduzido com o uso de uma solugéo saturada de alizarina, preparada em
alcool 72% (v/v). A amostra foi homogeneizada e volumes iguais da solucao de alizarol e de
leite foram misturados em tubos de ensaio (BRASIL, 2006). A leitura do teste deu-se pela
observacdo da coloracdo da mistura (Figura 5), pela presenca ou ndo de coagulagdo ou
formagéo de grumos (Tabela 7).

Figura 5. Teste de estabilidade ao alizarol 72% em amostra adulterada propositalmente. (B1)

Leite normal. (B2) Leite acido. (B3) Leite alcalino.

-
»

Fonte: Propria.
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Tabela 7. Caracterizacdo do teste de estabilidade ao alizarol 72%.

Tipo de leite Coloracgéo Aspecto
Leite normal vermelho tijolo paredes do tubo de ensaio com | igeira precipitacdo;
poucos grumos finos
L marrom claro a tendéncia a um esmaecimento da cor com formacéo
Leite aCldO amarelo
de grumos grandes
Leite alcalino lilas a violeta ndo ha formacdo de grumos ou precipitados

Fonte: Adaptado de Brasil, 2006.

4.6 Parametros nutricionais

4.6.1 Teor de sélidos totais e solidos ndo gordurosos

A determinagdo de sdlidos totais foi realizada através do método de ensaio
gravimétrico emitido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2014a). As capsulas foram pré-aquecidas com 5g da amostra de leite em banho-maria por 30
minutos, até formacdo de um filme de coloragdo leitosa. Posteriormente, foram colocadas em
estufa a 105°C até peso constante entre as pesagens e 0 teor expresso a partir da Equacéo 2,
estabelecida pelo MAPA (2014a).

_(m2-m0)
Extrato seco total (EST) = m X 100 (@)

Onde:
mO = massa da capsula;
m1 = massa da capsula e amostra;

m2 = massa da capsula e amostra seca.

O teor de solidos ndo gordurosos foi calculado mediante os valores médios
encontrados de teor de solidos totais e teor de gordura. O resultado foi expresso a partir da
Equacdo 3, disponivel no método de ensaio emitido pelo préprio MAPA (2014a).

Extrato seco desengordurado (ESD) = EST - G 3

Onde:
EST = percentual de extrato seco total;
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G = percentual de gordura.

4.6.2 Teor de gordura

O teor de gordura foi determinado a partir do método de Bligh Dyer (1959), que
consiste na extracdo a frio utilizando solventes organicos (cloroférmio e metanol) e agua,
seguido da adicdo de sulfato de sodio anidro e filtracao.

Inicialmente foram pesados em erlenmeyers, aproximadamente 3g da amostra
homogeneizada e resfriada. Adicionou-se exatamente 10 mL de cloroférmio, 20 mL de
metanol e 8 mL de &gua destilada, tampou-se os erlenmeyers com duas camadas de papel
filme e levou para mesa agitadora (velocidade 2) por 30 minutos.

Posteriormente, adicionou-se mais 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucdo de
sulfato de sodio 1,5 %. Tampou-se novamente os erlenmeyers com duas camadas de papel
filme e levou para mesa agitadora (velocidade 2) por 2 minutos. Em seguida, transferiu-se a
amostra para o funil de separacdo e aguardou-se a separacdo de fases naturalmente. Apos o
tempo de separacdo, foi retirado em torno de 15 mL da camada inferior, adicionou-se
aproximadamente 2g de sulfato de sddio anidro (secante) e agitou para remover resquicios de
agua.

Filtrou-se a camada contendo o cloroférmio em papel de filtro, recebendo o filtrado
em um recipiente de vidro. Transferiu-se 5 mL do material filtrado para capsulas de porcelana
previamente aquecidas em estufa por duas horas e pesadas. O solvente foi evaporado em
estufa a 105°C por 30 minutos e o teor de gordura obtido a partir da Equacéo 4, disponivel na

pagina 32 da referéncia Forchetti, 2013.

Ve x mf x 100
mi XVp

Teor de gordura =

(4)

Onde:

V¢ = volume de cloroformio;

mf = massa de gordura pesada apés evaporacao do solvente;
mi = massa da amostra pesada inicialmente;

Vp = volume pipetado do material filtrado.
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4.6.3 Teor de proteinas

O principal componente presente na fragdo proteica do leite é a caseina, perfazendo
cerca de 80% do total das proteinas presentes no alimento. A determinacdo do teor de
proteinas no leite foi procedida através do método de Kjeldahl (MAPA, 2013b), que baseia-se
na transformacdo do nitrogénio da amostra em sulfato de aménio através da digestdo com
acido sulfarico e posterior destilacdo com liberacdo da amdnia, que é fixada em solugéo &cida
e titulada.

Na etapa de digestdo, pesou-se 2g da amostra nos tubos de Kjeldahl, adicionou-se 2,5¢
de uma mistura catalitica composta de sulfato de sodio anidro p.a e sulfato de cobre p.a, na
proporcdo de (10:1), com a finalidade de aumentar a temperatura de ebuligdo do &cido e a
velocidade de oxidacdo da matéria organica. Em seguida, pipetou-se 7 mL de acido sulfarico
p.a e levou-se os tubos para aquecimento em um bloco digestor. A principio a temperatura
inicial foi em torno de 120°C, logo apds, aumentou-se para 250°C (em torno de 30 minutos)
elevando gradativamente para 450°C até que o liquido estivesse limpido e transparente, com
tonalidade azul-esverdeada.

Durante a digestdo, o carbono que compde as moléculas presentes no leite é
transformado em diéxido de carbono (CO,), o hidrogénio em agua (H.O) e o nitrogénio das
proteinas reduzido e convertido em sulfato de aménio, conforme apresentado na Figura 6.

A segunda etapa da analise consiste em transformar o nitrogénio presente na solucdo
na forma de sulfato de aménio (NH4;") para amdnia (NH3) gasosa. Acoplou-se entdo ao
destilador um erlenmeyer contendo cerca de 20 mL de solucdo de &cido bérico a 4% e cinco
gotas de solugéo de indicador misto preparado com a mistura de vermelho de metila e verde
de bromocresol.

Adaptou-se o tubo de Kjeldahl ao destilador e adicionou-se lentamente, em torno de
25 mL, solucdo de hidroxido de sédio 50% até que a mesma tornou-se negra. Procedeu-se a
destilacdo seguindo o POP do equipamento, ate recolher aproximadamente 75 mL do material
destilado. A adicdo do hidroxido de sédio concentrado e o aquecimento promovem a
liberacdo da aménia que é separada da mistura por destilacdo. O gas amonio entdo reage com
a solucdo de acido borico, formando o borato de aménio (Figura 6).

Por ultimo, titulou-se material destilado com solugédo de acido sulfarico 0,1N até a
viragem do indicador de coloracdo verde a leve tom réseo - avermelhado. Nessa etapa, 0
borato de aménio reage com o acido sulfarico, formando o acido bérico e novamente o sulfato

de aménio.
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Figura 6. Reagdes envolvidas na anélise de proteinas.

Etapa 1 - Reacio envolvida durante o processo de digestio da amostra.

0 (0] mistura catalitica
N~ )
Lete gy 57, B> SOxprk SO2pt COxpb MO + (NHup804
© A 7 oH A
OH Sulfato de amoénio

Acido sulfarico

Etapa 2 - ReagGes envolvidas na destilagido da amostra digenida.

A
(NH4:2804(aq)+ zNaOH@q)—b Na2504(3q+ 2NH3 4+ H20 (a)

)

Sulfato de amonio Amonia

NHz, + H3503<aq>_’ NH4H,B04

< ag)
Borato de amonio (h)

Etapa 3 - Reacdo envolvida na titulagio da amostra destilada.

; NH4),SO
2NH4H2803(aq) +  HySO4,, —P» (NH4)2804.,,, 4 H3BO3,,

Borato de amonio

(coloragdo verde)

Fonte:

Sulfato de amonio

(coloragio rosa)

Adaptado de MAPA, 2013b.

A porcentagem do teor de nitrogénio total foi calculada de acordo com a equacédo

disponibilizada pelo MAPA (2013b), utilizando-se o volume da solucdo de acido sulfdrico

gasto na titulacéo, além do fator de correcdo da solucéo de acido sulfarico 0,1 N (Equag&o 5).

Onde:

] .. V x N x 0,014
Teor de nitrogénio total = - x 100 5)

V = volume da solugéo de H,SO, gasto na titulagéo;

N = normalidade da solucdo de H,SOy;

0,014 = fator de correcao da solucdo de H,SOy;

m = massa da amostra.

O metodo de Kjeldahl quantifica o nitrogénio total da amostra, para que seja obtido o

teor de proteinas, aplica-se um fator de conversdo Kjeldah para amostra de leite, conforme

Equacéo 6 disponivel na referéncia MAPA, 2013b.
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Teor de proteinas = nitrogénio total x F (6)

Onde:

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

4.6.4 Teor de lactose anidra

A determinacdo do teor de lactose presente no leite ocorreu atraves do método
denominado de Lane-Eynon. O dissacarideo lactose € formado pela combinacdo de dois
carboidratos menores, glicose e a galactose (monossacarideos), unidos por uma ligacdo
glicosidica (Figura 7). Esses monossacarideos sdo definidos como poli-hidroxialdeidos,
devido a diversidade de grupos hidroxilas (OH) e um grupo aldeido (CHO) que compGem
suas estruturas. Com isso, sdo capazes de reduzir solugdes alcalinas como a solucdo de
Fehling e, por isso, chamados de glicosideos redutores (MAPA, 2014b).

Inicialmente pipetou-se cerca de 10 mL da amostra e transferiu-se para um bal&o
volumétrico de 250 mL. Com o intuito de precipitar as proteinas e gorduras presentes no leite,
para nao interferir na andlise, adicionou-se no baldo 5 mL de ferrocianato de potassio a 15% e
5 mL de acetato de zinco a 30%. Em seguida, completou-se o baldo volumétrico até o
menisco com agua destilada, homogeneizou e deixou-0 em repouso por cerca e 15 minutos.
Logo apds, a solucdo foi filtrada em papel de filtro e transferida para bureta de 25 mL.

Posteriormente em um erlenmeyer foi adicionado 5 mL da solucdo Fehling A e 5 mL
da solucdo Fehling B, 40 mL de &gua destilada e algumas pérolas de vidro. Aqueceu-se em
uma chapa aquecedora, até ebuli¢cdo. Quando a solugdo ficou levemente azulada, comecou a
gotejar a solucdo da bureta até a mudanca de coloracdo na solucdo indicadora.

Figura 7. Estrutura quimica da lactose e dos monossacarideos glicose e galactose.

CHpOH
OH

i OH
lactase Glicose

CH,0H

OH

Lactose Galactose QOH

Fonte: Adaptado de MAPA, 2014b.
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Nesse método, 0 agucar redutor, em forma de lactose, reage com ions cupricos da
solugdo de Fehling sob agdo do calor, promovendo alteragdes na coloragdo da solucéo,
conforme apresentado na Figura 8. A capacidade redutora dos carboidratos baseia-se na
oxidacdo destes para &cidos aldénicos e reducdo do reagente oxidante (6xido cuprico) para

formar o precipitado 6xido cuproso.

Figura 8. Reagdo de Lane-Eynon em amostras de leite.

A

R—CHO + 2Cu0 — R—COOH + Cuip0
Aldeido Oxido cuprico o , o
(presente na lactose) (presente na solucéo de Fehling) Acido carboxilco Oxido cuproso

Fonte: Adaptado de MAPA, 2014b.

A partir da Equacéo 7 disponivel na referéncia MAPA, 2014b, foi possivel calcular o
teor de lactose presente nas amostras de leite.

100 x 250 x % x 1,39

V Xxm

Teor de lactose =

()

Onde:

T = titulo da solucéo de Fehling;

1,39 = fator de conversao da glicose para lactose;
V = volume de amostra gasto titulacao;

m = massa da amostra.

4.7 Pesquisa de substéncias estranhas ou fraudulentas

4.7.1 Substéncias conservadoras e/ou inibidoras de crescimento microbiano

A adicdo de substancias conservadoras e/ou inibidoras tem a funcdo de evitar que 0s
microrganismos provoquem a hidrdlise do leite e consequentemente a formacdo do &cido
latico, tornando-o impréprio para o consumo. Dentre as substancias mais utilizadas,
destacam-se o peroxido de hidrogénio, formol, cloro e hipoclorito, como também, em alguns
casos, 0 uso de antibioticos ou seus residuos apds o tratamento de enfermidades no animal do
qual foi retirado o leite (TRONCO, 2010).
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4.7.1.1 Identificacdo de peroxido de hidrogénio

A técnica consiste em transferir 10 mL da amostra para tubos de ensaio e adicionar 2
mL de uma solucdo de guaiacol a 1% (MAPA, 2017). A enzima peroxidase degrada o
perdxido de hidrogénio, oxidando o indicador a tetraguaiacol, responsavel pelo surgimento da

coloragdo salm&o na amostra, como mostrado na Figura 3 (item 4.4.3, pagina 30).

4.7.1.2 Identificacdo de formaldeido

O formol é uma substancia que apresenta acdo antimicrobiana e € utilizado quando o
leite ndo puder ser analisado em poucas horas. Cerca de 100 mL de leite homogeneizado, 100
mL de &gua destilada e 2 mL de &cido fosférico 20% foram adicionados em um baldo de
destilacdo, recolhendo-se cerca de 50 mL do material destilado. Em um tubo de ensaio, 1 mL
do destilado foi misturado com 5 mL de solucéo de acido cromotrépico (0,5%) em solucdo de
100 mL de é&cido sulfarico (72%) e colocou-se em banho-maria por 15 minutos (MAPA,
2013c).

O resultado foi classificado como positivo caso houvesse a formacdo de uma
coloracdo violacea. O formaldeido quando aquecido com &cido cromotrépico em presenca de
acido sulfarico origina um produto de condensagdo oxidado, que posteriormente transforma-

se em um composto p-quinoidal de coloracdo violeta (Figura 9).

Figura 9. Reacdo do formaldeido com o acido cromotrépico.

O + I
O Formoldeido

Acido cromotropico

coloragdo violeta

Fonte: Adaptado de MAPA, 2013c.
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A proposta de mecanismo para essa reacdo aponta que provavelmente duas moléculas
de &cido cromotropico (ACT) se unem e reagem com uma de formaldeido em meio &cido sob
aquecimento através de uma ponte metilénica. A estrutura intermediaria resultante é entdo
desidratada numa etapa seguinte, na posi¢cdo dos grupos fendlicos, formando-se um
heterociclo. Por ultimo, uma etapa de oxidacdo produz a estrutura colorida de interesse

analitico, um composto dibenzoxantilico monocatiénico.

4.7.1.3 Identificacdo de cloro e hipocloritos

A presenca de cloro e hipocloritos no leite, na maioria das vezes, é decorrente dos
residuos sanitizantes dos equipamentos de ordenha ou da industria, 0 que ndo impede de
serem adicionados propositalmente. O teste foi realizado a partir da reacdo do iodeto de
potassio com cloro livre ou hipoclorito. Misturou-se um volume de 0,5 mL de solucdo de
iodeto de potassio (7,5%) com 5 mL da amostra de leite e submeteu-se a agitacdo. O
aparecimento de uma coloragdo amarela foi usado como indicativo para a presenga dessas
substancias na amostra (ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.2 Pesquisa de reconstituintes de densidade

Os reconstituintes de densidade sdo utilizados para mascarar a adicdo de &gua, que
provoca a diminuicdo da densidade do leite, portanto, tém a funcdo de tornar o leite mais
consistente aproximando-se da sua densidade normal (TRONCO, 2010). As substancias

pesquisadas para esse tipo de fraude foram: amido soltvel e sacarose.

4.7.2.1 ldentificacdo de amido

A identificacdo do amido ¢ feita pela acdo do iodo sobre a cadeia de beta-amilose.
Com auxilio de uma pipeta, 10 mL da amostra foram transferidas para tubos de ensaio e
aquecidas até ebulicdo em banho-maria. Apds resfriar os tubos em agua corrente, adicionou-
se duas gotas de solucdo de Lugol. O surgimento de uma coloragéo azul foi utilizado como
positivo para a presenca de amido (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.7.2.2 ldentificacdo de sacarose

A identificagdo de sacarose em amostras de leite é feita na forma de aglcar invertido:
glicose e frutose, liberando o radical redutor aldeido. Aproximadamente 15 mL do leite foram
transferidos para tubos de ensaio, adicionou-se 1 mL de acido cloridrico p.a e 0,1g de

resorcina. Homogeneizou-se e aqueceu-se 0s tubos em banho-maria até ebulicdo por cinco
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minutos. Segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), em meio &cido, a resorcina
condensa-se com a sacarose em uma reacdo de oxirreducdo e forma um composto de

coloracéo résea.

4.7.3 Substancias redutoras de acidez

Durante o processo fermentativo natural do leite, as bactérias acido laticas degradam a
lactose em acido latico e outros compostos. O acido latico é responsavel por aumentar a
acidez do leite, com isso, agentes neutralizantes sdo adicionados para reduzir essa acidez. As
substancias mais utilizadas para esse processo sao: bicarbonato de sédio, carbonato de célcio
e soda (TRONCO, 2010).

4.7.3.1 Identificacdo de bicarbonato de sédio

Nesse teste a amostra é tratada com alcool etilico para extrair o bicarbonato de sddio, e
posteriormente utiliza-se o acido rosélico, que é um indicador com faixa de viragem de pH
entre 6,8 e 8,0. Com o auxilio de uma pipeta, foi transferido para um tubo de ensaio 5 mL da
amostra. Em seguida, adicionou-se 5 mL de alcool etilico p.a e trés gotas de acido rosélico
5%. Na presenca de bicarbonato de sddio aparecerd uma coloracdo vermelho carmim
(BRASIL, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Investigacao da venda de leites no comércio local

O leite pode ser encontrado em diferentes formas nos comercios, desde bebida pronta
para consumo, como também em queijos, doces, manteigas, dentre outros alimentos. Estes
produtos, quando ndo sdo artesanais, passam por um controle de qualidade, porém a sua venda
in natura sem inspecdo, que ndo tem a sua qualidade avaliada e apresenta procedéncia
duvidosa, ainda acontece por todo o pais. Na regido Nordeste, mais especificamente, 0
consumo do leite in natura é vigorosamente realizado, por estar ligado a cultura da regido ou
até mesmo por preferéncia dos consumidores.

O consumo de leite in natura pode estar relacionado diretamente com a renda da
populacdo, atividade profissional e disponibilidade do produto na regido. Azevedo (2015)
analisou o perfil do mercado consumidor de leites no municipio de Bananeiras-PB e constatou
que 45% dos entrevistados consomem leite in natura devido a sua maior disponibilidade. A
maioria das pessoas que participaram da pesquisa residia em sitios distantes de armazéns e
mercados, e aqueles que ndo produziam seu proprio leite, muitas vezes acabavam comprando
de seus vizinhos.

Outro fator que pode induzir na hora da compra do leite in natura € o menor custo em
relagdo aos industrializados. Na Tabela 8, estdo os precos por litro das amostras analisadas e o
tipo de embalagem na qual o leite é comercializado. A diferenca entre o leite mais caro e 0
mais barato foi de apenas R$0,50 (cinquenta centavos), enquanto os precos dos leites
industrializados nos estabelecimentos comerciais do municipio chegam a variar de R$2,85 a
R$4,50.

Tabela 8. Preco do litro das amostras e embalagem na qual os leites s&o comercializados.

Amostras Preco por litro (R$) Tipo de embalagem
A 2,50 garrafa PET
B 2,00 garrafa PET
C 2,50 garrafa PET
D 3,00 saquinho plastico
E 2,50 garrafa PET
F 2,80 saquinho pléastico




41

Os resultados da Tabela 8 ressaltam que os precos do leite podem ser influenciados
pelo tipo de embalagem que é comercializado. E importante observar que os menores precos
foram das amostras vendidas em garrafas PET, possivelmente por estarem mais acessiveis aos
produtores no municipio e regides vizinhas, em relacdo aos sacos plasticos que sdo mais

especificos.

5.2 Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas do leite podem sofrer variacfes devido a presenca de
particulas estranhas a sua composi¢do, como também dependendo do tipo e condi¢des do
recipiente que é armazenado e/ou comercializado. Dentre as amostras analisadas, a amostra C
foi a unica que exibiu pequenos grumos e particulas estranhas (Tabela 9). A amostra
apresentava-se com aspecto de congelada e os grumos eram semelhantes a pequenos flocos de
gelo. Além disso, pequenos pontos pretos eram visualizados quando na homogeneizacdo do
leite, possivelmente decorrente de falhas na higienizacdo da embalagem ou durante o processo

de ordenha.

Tabela 9. Caracteristicas organolépticas observadas em cada amostra.

Odor? Aspecto?
Amostras ¢ P o
(caracteristico) (liquido branco opalescente homogéneo)
A caracteristico liquido, homogéneo, sem grumos e sem particulas estranhas
B caracteristico™ liquido, homogéneo, sem grumos e sem particulas estranhas
- liquido, homogéneo, com pequenos grumos finos e particulas
C caracteristico q ' g ' beq g P
estranhas
D caracteristico liquido, homogéneo, sem grumos e sem particulas estranhas
E caracteristico liquido, homogéneo, sem grumos e sem particulas estranhas
F caracteristico liquido, homogéneo, sem grumos e sem particulas estranhas

a — IN 76/2018; *a embalagem na qual o leite foi vendido apresentava odor forte de
refrigerante.

Segundo Tronco (2010), a contaminagdo do leite pode acontecer por duas vias:
enddgena, quando os animais apresentam algum tipo de enfermidade, e exdgena apds a saida
do Ubere do animal, por isso é importante que o alimento seja comercializado em embalagens
limpas e adequadas, pois independente da via de contaminagdo, ambos 0s casos contribuem

para alteragdes na composic¢édo natural do leite.
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5.3 Analises microbiolégicas — parametros qualitativos

A prova da lactofermentacdo, além de indicar a microbiota predominante no leite,
também pode ser aplicada como triagem nas industrias de laticinios, onde é observada a
presenca de algum inibidor dos microrganismos naturais do leite (MIYOSHI et al., 2017). De
acordo com a tabela, observa-se que apenas a amostra A apresentou predominancia de
bactérias &cido laticas no teste da lactofermentacdo (Item 4.4.1, Tabela 5). Esse grupo de
bactérias compbe naturalmente a microbiota do leite e sdo utilizadas pelas inddstrias em

processos de beneficiamento do leite.

Tabela 10. Resultados do teste da lactofermentagéo.

Amostras Lactofermentacdo®
A gelatinoso, pouco soro, sem gas e poucos orificios
B esponjoso, muitos orificios grandes e muito soro
c sem coagulo, aspecto liquido, poucos orificios, sem gas e sem soro
D encolhimento do codgulo, muito soro, com um pouco de gas
E esponjoso, com soro, orificios, e um pouco de gas
F esponjoso, com soro, orificios, e um pouco de gas

a— Behmer, 1999.

A microbiologia é um dos fatores que determina a obtencdo de um leite de boa
qualidade, pois avalia a sua contaminacdo por microrganismos, que estdo diretamente
associados a saude do animal, como também as condi¢bes gerais de manejo e higiene
adotados nas propriedades que produzem leites. Observa-se que, o codgulo formado nas
amostras B, E e F apontaram maior incidéncia de bactérias coliformes. De acordo com Rocha
e colaboradores (2016), o grupo de bactérias coliformes é natural do ambiente, e indesejaveis,
pois indicam mas condicdes higiénicas durante a ordenha, transporte ou armazenamento.

No caso da amostra B (Figura 10), a embalagem que o leite foi vendido estava com
odor forte de refrigerante, e na amostra E, a embalagem estava amassada e suja por fora, o
que contribui para uma possivel contaminacdo das amostras por esses microrganismos. A
amostra F apesar de ndo apresentar mas condi¢cdes da embalagem, estava armazenada no
mesmo recipiente utilizado durante a ordenha. Para ser comercializado, o leite é transferido

para sacos plasticos na hora da venda, podendo haver contaminacao exdgena do leite durante



43

esse processo, por bactérias presentes no ambiente ou na prépria mdo da pessoa que esta

manipulando, caso ndo tenha sido higienizada corretamente.

Figura 10. Teste da lactofermentacdo ap0s 24 horas de incubagdo. (A) Amostra B. (B)
Amostra C. (C) Amostra D.

Fonte: Propria.

A amostra C ndo apresentou coagulo caracteristico, possivelmente devido ao
resfriamento do leite em temperaturas muito baixas ou algum residuo de antibiéticos aplicado
em tratamentos de doencas no rebanho. Da mesma forma que baixas temperaturas podem
diminuir a atividade bioldgica de algumas bactérias, temperaturas em torno de 4°C podem
favorecer o crescimento de microrganismos psicrotroficos quando o leite é refrigerado nessas
condicbes por muito tempo. Esse tipo de bactéria é capaz de produzir enzimas
termoresistentes, ocasionando danos tecnoldgicos, econdmicos e diminuicdo do tempo de
prateleira do leite (MENEZES, et al., 2014).

Ja a amostra D foi a Unica que indicou preeminéncia a grupo de bactérias proteoliticas
(Tabela 10), segundo Mdorschbacher e colaboradores (2017), esses microrganismos Sao
derivados de fontes de contaminacdo externas, e podem contaminar o leite através da ma
higienizacdo dos tetos, e utilizagdo de agua ndo potavel na lavagem de equipamentos e
utensilios de ordenha, visto que esta apresenta altos indices da presenca bactérias psicotroficas
dos géneros Pseudomonas, Aeromonas, e Alcaligene.

Pozza e colaboradores (2015) também avaliaram o coagulo de amostras de leite cru
refrigerado, e verificaram que trés apresentaram coagulo digerido no teste da
lactofermentacdo. Os autores ressaltam que esse tipo de coédgulo indica o predominio de
proteoliticos microbianos, lacticos e coliformes, que podem causar gosto desagradavel no leite
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e manteiga. Resultados parecidos foram encontrados por Amorim (2017), em leites cru e
beneficiados comercializados no Distrito Federal e Entorno.

Em relacdo ao teste de redutase, nenhuma amostra teve os tubos totalmente e/ou
parcialmente descorados (Figura 11). Entretanto, observou-se a formacgédo de halo branco na
parte superior dos tubos e a tonalidade do indicador azul de metileno ficou menos intensa
durante o periodo da anélise, como € o caso da amostra D que formou o halo em 1:30h e teve
a reducdo na intensidade do corante nos primeiros 30 minutos (Tabela 11). A amostra E, por
outro lado, mesmo com a formacdo do halo branco em meia hora, manteve a intensidade da

cor do indicador.

Figura 11. Teste de redutase apds 5:30h. (A) Amostra D. (B) Amostra E. (C) Amostra F.
[ 4 | B | _C L

€3 ‘ Fy

—
—

Fonte: Propria.

A amostra A apresentou halo branco em 2:30h, ja as amostras B e C formaram o halo
em 4:30h, indicando uma possivel carga microbiana baixa no leite, diferentemente das
amostras D e F que apresentaram halo branco intenso em 1:30h. Embora a o teste de redutase
seja simples e de baixo custo, Pereira e colaboradores (2012) concluiram em seu trabalho que
0 ensaio pode apresentar resultados falso-negativos ou falso-positivos, mascarando a
qualidade real do produto, portanto deve ser usado com muita cautela e acompanhado por um

controle quantitativo para fins de comparagéo.

Tabela 11. Resultados do teste de redutase com o tempo de formacéo do halo branco.

Amostras
Redutase®

(minimo 3:30h) A B c D E F

2:30h 4:30h 4:30h 1:30h 0:30h 1:30h

a— IN 51/2002.
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Menezes e colaboradores (2014) fizeram um estudo sobre a microbiota e conservacéo
do leite, e destacaram a importancia do conhecimento e controle microbioldgico do leite, visto
que, diversos microrganismos sao patogénicos ao seres humanos e podem ser associados ao
processo inflamatorio da glandula mamaria, também conhecido como mastite, que aumenta a
carga de células somaticas presentes no leite.

A mastite € uma das enfermidades que ocorre com mais frequéncia nas vacas, e
apresenta-se tanto na forma clinica, quando os sinais da inflamacgéo sdo evidentes e pode ser
identificado de forma simples com o teste da caneca de fundo preto, quanto na forma
subclinica, onde o processo inflamatdrio necessita de testes mais sofisticados para o seu
diagnostico. E considerada uma das principais causas de perdas a indstria leiteira, pois além
dos gastos nos programas de controle higiénico-sanitarios, também provoca alteracfes na
qualidade e quantidade do leite produzido (ACOSTA et al., 2016).

Observa-se na Tabela 12, que todas as amostras manifestaram resultados positivos
para a enzima peroxidase. A avaliacdo da presenca dessa enzima em leites in natura tem
maior importancia quando a matéria prima é recebida na industria, contudo, em alguns casos,

o leite cru é aquecido antes da venda direta ao consumidor.

Tabela 12. Resultados do teste da enzima peroxidade.

_ Amostras
Peroxidase®
(positivo) al B ¢ b E al
positivo Positivo positivo positivo positivo positivo
a—IN 76/2018.

O aquecimento de forma incorreta do leite pode inativar a enzima peroxidase e trazer
varios prejuizos as industrias de laticinios, aléem de provocar perdas dos constituintes
nutricionais que compde o alimento. Dado que, nenhuma amostra apresentou resultado
negativo para o teste, acredita-se que os leites analisados ndo tenham sido superaquecidos
antes da sua comercializagao.

Os mesmos resultados foram obtidos por Junior e colaboradores (2014) em amostras
de leite cru coletadas na regido de Ivaipord-PR, onde notou-se que todas as amostras estavam
de acordo com o que é exigido pela legislacdo, respeitando o tratamento térmico a 80°C ou
temperatura abaixo, tendo em vista que a enzima peroxidase desnatura em temperatura igual

ou superior a esta.
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Seixas e colaboradores (2014) estudaram a presenca da enzima peroxidase em
amostras de leite pasteurizado integral de diferentes laticinios, destinadas ao consumo na
regido Norte do Parana, e destacaram que a auséncia da enzima pode ser decorrente a fraudes
por adicdo de substancias adulterantes, para mascarar a baixa qualidade microbioldgica da
matéria prima, como também resultante de falhas durante o processamento do leite e no

tempo/temperatura da pasteurizagéo.

5.4 Parametros fisico-quimicos

Além da temperatura de pasteurizacdo é imprescindivel que os produtores se atentem
aos novos limites de temperatura para recebimento e armazenagem do leite publicados na IN
76/2018, que passaram a ser até 9°C no recebimento do estabelecimento. Segundo o Art.29.
dessa Instrucdo Normativa, € permitido o transporte de leite em latdes ou tarros, em
temperatura ambiente, desde que seja entregue ao estabelecimento processador em até duas
horas apds o final de cada ordenha, e transportados em veiculos protegidos do sol e de chuvas.

As amostras C e D foram as Unicas que tiveram suas temperaturas mais proxima ao
que é exigido pelo MAPA, as demais foram comercializadas em temperatura ambiente,

conforme disposto na Tabela 13.

Tabela 13. Afericdo da temperatura das amostras no laboratério.

Amostras

Temperatura® A B C D E F

(Maximo 9°C) ~o7 17000 2804000 130000 130+000 280%000 27,02 0,00

a—IN 76/2018;

Um dos grandes desafios e ponto de discussdo no sistema de armazenamento e
transporte do leite € a manutencao de baixas temperaturas. O tipo e a carga microbiana inicial,
juntamente com a temperatura de armazenamento do leite, sdo parametros que influenciam na
proliferacdo das bactérias do leite no seu estado in natura. Desse modo, € imprescindivel que
a refrigeracdo seja proxima a 9°C para inibir a multiplicagdo tanto dos microrganismos
mesofilos, quanto psicrotroficos (MENEZES et al. 2014).

O leite é um alimento levemente acido e quando de boa qualidade apresenta pH entre
6,6 e 6,8. No entanto, 0 aumento da sua acidez pode ocorrer devido a producdo de &cido latico
a partir da degradacdo da lactose, pela acdo de microrganismos. Portanto, a acidez real do
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leite é a combinagdo da acidez natural e da acidez adquirida, e pode ser usada como indicativo
da estabilidade térmica e o estado de conservagdo do leite. A sua investigacdo acontece por
meio dos testes do alizarol 72% que é um método qualitativo, acidez titulavel que fornece um
resultado quantitativo, ou medicdo diretamente em um pHmetro (DIAS e ANTES, 2014).

Observa-se na Tabela 14 que as amostras apresentaram estabilidade ao alizarol 72% e
medidas do pH satisfatorias. Os resultados foram distintos ao de Amorim (2017), onde quatro
(4%) amostras apresentaram aspecto de alcalinidade no teste do alizarol, sendo uma (1%) de
leite pasteurizado e trés (3%) de leite UAT (Ultra Alta Temperatura). O mesmo autor ainda
encontrou instabilidade na prova de éalcool em duas (2%) amostras, uma (1%) de leite cru
informal e uma (1%) de leite UAT.

Tabela 14. Resultados das andlises de pH e estabilidade ao alizarol 72%.

Amostras
Parametros
a
66 iy g 661004 668002 663006 656+005 674+001 673001
- /B
A I(stl;glv;z) " estavel estavel estavel estavel estavel estavel

a— IN 68/2006; b — IN 76/2018.

Fagnani e colaboradores (2016) relacionaram o pH, a contagem bacteriana total, a
acidez Dornic e a porcentagem de lactose do leite instavel ndo acido, comparando-o com o
leite normal e o leite &cido em 322 amostras de leite cru coletadas diretamente de latdes em
seis municipios da regido norte do estado do Parana. Através das analises, constatou-se que
diferentemente de leites normais ou acidos, ndo existe relagéo entre pH, CBT e acidez Dornic
em amostras de leite que possuem instabilidade alcoolica sem acidez adquirida.

Brasil e colaboradores (2015) ressaltam que o teste do alcool ainda pode ser uma
alternativa para estimar a estabilidade do leite, por ser rapido, pratico e de baixo custo. No
entanto, o leite que precipita no teste do alcool ndo necessariamente precipitara nos
tratamentos térmicos, podendo ocasionar resultados equivocados. Por consequéncia, a acidez
do leite deve ser avaliada por um conjunto de provas que visem auxiliar no diagnéstico de
acidez bacteriana e/ou resisténcia térmica (FAGNANI et al. 2016).

Apesar do pH das amostras C e E estarem ideais, seus valores de acidez em é&cido

latico mantiveram-se abaixo do permitido (Tabela 15). Geralmente, as variacdes da acidez em
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acido latico sdo influenciadas pela atividade de microrganismos mesofilos, indicativos de que

as vacas do qual o leite foi ordenhado possivelmente estavam com alguma inflamag&o no teto.

Tabela 15. Valores obtidos na analise da acidez em acido latico.

Amostras

Acidez em acido A B C D E F
latico®

(0,14a0,18¢9/mL) 0,17+0,01 0,16+0,00 0,13+0,00 0,14+0,01 0,14+0,00 0,11+0,01

a—IN 76/2018.

Os resultados da analise de acidez em acido latico diferem dos resultados obtidos por
Silveira e Bertagnolli (2014) em leites cru comercializados informalmente em Santa Maria-
RS, que registrou valores de 0,14 a 0,33g de acido latico/100 mL. Os autores associaram essas
variacdes a atividade dos microrganismos presentes nas amostras analisadas.

Determinar a densidade das amostras € uma das analises mais simples no controle de
qualidade do leite, pois ndo envolve rea¢Bes quimicas ou instrumentacdo sofisticada. 1sso ndo
desqualifica a importancia do seu estudo, ja que, variacBes muito altas ou muito baixas de
densidades no leite sdo resultantes de possiveis adulteracdes, comprometendo a sua
composicdo fisico-quimica e nutricional.

Observa-se na Tabela 16 que nenhuma amostra apresentou densidades elevadas, por
outro lado as amostras A e D tiveram seus valores inferiores pelo permitido na IN 76/2018,

indicativo de adicdo de agua, desnate ou desequilibrio da composicdo nutricional dos leites.

Tabela 16. Valores obtidos na aferi¢do da densidade relativa.

Amostras Densidade relativa®
(1,028 a 1,034 g/mL)

A 1,027 + 0,000
1,030 + 0,000
1,034 + 0,000
1,027 + 0,000
1,025 + 0,000

mT m O O W

1,028 + 0,000

a— IN 76/2018.
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De acordo com Pacheco (2011), a densidade representa o peso especifico do leite e
pode ser determinado por dois grupos de substancias: concentragéo de elementos em solucéo
e suspensao, e/ou porcentagem de gordura, ja que, no leite a densidade advém do balanco dos
componentes de gorduras e dos sélidos ndo gordurosos, que possuem valores abaixo e acima
em relacdo ao da agua. Além disso, a aguagem do leite também pode reduzir o seu valor
nutricional, pois altera a relagéo de seus constituintes.

Silva e colaboradores (2017) avaliaram a qualidade fisico-quimica e possiveis fraudes
em amostras de leite in natura comercializadas informalmente no municipio de Aparecida-
PB. Os autores encontraram irregularidades na analise da densidade e crioscopia em 54,16%
das seis amostras analisadas, ndo atendendo aos requisitos estabelecidos, segundo a antiga
Instrucdo Normativa n° 62, de dezembro de 2011.

As amostras de leite cru informal analisadas por Mendonga e colaboradores (2015) no
Parand e Molina e colaboradores (2015) em Itaqui-RS, apresentaram valores médios de
densidade em desconformidade com a legislacdo, estando abaixo de 1,028 g/mL. As
principais razGes apontadas na literatura para promover modificacbes significativas na
densidade é a adicdo de agua e o desnate excessivo do leite. Em alguns casos, para melhores

confirmacgdes nas analises desse parametro, analisa-se o indice crioscopico junto.

5.5 Parametros nutricionais

Esse estudo ndo permitiu determinar a crioscopia das amostras, devido a
indisponibilidade do equipamento, consequentemente, ndo podemos afirmar que os leites A e
D foram adulterados com &gua no teste da densidade relativa. Entretanto, os valores da
amostra A na Tabela 17, para os teores de proteinas, gordura e extrato seco total sdo inferiores
aos limites minimos exigidos, reforcando uma possivel adulteragdo na amostra,
diferentemente das amostras B e D que teve todos 0s parametros nutricionais com resultados

satisfatorios.

Tabela 17. Valores obtidos nas analises dos teores de gordura, EST e ESD.

(minimo 3,0g/100g) (minimo 11,4g/100g) (8,49/1009)
A 2,22+0,19 10,8 £ 0,01 8,71+£0,01
B 3,23+£0,25 13,6 £0,12 10,3+0,19

C 594+174 10,1+0,51 4,19 + 1,27
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D 4,74+0,11 13,8 £ 0,05 9,29 £0,07

E 3,80+£0,82 11,8 +0,16 7,98 £ 0,69

F 4,51+0,36 11,7+0,10 7,17 0,28
a—IN 76/2018.

De acordo com Stergiadis e colaboradores (2014), os teores de gordura no leite
geralmente sdo menores quando as vacas sdao confinadas e ndo tém acesso a pastagem. Por
outro lado, dietas suplementadas podem aumentar a porcentagem de gordura, levando a
variag0es na qualidade do leite durante o ano. Leites com teores de gordura abaixo do limite
minimo exigido, que ainda sdo utilizados pelos laticinios comprometem o rendimento
industrial de derivados e séo considerados fraudados.

Os teores de gordura, proteinas e lactose, sdo primordiais para as industrias de
laticinios, pois estdo relacionados com maiores rendimentos na producdo de queijos e
derivados. Dessa forma, é importante que o leite atenda os limites minimos preconizado pela
legislacdo, por apresentarem um alto valor comercial e caracterizarem uma matéria prima de
boa qualidade.

Silva e colaboradores (2017) encontraram teores de gordura em conformidade com a
IN 62/2011 em todas as amostras analisadas de leite in natura comercializado informalmente
no sertdo paraibano. Concordando com Silveira e Bertagnolli (2014), que em seu
experimento, avaliou o teor de gordura em duas amostras e obteve os valores de 5,61 e
3,07/100g. No entanto, Cardoso (2014) e Mendes e colaboradores (2014) verificaram que das
amostras de leite cru refrigerado analisadas pelos autores 50% e 5,5% respectivamente,
estavam em desacordo com a legislacao.

No teor de extrato seco total (EST) apenas as amostras A e C apresentaram valores
abaixo do estabelecido na IN 76/2018. Freitas et al. (2013) que analisaram o leite cru em trés
localidades do estado da Paraiba também obtiveram resultados de EST com valores inferiores
em torno de 87,26% a 88,21% das amostras avaliadas, resultado parecidos com o trabalho de
Silva e colaboradores (2017), que obtiveram resultados com varia¢des de 83,4% a 89,77% de
extrato seco total.

A diminuigdo do teor de EST no leite pode ser indicativo de uma possivel alimentacéo
deficiente do rebanho, como também pode ser decorrente do processo de aguagem. Dessa
forma, enfatiza-se a importancia da avaliacdo do percentual de agua dos alimentos, visto que,

reflete no teor de solidos do produto, assim como na sua estabilidade e composicdo. Além
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disso, ainda pode auxiliar na sua deterioracdo, afetando o tempo de vida de prateleira, a sua
composicdo fisico-quimica e a qualidade nutricional (PITA, 2012).

O extrato seco desengordurado (ESD) corresponde a soma dos componentes do leite,
com excecdo da adgua e da gordura. Nesse estudo, trés amostras (C, E e F) tiveram seus teores
de ESD inferiores ao exigido pela IN 76/2018 (Tabela 18). A diminui¢do desses componentes
na maioria das vezes indica uma possivel reducdo no teor de proteinas e lactose, o que nao foi
caso dos valores encontrados nesse estudo, visto que as mesmas amostras apresentaram teores
de proteinas e lactose em conformidade com a legislacéo.

Amorim (2017) avaliou 100 amostras de leite e seis (6%) estavam com ESD abaixo do
recomendado, sendo quatro (4%) de leite cru (trés informal e um formal) e duas (2%) de leite
pasteurizado. As mesmas amostras segundo o autor, também apresentaram teores de proteinas
abaixo do minimo estabelecido, diferindo-se dos resultados encontrados nesse trabalho,
conforme mostrado na Tabela 18.

Com excecdo da amostra A, todas as demais tiveram contetdos de proteinas acima do
minimo exigido pela legislacdo vigente. As proteinas que compdem o leite sdo subdivididas
em caseina e proteinas do soro, normalmente, o conteudo total de proteinas no leite nédo
diferem-se, porém a fracdo de cada tipo pode variar de modo significativo, principalmente em
vacas com mastite, na qual o processo inflamatorio tende a reduzir as proteinas sintetizadas na

glandula mamaria e aumentar a sintese de proteinas de origem sanguinea (TRONCO, 2010).

Tabela 18. Valores obtidos nas analises dos teores de proteinas e lactose.

Amostras Proteinas® Lactose®
(minimo 2,99/1009) (minimo 4,3g/1009)
A 1,56 £ 0,13 4,91 + 0,46
B 3,43+£0,13 8,13+0,41
C 2,94 + 0,09 7,51 +0,03
D 3,34 £ 0,09 9,72+0,11
E 6,28 + 0,13 6,72 £ 0,08
F 4,82 £ 0,05 8,63+0,13
a—IN 76/2018.

A composicdo proteica do leite é influenciada por varios fatores ambientais, sendo 0s

principais: a raga, alimentacdo, manejo e doencas, assim como a estacdo do ano, estagio da
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lactacdo e idade da vaca (PEREZ JUNIOR, 2002). Flores e colaboradores (2015) analisaram
leites cru comercializados informalmente no municipio de Itaqui-RS e também encontraram
valores elevados para os teores de proteinas nas 21 amostras avaliadas pelos autores.

Todas as amostras tiveram teores de lactose acima do estabelecido pela legislacdo
vigente (Tabela 18), diferentemente das amostras de leite cru informal avaliadas por Motta e
colaboradores (2015), que obtiveram 40% das amostras com teor de lactose menor que o
estabelecido na Instrucdo Normativa 62/2011.

A determinacdo da lactose é de suma importancia para o estudo do valor nutritivo e
composicdo centesimal do leite, além de contribuir com a sua textura, cor e sabor. A lactose é
o principal carboidrato do leite e representa aproximadamente a metade dos solidos nédo
gordurosos. Sua diminuicdo esta relacionada principalmente com processos de fermentacéo,
causada por microrganismos que degradam a lactose em &cido latico, mas também pode ser
decorrente de uma restri¢do na dieta nutricional adequada dos animais (BRASIL, 2013).

Flores e colaboradores (2015), também encontraram contetdo de lactose abaixo do
preconizado na legislacdo em 47,6% das amostras de leite analisadas. Os autores relacionaram
os resultados obtidos com a alimentacdo inadequada dos animais e as mas condicdes
higiénicas sanitarias de ordenha, visto que 0s animais eram mantidos em pastagens mal
manejadas ou criados em terrenos baldios.

Existem diversos fatores que afetam a composicdo fisico-quimica e nutricional do
leite. Nesse estudo apenas duas, dentre as seis amostras avaliadas, tiveram todos os
parametros nutricionais satisfatorios. Como ndo foi possivel avaliar quantitativamente a
microbiologia dos leites analisados, € possivel podermos relacionar as variacbes da
composicdo nutricional encontrada, com as condi¢des de alimentacéo, idade e estado de saude

do animal, como também, com os intervalos inapropriados entre as ordenhas.

5.6 Pesquisa de substancias fraudulentas

Na pesquisa de substancias fraudulentas, nenhuma amostra demonstrou resultados
positivos para os adulterantes analisados, como mostrado na Tabela 19. A auséncia dessas
substancias quimicas nos leites avaliados indica que nenhuma adulteracdo proposital ou
acidental foi realizada por parte dos produtores e/ou comerciantes. Essas substancias sao
classificadas de acordo com o objetivo do seu uso, e na maioria dos estudos sdo divididas em
grupos de substancias conservadoras e/ou inibidoras, redutoras da acidez ou reconstituintes da
densidade (TRONCO, 2010).
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Tabela 19. Resultados da pesquisa de substancias fraudulentas.

Amostras

Parametros?
A B C D E F

Perdxido de hidrogénio : : . . . .

(negativo) negativo negativo negativo negativo negativo negativo

Cloro e hipocloritos negativo negativo negativo negativo negativo negativo
(negativo)

Formaldeido negativo negativo negativo negativo negativo negativo
(negativo)

Bicarbonato de sédio  negativo negativo negativo negativo negativo negativo
(negativo)

Amido : _ _ _ _ _
(negativo) negativo negativo negativo negativo negativo negativo
Sacarose negativo negativo negativo negativo negativo negativo
(negativo)

a— IN 76/2018.

Os resultados desse estudo diferem do trabalho feito por Amorim (2017), onde o autor
identificou a presenca de substancias quimicas fraudulentas em 27 amostras (27%). Das quais,
24 (24%) apresentaram-se fraudadas por substancias reconstituintes da densidade, sendo seis
(6%) positivas para sacarose. No mesmo trabalho, duas amostras (2%) foram testadas
positivas para a pesquisa de neutralizantes da acidez (bicarbonato de sédio) e, em uma
amostra (1%) foi detectada a presenca de residuos de antibioticos.

Na avaliacdo da qualidade do leite in natura, pasteurizado e esterilizado (UHT),
comercializado em barra do Bugres-MT, Rocha e colaboradores (2016), tiveram todas as
amostras (100%) com resultados negativos para adicdo de amido. Esse tipo de fraude é muito
utilizado para corrigir a densidade do leite precedido de aguagem, assim como a adicdo da
sacarose. Nenhuma amostra nesse estudo apresentou valores de densidade acima do permitido
pela Instru¢cdo Normativa 76/2018 (Tabela 11), logo os resultados conferem com testes para
amido e sacarose apresentados na Tabela 19.

Mareze e colaboradores (2015) identificaram sete amostras de leite pasteurizado
produzido por laticinios da regido norte do Parand com presenca de substancias conservadoras

e/ou inibidoras. Quatro amostras (5%) deram positivas para hipoclorito, no entanto, nenhuma
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destas amostras apresentou alteracéo fisico-quimica que pudesse sugerir a presenca de alguma
substancia conservante. O mesmo aconteceu com as trés (3,7%) amostras que testaram
positivas para sacarose, mas apresentaram resultado dentro do padrdo para crioscopia e
densidade.

Sovinski e colaboradores (2014) ndo detectaram a presenca de substancias inibidoras
em amostras de leite cru informal comercializados no municipio de Cafelandia-PR. Por outro
lado, Molina e colaboradores (2015), encontraram resultados positivos residuos de
antibioticos da classe Tetraciclinas em pelo menos uma das amostras analisadas. Contudo, no
mesmo, 0s autores ressaltam que nenhuma das amostras indicou presenca de cloro e
hipocloritos, peroxido de hidrogénio e formol, substancias muitas vezes utilizadas por
comerciantes com objetivo de conservar a matéria prima.

Os resultados obtidos por Mareze e colabradores (2015), indicam que sem a pesquisa
de substéancias fraudulentas, muitas vezes o leite fraudado pode passar despercebido pela
indstria ou até mesmo pela vigilancia sanitaria. De acordo com Tronco (2010), as
substancias fraudulentas podem mascarar os resultados de analises de conservacdo, dando
uma falsa sensacdo de qualidade ao alimento.

A utilizacdo equilibrada de substancias reconstituintes foi aperfeicoada com passar do
tempo a medida que novas exigéncias foram sendo estabelecidas pelas legislacdes. Muitas
substancias fraudulentas apresentam réapida degradacdo como é o caso do peroxido de
hidrogénio, e algumas sdo muito volateis. Dessa forma, podem dificultar a identificacdo da
adulteracdo em leites por meio das analises convencionais, quando adicionadas em

quantidades muito baixa, e pouco provaveis que apresentem efeitos adversos ao consumidor.



55

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se verificar que para todas as amostras
analisadas, foi encontrado pelo menos um pardmetro em desconformidade dos padrdes
exigidos pela atual legislagdo. Reforcando a importancia do controle de qualidade do leite,
desde o manejo, dieta balanceada e adequada dos animais, transporte, armazenamento, até a
etapa de conservacao e comercializacdo do produto final, seja como matéria prima ou produto
beneficiado.

E importante ressaltar que € impossivel obter um leite totalmente livre de
microrganismos, pois além de compor a microbiota natural do leite, estdo presentes por todo
ambiente. No entanto, algumas medidas e cuidados higiénico-sanitarios, principalmente
durante o processo de ordenha, podem melhorar sua qualidade microbiologica, e
consequentemente contribuir com a composi¢do fisico-quimica, nutricional e auxiliar na
distribuicdo de um alimento seguro para a populagéo.

No geral, as amostras de leites in natura analisadas nesse estudo demonstraram
resultados insatisfatorios, principalmente quanto a temperatura no qual o alimento é
comercializado, como também na densidade relativa, acidez em &cido latico e teores de EST,
ESD, gordura e proteinas, caracterizando os leites distribuidos na cidade como imprdprios
para 0 consumo.

A qualidade é um dos temas mais abordados nos dias atuais dentro do cenario da
producdo de lacteos, sendo considerado o somatério de varios fatores, dentre os quais, as
caracteristicas organolépticas, estabilidade microbiolégica, fisico-quimica e nutricional. Dessa
forma, o presente trabalho enfatiza a importancia dos estudos no controle de qualidade em
alimentos, como também destaca a necessidade de fiscalizagBes dos 6rgdos competentes para

garantir a qualidade e seguranca do leite comercializado no municipio de Areia/PB.
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APENDICE A: Testes de: 1-A) Enzima peroxidade e 1-B) Alizarol 72%; 2-A) Acidez
em &cido latico e 2-B) Lactose anidra (Amostra E)

1-A) Enzima peroxidase, 1-B) Estabilidade ao Alizarol 72%.

*ponto de viragem das titulacdes.



