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Resumo

A industria queijeira produz elevadas quantidades de soro de leite, sendo este o
principal subproduto obtido, tanto na producao de queijo de ovelha como de queijo de
cabra. O subproduto apresenta um perfil nutricional muito completo e é utilizado na
alimentacdo animal. Devido ao Esclarecimento Técnico n911/DGAV/2024 foi
necessario desenvolver uma norma de trabalho de modo que o pH do soro de leite
utilizado na alimentag¢do animal fosse inferior a 6.

Este trabalho teve como principal objetivo realizar uma caracterizacao fisico-
quimica do soro de leite de ovelha e de cabra, assim como determinar a concentragao
de acidos organicos necessaria para atingir o pH final pretendido. Foram analisadas 12
amostras de soro de leite de ovelha e 6 amostras de soro de leite de cabra, recolhidas
entre 11 de marc¢o e 27 de maio de 2025.

A caracterizacao fisico-quimica consistiu na determinacao do pH (6,4-6,6) e acidez
(10-13 °D) de cada um dos soros de leite assim como a respetiva composicdo
nutricional, nomeadamente a percentagem de proteina, lactose e gordura. O soro de
leite de ovelha apresentou uma composicdo mais rica nos parametros nutricionais
analisados, a exce¢do da gordura.

Os ensaios para determinar a concentra¢do de acido necessaria para o pH do soro
de leite ser inferior a 6 foram realizados com diferentes concentragées de acido citrico
e lactico. Posteriormente relacionou-se o acido organico com a temperatura, tempo de
acidificacao e perfil nutricional do soro de leite acidificado. O acido citrico (0,04%)
revelou-se ser o mais eficiente para ambos os soros de leite, sendo que se obtiveram
melhores resultados quando adicionado ao soro a 4 °C (pH<5,90 estavel durante 24 h,
com 95% de confianca). A acidificacao afetou a composi¢do nutricional, diminuindo o
teor proteico, resultados reforcados pelo FTIR-ATR, em que o acido citrico interage
nomeadamente com hidratos de carbono e sais minerais (1000-1200 cm1), tendo uma
maior estabilidade na fracdo proteica, ao contrario do acido lactico, em que as
proteinas sdo mais afetadas (bandas amida I e II).

Concluiu-se que a acidificagdo com acido citrico (0,04%) a 4 °C permitiu obter
melhores resultados em relagdo ao pH assim como perfil nutricional, mantendo-se
estes valores estaveis ao longo das 24 horas em que foram recolhidas amostras. Desse
modo a utilizagdo do acido citrico permite a valorizacao do soro de leite, utilizando-o
na alimentagdo animal, cumprindo o Esclarecimento Técnico n211/DGAV/2024.

Palavras chave

Acidos Organicos, Alimentacao Animal, Controlo de pH, Normas de Trabalho, Soro
de Leite de Ovelha e Cabra
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Abstract

The cheese industry produces massive quantities of whey, which is the main by-
product obtained in both the production of sheep's cheese and goat's cheese. The by-
product has a very complete nutritional profile, and it is used in animal feed. Due to
“Esclarecimento Técnico N211/DGAV/2024”, it was necessary to develop a standard
operation procedure so that the pH of whey, used in animal feed, was less than 6.

The main objective of this work was to perform a physicochemical characterization
of sheep and goat whey, as well as to determine the concentration of organic acids
necessary to reach the final intended pH. Twelve samples of sheep's milk whey and six
samples of goat's milk whey, collected between March 11 and May 27 of 2025, were
analysed. The physicochemical characterization consisted of determining the pH (6.4-
6.6) and acidity (10-13 °D) of each of the whey as well as the respective nutritional
composition, namely the percentage of protein, lactose, and fat. Sheep's milk whey
showed a richer composition in the nutritional parameters analysed, except for fat.

Assays to determine the acid concentration, required for whey pH to be less than 6,
were performed with different concentrations of citric and lactic acid. Subsequently,
organic acid was related to temperature, acidification time, and nutritional profile of
acidified whey. Citric acid (0.04%) proved to be the most efficient for both whey, and
better results were obtained when added to whey at 4 °C (pH<5.90 stable for 24 h, with
95% confidence). Acidification affected the nutritional composition, decreasing the
protein content, results reinforced by the FTIR-ATR, in which citric acid interacts with
carbohydrates and mineral salts (1000-1200 cm1), having greater stability in the
protein fraction, unlike lactic acid, in which proteins are more affected (amide bands I
and II).

It was concluded that acidification with citric acid (0.04%) at 4 °C allowed to obtain
better results in relation to pH as well as nutritional profile, keeping these values stable
over the 24 hours in which samples were collected. In this way, the use of citric acid

allows the valorisation of whey, using it in animal feed, complying with
“Esclarecimento Técnico N211/DGAV/2024”".

Keywords

Animal Feeding, Organic Acids, pH Control, Sheep’s and Goat’s Whey, Standard
Operating Procedure
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Estudo Comparativo da Acdo dos Acidos Lactico e Citrico na Acidificacdo do Soro de Leite de Pequenos Ruminantes

1. Introducéao

0 soro de leite é o liquido resultante da precipitacdo e remoc¢do da coalhada durante
a producao de queijo. Apresenta como cor caracteristica o verde-amarelado turvo. O
soro de leite é constituido principalmente por d4gua e compostos organicos, sendo a
lactose aquele que se apresenta em maior quantidade, seguida das proteinas (Ramos
etal, 2016).

Para compreender melhor o volume de soro de leite que é obtido durante a
produgdo de queijo, cerca de 80-90% do leite que é usado na producdo acaba por se
transformar em soro, e apenas 10% do leite faz parte da constituicdo do queijo. Este
subproduto pode ser classificado em soro doce ou em soro acido consoante o tipo de
coagulacdo que é realizada no queijo. O soro de leite doce é obtido da producdo de
queijos curados (pH 5,8-6,6) e o soro de leite acido é o subproduto da producao de
queijos Cottage (pH 3,6-5,1) (Krolczyk et al., 2016).

Segundo o relatério anual da Comissao Europeia, elaborado em 2023, em Portugal
foram produzidas e utilizadas 87,4 mil toneladas de soro de leite na sua forma liquida,
no ano de 2022. Considerando a producdo total de soro de leite no pais, segundo
informacgao disponibilizada referente ao ano de 2017, foram produzidas cerca de 508
mil toneladas de soro de leite (European Commission, 2023).

Do mesmo modo que o leite, o soro de leite pode estar associado a diferentes
animais, como vacas, ovelhas e cabras, e por esse motivo apresenta caracteristicas
diferentes consoante a espécie produtora. Ao longo deste trabalho ira ser abordado o
soro de leite de pequenos ruminantes nomeadamente ovelhas e cabras. O soro de leite
de ovelha apresenta-se como tendo valores elevados de proteina, gordura e lactose
quando comparado ao soro de leite de cabra, sendo estes dois subprodutos diferentes
na sua composic¢do nutricional (Cambéias, 2020).

0 soro de leite pode ter diversas utilizacdes assim como formas de ser
reaproveitado, sendo a alimentacao animal uma delas (Krolczyk et al., 2016). Para o
soro de leite poder ser administrado na dieta dos animais é necessario cumprir alguns
requisitos, nomeadamente que o seu pH, passadas 16 horas ap6s a formacao do soro,
seja inferior a 6 (DGAV, 2024).

Aditivos, como acidos organicos, podem ser utilizados na alimentag¢do animal, desde
que cumpram requisitos especificos de concentracdes fornecidas aos animais e
métodos de producgdo do aditivo, segundo o Regulamento de Execuc¢ao (EU) 2022 /415.
0 acido citrico e o acido lactico sdo dois exemplos desses aditivos (Comissao Europeia,
2022). De modo a ser possivel diminuir o pH do soro de leite para valores aceitaveis
ira ser necessario utilizar aditivos, sendo os acidos citrico e lactico opgdes vidveis, uma
vez que podem ser utilizados na alimenta¢do animal.

Este estagio teve como principal objetivo realizar a caracterizagao fisico-quimica do
soro de leite de ovelha e de cabra, assim como elaborar uma norma de trabalho para a
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acidificagdo do soro de leite com acidos organicos, de modo a cumprir o valor de pH
inferior a 6,0 de acordo com o Esclarecimento Técnico n211/DGAV/2024.

2. Local de Estagio

O trabalho de estagio foi realizado na Queijaria Lourenco & Filhos, Lda. Esta
empresa familiar foi fundada ha cerca de 40 anos na localidade de Tostao, perto de Vila
Velha de Rédio, onde se encontra atualmente a funcionar, na zona industrial. Nunca
esquecendo a tradicdo, Lourenco & Filhos (Figura 1) modernizou-se ao longos dos
anos, dispondo atualmente de modernas tecnologias de fabrico de queijo. A sua
producdo engloba principalmente o Queijo de Ovelha Curado (Figura 2), mas também
se dedica a producao de Queijo de Cabra, DOP da Beira Baixa e o emblematico Queijo
Queimoso, que remonta a fundacao da Queijaria, que iniciou o seu trabalho com a
recolha de queijos frescos e a sua transformac¢do em Queijo Queimoso. Desse modo sdo
produzidos os reconhecidos Queijos Lourenc¢o, uma marca que se associa ao queijo na
regiao da Beira Baixa.

Figura 2 — Queijos de Ovelha Curados, elaborados na Queijaria Lourenco & Filhos, e disponiveis
ao consumidor nos seus 4 formatos: zero, pequeno, médio e grande.
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3. Producéao de Queijo de Ovelha e de Queijo de Cabra

A producdo do queijo de ovelha curado (Figura 3) inicia-se com a rececdo do leite
de ovelha, que é armazenado em condi¢Oes controladas, a temperatura de cerca de 6
°C, num tanque de refrigeracdo indicado a conservacdo do leite cru. O leite pode ser
armazenado até cerca de 48 horas, sendo depois este utilizado no processo de
producdo do queijo. O leite cru é entdo encaminhado para a cuba, onde é elevada a
temperatura do mesmo até cerca de 30 °C, sendo adicionado o sal, anti-butirico, e por
fim o coalho, quando a temperatura se encontra préxima de 30 °C, permitindo assim a
coagulacdo. Passados alguns minutos a coalhada encontrar-se-a nas condigdes
pretendidas e procede-se assim ao corte da mesma, sendo que a medida que ocorre é
possivel observar-se o soro a surgir na superficie da coalhada (Rodrigues, 2023).

De seguida a coalhada e o soro sdo encaminhados para a enchedora, onde a
coalhada é colocada do interior dos moldes, que irdo dar forma ao queijo, enquanto o
soro é armazenado num tanque no fundo da maquina onde é feito o enchimento, uma
vez que ocorre o dessoramento durante este processo. O soro é recolhido na etapa de
enchimento dos moldes de forma automatica, sendo este encaminhado para um tanque
de refrigeracdo, atingindo as condi¢des ideais de temperatura que permitem o controlo
das suas caracteristicas fisico-quimicas assim como microbiolégicas (Nunes, 2018).

Apébs o enchimento dos moldes, estes sao colocados a prensar, retirando assim o
soro excedente da massa e dando estrutura ao queijo. O tempo e a pressao de
prensagem variam consoante o tipo de queijo, sendo que apds esta etapa se procede a
desenformagem, realizando-se de forma automatica, encaminhando-se assim para a
salmoura.

A salmoura consiste num tanque com agitacdo e expressores onde o queijo é
mergulhado numa solugdo aquosa com elevada concentracdo de sal. O queijo retirado
da salmoura é colocado na camara onde é realizada a 12 maturacao, cerca de 15 dias.
As condi¢des desta cdimara com temperatura e humidade controladas permitem que as
bactérias naturalmente presentes no queijo iniciem a fermentagdo do mesmo (DGADR,
2025).

Posteriormente é feita a aplicacdo do “anti-bolor” que impede o desenvolvimento
de fungos filamentosos na superficie do queijo, ajudando na sua conservacao. O queijo
¢ assim encaminhado para a cimara onde se realiza a 22 maturacdo (durante 2 a 3
semanas) e consoante o tempo de maturacao do queijo, é colocado na 32 camara, onde
ocorre a ultima fase da maturacao do queijo, até estar pronto para a expedi¢do (Nunes,
2018).

Durante todas as etapas de maturacdo do queijo, € realizada a sua manutencgao e
viragem, que consiste em verificar se a superficie do queijo se encontra homogénea, se
existe crescimento de fungos e se € necessario colocar a cinta em torno queijo de modo
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a manter a sua estrutura durante a matura¢do. Queijos com uma pasta mais mole,
necessitam de ter a cinta em torno deles até a expedicao.

Por fim, o queijo é embalado e rotulado de acordo com as preferéncias do

consumidor, seguindo-se a expedicao do mesmo.
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Figura 3 — Fluxograma de producao do queijo de ovelha curado. Este fluxograma apresenta a
explicacdo da producao do queijo etapa a etapa assim como o encaminhamento do soro que é

obtido como subproduto da producao.
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4. Soro de Leite

0 soro de leite € um subproduto liquido da industria de produg¢do de queijo, e
resulta da separacdo da caseina do leite, ao fim de suceder a coagulacdo da mesma,
processo conhecido como dessoramento da coalhada (Azedo, 2018). Do volume total
de leite utilizado na produgdo de queijo, cerca de 80 a 90% é recolhido na forma de
soro, e o mesmo contém aproximadamente 55% dos nutrientes do leite nomeadamente
a lactose, proteinas soluveis, matéria gorda, vitaminas e minerais (Gouveia, 2016).

A composicdo do soro esta relacionada diretamente com o leite utilizado,
nomeadamente com a espécie produtora do leite e a altura do ano, fatores que
influenciam a composicdo do leite. Para além do mais, o tratamento a que o leite é
sujeito durante o processo de producdo do queijo como aquecimento, homogeneizagao
e adicdo de alguns compostos necessarios a elabora¢do do queijo, também podem
influenciar a composicao do soro. Por fim, todos os processos a que o soro pode ser
sujeito apds a sua separacdo da coalhada também podem influenciar as suas
caracteristicas (Cambéias, 2020).

4.1. Composicao do Soro de Leite de Ovelha e do Soro de Leite de
Cabra

As propriedades do soro dependem nomeadamente do leite utilizado na producao
de queijo, como tal, o soro de ovelha e o soro de cabra apresentam algumas diferencgas
na sua constituicao (Colmenares et al., 2023).

O soro de leite de ovelha é reconhecido por ter um teor proteico superior ao de
cabra, o que vai de encontro ao facto de o leite de ovelha ter uma quantidade de
proteina superior ao de cabra (Tabela 1). Do mesmo modo, o teor de gordura no soro
de ovelha também é superior ao de cabra. E importante destacar que o teor de lactose
do soro segue o mesmo padrao, relacionando-se com a quantidade de lactose do leite
de ovelha ser superior (Tabela 2). Por outro lado, os valores de pH sao inferiores no
soro de leite de ovelha quando comparados com os valores do soro de leite de cabra,
apesar de a diferenca ser relativamente baixa entre ambos (Cambdias, 2020).
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Tabela 1 — pH e composicao nutricional do soro de leite de cabra e do soro de leite de ovelha,
adaptado de Cambdias, 2020.

Parametros Soro de Leite de Cabra Soro de Leite de Ovelha
pH 54-6,2 53-59
Solidos Totais (%) 6,8-7,8 95-10,5
Minerais (%) 0,7-0,8 1,2-1,8
Lactose (%) 3,8-42 4,3-6,1
Proteina (%) 0,8-1,0 1,6 -1,8
Gordura (%) 0,5 1,7-2,5

Tabela 2 — Composicao fisico-quimica do leite de cabra e do leite de ovelha por 100 g de leite,
adaptado de Camboias, 2020.

Parametros Leite de Cabra Leite de Ovelha
Energia (cal) 67,0 107,7
Agua (%) 87,5 80,4
Gordura (%) 3,8 7,6
So6lidos Nao Gordos (%) 8,9 12,0
Lactose (%) 4,1 4,9
Proteina (%) 3,4 6,2

Cinza (%) 0,86 0,90

4.2. Soro de Leite e Alimentacdao Animal

0 soro de leite é um dos principais subprodutos que resulta da producao de queijo,
sendo um efluente altamente poluente. Por esse motivo, quando descartado no meio
ambiente, sem tratamento prévio, tem diversos impactos ambientais severos. Assim
sendo, diversos paises membros da Unido Europeia adotaram legislacdo rigorosa de
modo a controlar a eliminagao correta deste subproduto da industria agroalimentar
(Guerreiro, 2018).

Os subprodutos da industria agroalimentar tém sido cada vez mais utilizados na
alimentac¢do animal, tendo impactos positivos tanto para a saiide do animal assim como
para a sustentabilidade ambiental. Desse modo, é refor¢ada a aplicacao da economia
circular na industria agroalimentar (Sutera et al., 2023).

Ao longo de varios anos, o soro de leite foi utilizado na alimentagdo animal de
suinos, ovinos e bovinos ou entdo aplicado como fertilizante no solo. Devido ao seu
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elevado valor nutricional, ainda continua a ser considerado um bom suplemento que
pode ser reinserido na cadeia leiteira para a alimentag¢do animal (Ryan & Walsh, 2016).

O soro de leite é um subproduto que, como alimento para animais, fornece
proteinas de elevada qualidade e lactose, juntamente com calcio, fosforo, enxofre e
vitaminas soltveis em 4gua (Sutera et al., 2023). E importante ter em consideracio que
0 excesso de determinados componentes do soro como a lactose e alguns minerais
poderdo causar efeitos prejudiciais aos animais. Como tal, é necessario estabelecer
limites na quantidade de soro que pode ser disponibilizada para consumo a cada
animal (Ryan & Walsh, 2016).

A utilizacdo do soro de leite, a nivel econdémico, tem diversos beneficios,
nomeadamente a reducdo de custos associados ao tratamento do subproduto em
estacOes de tratamento de dguas residuais. Dessa forma, o soro como alimento para
animais apresenta beneficios ndo sé econémicos como também ambientais (Palmieri
etal,2017).

Num estudo realizado por Palmieri et al. (2017) em que, numa dieta de vacas em
lactacao, se substituiu parcialmente a agua potavel dos animais por soro de leite,
verificou-se que esta alimentacdo ndo teve alteracdes relativamente a producdo de
leite. Para além do mais, se o animal se encontrar num regime alimentar equilibrado, a
ingestdo do soro ndo iria afetar o peso, o desempenho reprodutivo, a sadde mamaria e
a atividade ruminal dos animais em lactacgao.

4.3. Regulamentacado do Soro de Leite para Alimentacao Animal

O soro de leite é um subproduto com elevado potencial para ser utilizado na
alimentacdo animal. No seguimento disso, surgiram regulamentacdes por parte do
Parlamento Europeu e da Direcdo Geral de Alimentacao e Veterinaria (DGAV).

O Regulamento (CE) n? 1069/2009 define que produtos derivados de leite nao
destinados ao consumo humano, desde que sejam matérias de categoria 3, podem ser
utilizados na alimentagdo animal, desde que cumpram determinadas caracteristicas
definidas nesse mesmo regulamento. As matérias de categoria 3 sdo subprodutos
animais que apresentam um menor risco sanitdrio, o que significa que sado
considerados seguros para determinados usos, como por exemplo a alimentacdo de
animais.

No ambito da utilizagdo de produtos derivados do leite para a utilizacao direta na
alimentacdao de animais de criacdo, a DGAV emitiu o Esclarecimento Técnico
n211/DGAV/2024. Neste esclarecimento técnico refere-se que “Soro de leite produzido
a partir de produtos a base de leite ndo tratado termicamente, que foi recolhido pelo
menos 16 horas apés a coagulacao do leite e cujo pH registado deve ser inferior a 6,0
antes de fornecer o soro de leite para alimentacdo animal.”.
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Como tal, o soro de leite fornecido aos animais deve ter um pH inferior a 6,0. Assim
sendo, é necessario proceder a acidificagdo do soro recorrendo a acidos organicos
seguros para a alimentag¢do animal, como o acido citrico e o acido lactico.

4.3.1. Normas de Trabalho e Plano HACCP

0 sistema HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points) é uma das principais
formas de controlar a seguranga dos alimentos, tanto a nivel da producdo como do
consumo dos alimentos. O HACCP tem por base 7 principios estabelecidos pelo Codex
Alimentarius, incluindo a analise de perigos, determinacao de pontos criticos de
controlo (PCC), definicdo de limites criticos, monitorizacdo, agdes corretivas,
verificacao e registos documentados. Para além do mais, o sistema HACCP tem como
objetivo identificar, avaliar e controlar os perigos que possam comprometer a
seguranca dos alimentos, tendo um ponto de vista preventivo em vez de corretivo (ISO
22000, 2018).

Para se compreender melhor como funciona o sistema HACCP é necessario abordar
0 que sdo os Pontos Criticos de Controlo (PPC). Os PCC sdo etapas detalhadas do
processo de producdao/ manipulacao dos alimentos em que se podem aplicar medidas
para prevenir, eliminar ou reduzir perigos especificos para niveis considerados
aceitaveis. Por exemplo, o controlo de temperatura e tempo de pasteurizacgado do leite
cru para a producdo de iogurtes é um PCC comum, pois impede o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos. A identificacao de um PCC pode ser feita recorrendo a
uma arvore de decisdo, garantindo uma abordagem objetiva na prevencao dos riscos
associados aos alimentos (Aslani et al., 2024).

De modo que a implementacdo do sistema HACCP seja considerada eficaz, tem de
estar associada a programas de pré-requisitos (PPR). Os PPR permitem ter um
ambiente higiénico adequado a manipulacao segura de alimentos e bens alimentares,
que podem ser destinados tanto a alimentacdo humana como animal. Os principais PRR
sdo a limpeza e desinfecdo, controlo de pragas, higiene pessoal, manutencdo de
equipamentos e formacdo dos trabalhadores. Para ser feita uma aplicacao do HACCP
de forma eficaz, estes requisitos devem ser cumpridos. A utilizacdo de normas de
trabalho facilita o trabalho dos operadores, orientando a execugao das suas tarefas de
forma segura e eficaz. Uma norma de trabalho bem delineada é um aliado fundamental
no cumprimento tanto dos PPR como do sistema HACCP (Wallace et al., 2018).
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5. Acidos Orgénicos e Alimentacdo Animal

5.1. Acido Citrico

0 acido citrico (CgHgO7) é um acido organico com 3 constantes de dissocia¢do a 25
°C de pK; = 3,14, pK; = 4,77 e pK3z = 6,39. Pode ser reconhecido de diversas formas,
nomeadamente a forma anidra, com uma coloragdo branca e a forma monoidratada
que se apresenta como cristais incolores e transparentes (Ciriminna et al, 2017;
Ksiagzek, 2024).

Este acido organico tem uma elevada solubilidade em agua (62,07% a 25 °C) (EFSA,
2015). Para além do mais, devido ao seu papel no ciclo de Krebs estd presente em quase

todos os organismos vivos. E um constituinte com concentracdes elevadas
nomeadamente em frutas citricas (Ksiazek, 2024).

A sua producao industrial é feita recorrendo principalmente ao fungo Aspergillus
niger, que tem uma elevada capacidade produtiva. O acido citrico tem diversas
utilizacdes sendo uma das mais relevantes a da industria alimentar. Para além disso, o
acido citrico tem sido cada vez mais estudado devido a sua versatilidade funcional
(Ciriminna et al., 2017). De acordo com a Unido Europeia, o acido citrico é classificado
como um aditivo alimentar (E330) (EFSA, 2015).

Quando este acido é utilizado na alimentacdo animal, ha um conjunto de
especificagcdes que devem ser cumpridas. Segundo o Regulamento de Execucdo (EU)
2022/415, o acido citrico utilizado na alimentacao animal deve ter uma pureza igual
ou superior a 99,5% (na matéria seca). Pode ser utilizada a forma anidra ou mono-
hidratada, desde que o aditivo seja produzido por Aspergillus niger DSM 25794 ou
Aspergillus niger CGMCC 4513 /CGMCC 5751 ou Aspergillus niger CICC 40347 /CGMCC
5343. Considerando todas as espécies animais, o limite para a utilizacdo deste aditivo
na alimentacao animal é de 15 000 mg de aditivo por kg de alimento completo com um
teor de humidade de 12%.

5.2. Acido Lactico

0 4cido lactico (C3HgO3) é um acido que apresenta atividade 6tica, podendo ocorrer
em duas formas enantioméricas: o L (+) -acido lactico e o D (=) -acido lactico (Martinez
et al, 2013). As duas formas, de um ponto de vista fisico-quimico, apresentam
propriedades semelhantes, como a solubilidade, densidade e o ponto de fusao,
apresentando apenas diferencas quando reagem com outros compostos quiralmente
ativos (Komesu et al.,, 2017).

O A&cido lactico é utilizado na sua forma liquida, apresentando-se incolor ou
ligeiramente amarelado e com uma textura viscosa, com uma elevada solubilidade em
agua. A nivel industrial, é produzido recorrendo a fermentagdo das bactérias acido
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lacticas (LAB), sendo este o método mais utilizado para a obtengao do isomero L (+),
que é a forma mais predominante na natureza (Ungvarsky, 2024).

Este 4cido é muito utilizado a nivel industrial, destacando-se a sua utilizacdo como
aditivo alimentar. Como tal, 70% da producdao mundial do acido lactico é destinado a
esta industria. E amplamente utilizado devido ao facto de ser um composto
biodegradavel e considerado seguro para o consumo humano (Komesu et al., 2017). De
acordo com a Unido Europeia, o acido lactico é classificado como um aditivo alimentar
(E270) (FEEDAP, 2015).

A semelhanca do que acontecia com o acido citrico, quando o acido lactico é
utilizado na alimentac¢do animal ha um conjunto de especificacdes que devem ser
cumpridas. Segundo o Regulamento de Execucao (EU) 2022/415, o acido lactico
utilizado na alimentacdo animal deve ter uma pureza igual ou superior a 72% (na
forma liquida). A formulagdo correta do aditivo que pode ser utilizada deve ter uma
percentagem inferior a 5% de acido D-lactico e uma superior a 95% de acido L-lactico.
Para além do mais, deve ser produzido por fermentacdo por Bacillus coagulans (LMG
S-26145 ou DSM 23965) ou Bacillus smithii (LMG S-27890) ou Bacillus subtilis (LMG S-
27889). Considerando todas as espécies animais, o limite para a utilizagdo deste aditivo
na alimentacao animal é de 20 000 mg de aditivo por kg de alimento completo com um
teor de humidade de 12%. No caso de suinos e ruminantes com um rimen funcional,
este valor é de 50 000 mg.

6. Materiais e Métodos

6.1. Recolha das Amostras

As amostras de soro de leite foram recolhidas entre 11 de margo e 27 de maio de
2025 (Tabela 3). Foram utilizados copos esterilizados de 100 mL para a recolha das
diferentes amostras de soro de leite. Para aumentar a confianga das amostras
recolhidas, tentou-se que a recolha fosse realizada sempre da mesma forma, que o soro
fosse retirado sempre do mesmo local, mantendo a temperatura de recolha constante.
Do mesmo modo, o transporte do soro de leite até ao laboratério de Nutricio Animal
da Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco, foi realizado
mantendo sempre as temperaturas de refrigeracao adequadas, de modo a reduzir o
efeito das variacoes de temperatura nos parametros analisados da amostra.

De modo a ser possivel a utilizagdo das amostras de soro de cabra, foi necessario
congelar as mesmas, sendo somente descongeladas quando necessario. Isto deveu-se
ao facto de a producao do queijo de cabra ocorrer nas sextas-feiras ao fim do dia, e o
soro sé poder ser analisado no laboratério segunda-feira. Uma vez que a producdo sé
foi realizada de 15 em 15 dias, recolheu-se um menor niimero de amostras de soro de
leite de cabra comparativamente ao nimero de amostras de soro de leite de ovelha.
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Tabela 3 — Amostras de soro de leite recolhidas, tipo de soro e data de recolha.

Amostras Tipo de Soro de Leite Data da Recolha
ov1 11/03/2025
ov2 18/03/2025
ov3 25/03/2025
ov4 01/04/2025

Soro
OV5 q 08/04/2025
e
oveé 10/04/2025
Leite
ov7 q 14/04/2025
e
ovs8 15/04/2025
Ovelha
ov9 28/04/2025
0ov10 06/05/2025
ov11 12/05/2025
ov12 19/05/2025
CA1 11/04/2025
Soro
CA2 q 11/04/2025
e
CA3 22/04/2025
Leite
CA4 q 22/04/2025
e
CA5 23/05/2025
Cabra
CA6 23/05/2025

6.2. Parametros Fisico-Quimicos

Os parametros fisico-quimicos analisados foram o pH e acidez titulavel, assim como
a constituicdo do soro de leite em gordura, proteina, lactose, s6lidos totais e s6lidos nao
gordos.

6.2.1. pH e Acidez Titulavel

Para proceder a medicdo do pH assim como a acidez titulavel para cada amostra
recolhida foram realizadas 5 repeticoes.

A medicao do pH foi realizada com o equipamento Table pH meter FiveEasy F20
standard, com uma sonda para amostras liquidas assim como uma sonda de
temperatura. Devido ao facto de a temperatura influenciar as medig¢des do pH, tentou-
se que a temperatura das diversas amostras fosse semelhante, de modo a reduzir o erro
quando se comparavam as amostras de diferentes dias (Barron et al.,, 2019).
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A determinacdo da acidez titulavel do soro de leite foi realizada de acordo com
Norma Portuguesa “NP-470 (1983) - Leites. Determinacao da acidez.”. A acidez é
expressa como os mililitros de uma solucao de hidréxido de s6dio 0,1 N necessario para
neutralizar 1 litro da amostra. A titulacdo é realizada utilizando uma solucao alcodlica
de fenolftaleina a 0,2% (Tomovska et al., 2016). Desse modo, para se obter a acidez
titulavel do soro de leite foram colocadas 6 gotas de solucdo alcodlica de fenolftaleina
a 0,2% em 10 mL de soro de leite. De seguida titulou-se com a solugdo de hidréxido de
sédio 0,1 N até a viragem do indicador para a cor rosa-carmim caracteristica que fosse
persistente durante pelo menos 10 segundos.

A acidez titulavel do soro de leite expressa-se em mL de solugdo de NaOH com 0,1
N por litro de leite. Assim sendo, a acidez titulavel é obtida segundo a equacdo 1. Por
outro lado, o resultado também pode ser expresso em °Dornic, utilizando a equagao 2.

Acidez titulavel = 10 X V(NaOH) (D
Acidez titulavel (°D) = 9 X V(NaOH) (2)

6.2.2. Composicao Nutricional do Soro de Leite

A determinacdo da gordura, proteina, lactose, s6lidos totais e sélidos nao gordos foi
realizada utilizando o equipamento MilkoScan Mars® (FOSS, Dinamarca) programado
para a medig¢do do soro de leite.

O MilkoScan Mars é um equipamento que permite a analise de leite e produtos
lacteos (natas e soro de leite), que tem por base no seu funcionamento a espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Este equipamento foi
desenvolvido para ser um sistema pratico, acessivel de ser utilizado na industria, uma
vez que permite uma quantificacdo rapida e simultanea de componentes essenciais do
leite. As analises sdo realizadas no infravermelho médio, nao sendo divulgado pelo
fabricante os comprimentos de onda especificos que sao utilizados (FOSS, 2025).

A metodologia usada no equipamento fundamenta-se na absor¢do seletiva de
radiacdo infravermelha pelas ligacdes quimicas especificas dos compostos organicos
do leite. Os espetros que surgem dessa andlise sdo analisados pelo software,
permitindo a quantificacao precisa de cada um dos constituintes. Para além do mais, o
equipamento permite detetar adulterantes no leite como ureia, sacarose, formaldeido
e nitrato de potassio (FOSS, 2015).

As amostras de soro de leite foram colocadas no banho-maria a cerca de 41 °C
(Salomone-Caballero et al., 2024). Esta temperatura permite obter as condig¢des fisico-
quimicas ideias para a leitura da amostra, uma vez que, com o aumento da temperatura,
a fluidez da amostra aumenta assim como a homogeneidade da gordura na amostra,
neste caso, o soro de leite (Hlavac et al, 2014).
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6.3. Influéncia dos Acidos Organicos no pH do Soro de Leite

Para a avalia¢do da influéncia dos acidos organicos, acido citrico (AC) e acido lactico
(AL), no pH do soro de leite de ovelha e cabra, foram realizados ensaios preliminares
com concentragdes que variaram entre 0-2%, no caso do AL e com concentragdes que
variaram entre 0-2%, 0-0,5% e por fim 0-0,1%, no caso do AC.

Foram realizadas as medi¢des de pH e temperatura correspondente a cada amostra
acidificada com uma determinada concentracao de acido. Estes testes permitiram
afinar o intervalo de concentragdes, permitindo assim obter o intervalo final utilizado
no ensaio principal.

6.4. Avaliacdo da Influéncia da Temperatura e do Tempo na
Acidificacdo de Soro de Leite

De modo a compreender-se melhor como iria ser a aplicacdo da acidificacdo a
grande escala assim como se a temperatura influenciava a acidificagao, foi simulado,
com soro de leite de ovelha, a acidificacdo em 10 L de soro, utilizando a concentragao
que tinha sido definida nos ensaios como sendo a mais promissora para a acidificacao
atingir o pH pretendido. O soro foi acidificado com acido citrico a 30 °C (A) e a 4 °C (B),
e foram recolhidas amostras no momento da acidificacdo (A1l e B1), ao fim de 1 hora
da acidificacdo (A2 e B2) e ao fim de 24 horas (A3 e B3), tendo sido recolhidas também
amostras de soro ndo acidificado que se encontravam nas mesmas condi¢cdes de
conservacao, representados por X.

Do mesmo modo que foi realizado para o acido citrico, foi simulado, com soro de
leite de ovelha e acido lactico, a acidificacdo em 10 L de soro, utilizando a concentragao
que tinha sido definida nos ensaios como sendo a mais promissora para a acidificacao
atingir o pH pretendido. O soro foi acidificadoa 30 °C (C) e a4 °C (D), e foram recolhidas
amostras no momento da acidificagdo (C1 e D1), ao fim de 1 hora da acidificacao (C2 e
D2) e ao fim de 24 horas (C3 e D3).

De cada amostra recolhida, foi determinado o pH e acidez titulavel, em triplicado,
assim como a composi¢do do soro acidificado, recorrendo ao equipamento MilkoScan
Mars® (FOSS, Dinamarca). Esta acidificacdo foi apenas realizada em soro de leite de
ovelha, uma vez que a producdo do queijo de cabra acontecia quando nao era possivel
acompanhar a acidificacdo do soro durante 24 horas.

6.5. Caracterizacdo Quimica por FTIR - ATR da Influéncia de Acidos
Organicos no Soro de Leite
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A Espectroscopia de Reflexdo Total Atenuada por Transformada de Fourier no
Infravermelho (FTIR-ATR) consiste na identificacdo de compostos com base na sua
absorcdo de radiacdo infravermelha. Nesta técnica analitica, um feixe de radiacao
infravermelha incide sobre um cristal com um elevado indice de refracao e sofre
reflecces internas. A amostra é entao colocada na superficie do cristal, onde a onda
penetra superficialmente na amostra. Obtém-se o espetro infravermelho caracteristico
da amostra, uma vez que parte da energia é absorvida pelas ligacdes quimicas
presentes na amostra (Davies, 2025).

Para determinar os espetros dos soros de leite e acidos organicos citrico e lactico,
foi utilizado um espetrémetro Bruker Alpha (Bruker Optics GmbH, Ettlingen,
Alemanha) com um cristal de diamante. De cada amostra foram realizados 5 espetros,
com 180 scans por espetro e uma resolucao espetral de 8 cm1 na gama de 375 a 4000
cm-l. Para além do mais, foi realizado um background antes de ser efetuada a leitura
das amostras, e os espetros foram recolhidos com uma temperatura ambiente padrao
de 25 °C.

No total, foram analisadas 8 amostras, sendo elas o soro de leite de ovelha sem
adicdo de acido (0OV), com a adi¢do de &cido citrico (OVAC) e com adi¢do de acido lactico
(OVAL), repetindo-se o mesmo para as amostras de soro de leite de cabra (CA, CAAC,
CAAL). Foram também realizados os espectros do acido citrico (AC) e lactico (AL) nas
concentragdes determinadas como as ideais para se obter um pH do soro de leite
inferior a 6, sendo essa a mesma concentragdo de acido que se encontrava nas amostras
de soro de leite com acido que foram utilizadas para a elaboragao dos espetros.

6.6. Analise Estatistica de Dados

O tratamento estatistico aplicado aos dados de acidificacdo em larga escala foi
realizado por meio do software estatistico SPSS v.26.

Aplicou-se uma ANOVA de trés fatores para avaliar os efeitos do tempo, do tipo de
acido e da temperatura sobre os valores de pH. Consideraram-se como fatores fixos o
tempo (0, 1 e 24 horas), o acido (citrico e lactico) e a temperatura (4 °C e 30 °C), bem
como suas interagdes.

Para a avaliacdo do impacto da acidificagdo no perfil de nutrientes do soro
destinado a alimentag¢do animal, utilizou-se uma ANOVA de uma via para comparar os
teores de gordura, lactose, proteina, solidos totais e so6lidos ndo gordurosos nos
diferentes periodos (0, 1 e 24 horas).

A normalidade dos residuos foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk (W >
0,9). Os residuos foram inspecionados visualmente quanto a homogeneidade, de modo
a assegurar o atendimento aos pressupostos da ANOVA. Consideraram-se
significativos os resultados com p < 0,05.
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7. Resultados e Discussao

7.1. Parametros Fisico-Quimicos
7.1.1. pH e Acidez Titulavel

O pH do soro de leite de ovelha e do soro de leite de cabra apresentou valores muito
semelhantes entre si, com um pH de cerca de 6,6 (Figura 4). Estes dados apresentam-
se ligeiramente discrepantes da informacao recolhida, uma vez que, como apresentado
na Tabela 1, o valor maximo de pH encontrava-se associado ao soro de leite de cabra,
com um pH de 6,2.

Mas como o soro de leite analisado é um soro doce, os valores determinados sao
suportados por isso, uma vez que o valor de pH do soro doce é de 5,8 a 6,6, 0 que vai de
encontro ao obtido, com um pH a variar entre 6,4 e 6,6. As discrepancias estarao
associadas, nomeadamente ao processo produtivo do queijo, assim como ao leite
utilizado, raca e altura do ano da ordenha (Kasapidou et al., 2023).

6.8
66 | & 3 I b E k& .
6,4
6,2

6,0

pH

58
5,6
54

52

5,0

OVl 0OvV2 0V3 0vV4 0V5 0Ve O0V7 0V8 0V9 0V10 0OV11l 0Vi2 CA1 CA2 CA3 CA4 CA5 CAe6

Figura 4 —pH das amostras de soro de leite de ovelha (OV1 a OV12) e do soro de leite de cabra
(CA1 a CA6) analisadas, com uma temperatura de 14,6 + 1,6 °C.

0 soro de leite analisado apresentou valores entre 10 e 13 °Dornic (Figura 5 e 6),
sendo que o soro de leite de cabra apresentou valores ligeiramente inferiores, podendo
isso ser devido as diferencas na composicao de cada um dos soros de leite, assim como
do proprio leite que originou o queijo. Como explicado anteriormente, a composicao
do leite, influencia a composi¢cdo do soro, assim como os seus parametros fisico-
quimicos, como a acidez titulavel.
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Figura 5 — Acidez titulavel, parametro fisico-quimico do soro de leite expressa em mL NaOH com
0,1 N /L de soro de leite, das amostras de soro de leite de ovelha (OV1 a OV12) assim como do
soro de leite de cabra (CA1 a CA6) analisadas.
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Figura 6 — Acidez titulavel, parametro fisico-quimico do soro de leite expressa em °Dornic, das
amostras de soro de leite de ovelha (OV1 a OV12) assim como do soro de leite de cabra (CA1 a
CA6) analisadas.

Do mesmo modo a acidez do soro de leite obtida, expressa em °Dornic, esteve de
acordo com o esperado. O soro de leite doce, como é o caso do soro de leite de ovelha e

de cabra analisados, esti caracterizado como tendo um valor entre 13 e 16 °Dornic
(Smith et al, 2016).
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7.1.2. Composicao Nutricional do Soro de Leite

A composicdo do soro de leite constituiu na analise dos parametros apresentados
na Tabela 4, e foi analisado tanto o soro de leite de ovelha como o soro de leite de cabra.
Ambos apresentaram valores muito semelhantes aos que caracterizavam cada um dos
soros (Tabela 1).

Tabela 4 — Composicao nutricional do soro de leite de ovelha e cabra realizada através do
equipamento MilkoScan. Os valores sao apresentados como média + desvio padrao (n = 18).

Soro de Leite  Soro de Leite Soro de Leite Soro de Leite

Componentes (%)

de Ovelha de Ovelha de Ovelha de Cabra 4

com Acido com Acido

Citrico(M (2 Lactico (1 (3)
Gordura 1,08 +0,12 0,87 £0,01 0,92 +0,02 1,10 £ 0,09
Lactose 4,76 + 0,28 5,02 +0,06 5,04 +0,02 4,50+0,13
Proteina 1,31 +0,08 1,26 + 0,02 1,28 + 0,01 1,00 + 0,07
Solidos Totais 8,63+0,52 8,64 +0,08 8,66 + 0,08 8,04 +0,27
Solidos Nao Gordos 7,55+0,43 7,77+ 0,07 7,74 £ 0,07 6,95+ 0,20

() 0 soro de leite de ovelha com acido citrico e lactico utilizou-se n=3.

@) Acidificado com acido citrico a 0,04%.

G) Acidificado com acido lactico a 0,075%.

) Para o soro de leite de cabra acidificado nao se registou a composicao nutricional.

Apenas a percentagem de gordura do soro de leite de cabra foi ligeiramente
superior ao documentado (Camboias, 2020), o que podera estar relacionado com a
época do ano em que foi recolhido o soro, uma vez que durante a primavera a produc¢ao
é superior e a composicdo do leite apresenta um maior teor de gordura. Para além do
mais, como foi analisado um menor niimero de amostras de soro de leite de cabra, estas
poderado ser menos representativas das variacdes dos constituintes do soro de leite ao
longo do periodo de recolha de amostras.

Quando se compara o soro de leite de ovelha com o de cabra, o primeiro apresenta
uma maior percentagem de todos os componentes analisados, tirando a gordura, que
se apresenta muito semelhante em ambos os soros de leite.

E importante destacar que o teor proteico do soro de ovelha se apresenta muito
mais vantajoso, uma vez que este, quando se relaciona o soro com a alimentagao
animal, é o constituinte destacado como tendo uma elevada contribuicdo para o
desenvolvimento do animal.

Cada constituinte do soro de leite, nomeadamente a proteina, lactose e gordura tem
um conjunto de vantagens associadas a utilizacdo do subproduto na alimentagao
animal. As proteinas presentes no soro de leite, fornecem os 9 aminoacidos essenciais
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para a desenvolvimento dos animais. A lactose, naturalmente presente no soro de leite,

estd associada nomeadamente a obtenc¢do de energia por parte do animal (Sangwan &
Seth, 2021).

De um modo geral, a suplementacdo da dieta animal com soro de leite apresenta
muitas vantagens, quer a nivel da composi¢do corporal como metabdlico e de satide do
animal, tornando este subproduto um complemento importante na nutricdo animal
(Martelli et al., 2022).

7.2. Influéncia dos Acidos Organicos no pH do Soro de Leite

7.2.1. Acido Citrico

Inicialmente foram realizados ensaios para determinar qual a concentracao mais
indicada de acido (citrico ou lactico) para se obter um pH do soro de leite inferior a 6.
Desse modo, foram elaborados 4 graficos que relacionaram a concentracdo de acido
(%) com o pH obtido no soro de leite.

Para a acidificagdo do soro de leite de ovelha com acido citrico, determinou-se que
a concentracao ideal para o pH do soro de leite ser inferior a 6, era de 0,04% de acido
citrico (Figura 7).

7,0

y=-1508,6x + 6,4676
R?=0,9912
6,5

6,0

pH

55 | .

5’0 M,

4,5
0,00% 0,02% 0,04% 0,06% 0,08% 0,10%
Concentracio Acido Citrico (%)

Figura 7 — Grafico de dispersdo que relaciona a concentracao de acido citrico, em percentagem,
com o pH do soro de leite de ovelha.

7

Como o coeficiente de determinacao (R?=0,9912), é muito proximo de 1, esta
concentrac¢do de acido tem a garantia de diminuir o pH para os valores pretendidos. Do
mesmo modo, a acidificagcdo do soro de leite de cabra com acido citrico, a concentragao
de acido ideal foi de 0,04%, apresentando também um coeficiente de determinacgao
entre a concentrag¢do do acido e o pH do soro muito elevado (Figura 8).
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Figura 8 — Grafico de dispersao que

y=-1632,9x + 6,4948
R?=0,9884

@

0,02% 0,04% 0,06%

Concentracio Acido Citrico (%)

0,08% 0,10%

relaciona a concentracdo de acido citrico, em percentagem,

com o pH do soro de leite de cabra.

7.2.2. Acido Lactico

Por outro lado, para acidificacdo do soro de leite de ovelha com acido lactico,

determinou-se que a concentragdo ideal seria de 0,075%, com um coeficiente de
determinacdo também muito elevada (Figura 9). Mas, contrariamente ao que
aconteceu com a acidificacdo com acido citrico, a concentracao de acido para acidificar

o soro de leite de ovelha e o soro de leite de cabra, para um pH inferior a 6, foi diferente.

7,0
6,5
6,0
s
a
55

50

4,5

0,00%

y=-1117,3x + 6,5507
R?=0,9976

0,05% 0,10%
Concentragio Acido Lactico (%)

0,15%

Figura 9 — Grafico de dispersao que relaciona a concentracao de acido lactico, em percentagem,
com o pH do soro de leite de ovelha.
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Para o soro de leite de cabra, foi necessaria uma concentracdao de 0,05% para
diminuir o pH para 5,83, e o coeficiente de determinacao foi inferior aos dos restantes
conjuntos de dados (Figura 10).

7.0
y=-1234x + 6,4915

R? = 0,9633
65 F..

6,0 =T

55 i

50
1

4,5 : ' :
0,00% 0,05% 0,10% 0,15%
Concentragio Acido Lactico (%)

Figura 10 — Grafico de dispersao que relaciona a concentracao de acido lactico, em percentagem,
com o pH do soro de leite de cabra.

7.3. Avaliacdo da Influéncia da Temperatura e do Tempo na
Acidificacdo de Soro de Leite

De modo a ser possivel compreender melhor como funcionaria a acidificacdo em
grande escala, foi feita a acidificacdo de soro de leite de ovelha, com acido citrico 0,04%
e acido lactico 0,075%. Foram realizadas medi¢cdes de pH as 0 horas, 1 hora e 24 horas
apo6s a coagulagdo do leite. Para além do mais, foi realizado o tratamento estatistico de
analise de varidncias ANOVA trifatorial, que permitiu obter os limites inferiores e
limites superiores de cada conjunto de dados, com um intervalo de confian¢a de 95%
(Tabela 1, Anexo IV).

Como se pode observar na Figura 11, a acidificacdo com acido citrico (AC) é aquela
que permite obter valores de pH mais baixos, quando comparado com a acidificacao
com acido lactico (AL).

A acidificacdo com acido citrico a 4 °C, permitiu obter valores de pH inferiores a
acidificacao com acido citrico a 30 °C, sendo também aquela que manteve os valores de
pH mais estaveis ao longo do tempo. Apesar disso, a acidificagdo com acido citrico a 30°
C também apresentou bons resultados, com um pH inferior a 5,95.

Por outro lado, a acidificagdo com acido lactico a 30 °C apresentou valores de pH
ligeiramente superiores a acidificacdo com acido citrico. A acidificacdo com acido
lactico a 4 °C revelou ser aquela com resultados menos vantajosos apresentados,
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inicialmente com um pH superior a 6. Para além disso, existiram muitas altera¢des nos
valores de pH ao longo das 24 horas em que foram realizadas as medigdes.

Desse modo, é possivel concluir que o método ideal para a acidificagao do soro de
leite de ovelha, é a utilizacdo do acido citrico com uma concentracdo de 0,04%, sendo
aacidificagdo realizada a 4 °C, garantindo assim um pH inferior a 5,90, mesmo passadas
24 horas desde o momento da acidificagdo, com 95% de confianca.

=Limite inferior ~==—Limite superior —===pH Ideal pH<6

AC4°COh
6,10

AL 30°C24h 6,05 AC4°C1h
6,00
5,95

AL30°C1h 7 585 N AC4°C24h

AL 30°COh

AC30°COh

AL 4°C24h AC30°C1h

AL4°C1h AC30°C24h

AL 4°COh

Figura 11 — Grafico de teia com a evolucao do pH do soro de leite de ovelha acidificado com acido
citrico (AC) e acido lactico (AL), a diferentes temperaturas (4 °C e 30 °C) ao longo do tempo (0
horas, 1 hora e 24 horas).

De modo a compreender como a acidificacdo com os diferentes acidos e
temperaturas afetam a composicao nutricional do soro de leite, foi feita uma analise do
mesmo. Os resultados foram agrupados: acidificagdo com acido citrico a 30 °C e 4 °C
(Figura 12) e acidificacdo com acido lactico a 30 °C e 4 °C (Figura 13). Com esses
resultados verificou-se que existiram diferencas entre as amostras de soro de leite
acidificadas e as amostras de soro de leite que nado sofreram acidificacao.
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Figura 12 — Efeito da acidificacdo com acido citrico na composicao nutricional do soro de leite de
ovelha. (A) Acidificacao de o soro de leite de ovelha a 30 °C (B) Acidificacao de o soro de leite de
ovelha a 4 °C. Referente ao tempo decorrido desde a acidificacao (0, 1 e 24 horas), sendo o
controlo o soro de leite de ovelha nao acidificado.
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Figura 13 — Efeito da acidificacdo com acido lactico na composicao nutricional do soro de leite
de ovelha. (A) Acidificacao de o soro de leite de ovelha a 30 °C; (B) Acidificacao de o soro de leite
de ovelha a 4 °C. Referente ao tempo decorrido desde a acidificacao (0, 1 e 24 horas), sendo o
controlo o soro de leite de ovelha nao acidificado.

O parametro em que se observa uma maior discrepancia entre o soro de leite
acidificado e nao acidificado, é o teor proteico. O soro de leite acidificado,
independentemente da combinacao entre o acido organico e a temperatura de
acidificacdo, apresentou um teor de proteina menor, sendo isso evidente em todos os
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métodos de acidificacdo, nomeadamente quando a mesma acontecia as 0 horas. A
acidificacdo direta com um acido organico estd documentada como tendo impactos
negativos na estrutura quimica das proteinas, alterando as suas estruturas assim como
propriedades quimicas (Yang et al., 2021). Os resultados obtidos, de discrepancias nos
valores proteicos de soro de leite acidificado, comprovam que mesmo com baixas
concentragdes de acidos organicos ha alteragdes no teor proteico, devido a acidificagao.

Do mesmo modo que a proteina, o hidrato de carbono maioritario, a lactose,
também apresentou valores menores no soro de leite acidificado. A acidificagdo com
acidos organicos impacta as ligacdes quimicas da lactose (Wijayasinghe et al., 2019).
Mesmo com as concentragdes reduzidas de acido citrico e lactico, existiram alteracdes
no teor de lactose do soro de leite acidificado. Apesar de tudo, com a adicao de acido
lactico, existe uma menor discrepancia nos valores de lactose.

Ao longo das 24 horas em que se realizaram medi¢des destes parametros, verificou-
se que no soro de leite acidificado com acido citrico os valores foram mais constantes
ao longo do tempo. A acidificagdo com acido lactico originou valores menos estaveis e
com maiores diferencas entre a acidificagdo a 30 °C, a acidificagdo a 4 °C e o controlo.

A adicdo de acido, independentemente do acido organico utilizado e a temperatura
em que é adicionado, revela alteragdes nos parametros nutricionais do soro de leite,
impactando assim o valor nutricional deste subproduto.

A acidificacdo com acido citrico, com a concentracdao de 0,04%, permitiu obter
valores mais consistentes tanto de pH como dos parametros nutricionais analisados.
Em termos de pH a acidificagdo com o acido citrico, quando o soro de leite se
encontrava a 4 °C, permitiu obter melhores resultados. Relacionando com o perfil
nutricional, tanto a acidificagcdo a 30 °C como a 4 °C, apresentaram altera¢des no perfil
do soro de leite. Como tal, aquela combinacdo que permite obter melhores resultados
com estas duas variaveis em consideracao, é a acidificacdo do soro de leite a 4 °C com
acido citrico.

7.4. Caracterizacdo Quimica com FTIR - ATR da Influéncia de Acidos
Orgdanicos no Soro de Leite

De forma a perceber potenciais alteracdes quimicas no soro de leite de cabra e de
ovelha, apds a acidificagio com os dacidos organicos em estudo, foi realizada a
caraterizacao quimica com FTIR-ATR. Nas figuras 14 e 15 observam-se os espetros
relativos ao soro de leite de cabra e de ovelha respetivamente.
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Figura 14 — Espectros de FTIR-ATR do soro de leite de cabra nas diferentes condi¢cdes experimentais.
(A) Soro de leite acidificado com acido citrico a 0,04%;

(B) Soro de leite acidificado com acido lactico a 0,075%;

(C) Soro de leite sem acidificacdo (controlo).

As principais bandas de absorgao estdo indicadas nos respetivos espectros, evidenciando as diferencas
na composi¢do quimica em fungao do tipo de acidificacao.

A andlise dos espectros de FTIR-ATR permitiu identificar diferencas significativas
na composicao quimica do soro de leite de cabra e de ovelha em funcao do tipo de
acidificacao.

No caso do soro de leite de cabra (Figura 14), a acidificagdo com 4acido citrico
(0,04%) resultou em alteragdes mais evidentes na regido de 1000-1200 cm™,
atribuida principalmente a vibracoes de deformacao das ligacdes C-0O de hidratos de
carbono (lactose) e grupos fosfato. Essas modificacdes sugerem uma interacao mais

forte do acido citrico com os constituintes minerais e agicares do soro de leite. Por
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outro lado, o acido lactico (0,075%) promoveu alteragdes mais pronunciadas nas
regides de amida I (1650 cm™) e amida II (%1540 cm™), que estdo diretamente
relacionadas a estrutura secundaria das proteinas. Isto indica que a acidificagao lactica
afeta sobretudo as interacdes proteicas, possivelmente favorecendo a desnaturacao
parcial ou modificagdes conformacionais.
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Figura 15 — Espectros de FTIR-ATR do soro de leite de ovelha nas diferentes condicoes
experimentais.

(A) Soro de leite acidificado com acido citrico a 0,04%;

(B) Soro de leite acidificado com acido lactico a 0,075%;

(C) Soro de leite sem acidificacao (controlo).

As principais bandas de absorcao estdao indicadas nos respetivos espectros, evidenciando as
diferencas na composicao quimica em funcao do tipo de acidificacao.
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No soro de leite de ovelha, observaram-se tendéncias semelhantes, mas com
intensidade diferente (Figura 15). O acido citrico também promoveu mudangas
marcantes na regido dos hidratos de carbono/fosfatos, enquanto o acido lactico
apresentou impacto predominante sobre as bandas proteicas. No entanto, a amplitude
das variacdes foi mais acentuada no soro de leite de ovelha do que no de cabra,
sugerindo diferencas intrinsecas na composicado inicial do soro de leite de ambas as
espécies. Esta resposta diferencial pode estar associada ao maior teor de proteina e de
minerais do leite de ovelha, o que o torna mais suscetivel a alteragdes estruturais em
condicdes de acidificacao.

Em ambas as espécies, o soro de leite controlo (sem acidificacdo) apresentou
espectros mais estaveis, refletindo a composicao nativa do soro de leite. As
comparag¢des evidenciam que o processo de acidificacdo ndo reduz apenas o pH, mas
também desencadeia mudancas especificas na estrutura quimica, que variam de
acordo com o tipo de acido utilizado e com a matriz lactea em analise. De forma geral,
os resultados demonstram que a natureza do 4cido influencia de forma distinta a
composicdo quimica do soro de leite; que o acido citrico tende a interagir mais com a
lactose e sais minerais e que o acido lactico afeta preferencialmente as proteinas.

A espécie animal (cabra vs. ovelha) condiciona a magnitude dessas alteracdes, com
o soro de leite de ovelha apresentando mudangas mais expressivas devido a sua
composicdo inicial mais rica em so6lidos (Tabela 4).

Essas diferencas tém implicagdes tecnologicas relevantes, sobretudo na utilizacao
do soro de leite como ingrediente funcional ou como subproduto em processos
industriais, onde a escolha do agente acidificante pode direcionar caracteristicas fisico-
quimicas distintas no produto final.

A andlise dos espectros de FTIR demonstra que a acidificacdo do soro de leite de
cabra, sobretudo com acido citrico, provocou reducdo nas bandas amida I, II e III,
indicando desnaturacdo e precipitacdo proteica. Pequenas alteracées nas bandas de C-
H sugerem mudancas discretas na fracao lipidica, enquanto as bandas da lactose
permaneceram praticamente inalteradas. Estes resultados estdo em concordancia com
os resultados apresentados na Tabela 5, que relaciona as principais regides espectrais
com os constituintes nutricionais do soro de leite, evidenciando que o principal efeito
da acidificacdo foi sobre a fracdo proteica, com impacto minimo sobre gordura e
lactose.
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Tabela 5 — Alteracdes nos principais nutrientes do soro de leite de cabra e de ovelha em funcao
do tipo de acidificacao.

Tipode Condicdo Alteracdes

P , . ¢ Alteracoes na Proteinas Alteragodes na Lactose ¢
Soro (acido) na Gordura

Estrutura proteica estavel
Controlo ) i i i i
. (bandas amida I e Il bem Perfil estavel Perfil estavel
(sem acido) .
definidas)

Alteracoes evidentes nas

. Alteragdes discretas nas Alteragdes
Cabra Acido citrico ro’(c;einaS' ossivel bandas de 1000-1200 ougo
(0,04%) p ‘P _ cm™! (hidratos de , pouco
desnaturacdo parcial significativas
carbono /fosfatos)
. Alteracdes marcantes em Alteragdes
Acido lactico , ¢ - Menor impacto que o ¢
amida I e Il (desnaturagao e L pouco
(0,075%) . ; citrico R
modificagdo conformacional) significativas
Estrutura proteica estavel, mas
Controlo

mais intensa devido ao maior Perfil estavel Perfil estavel

(sem acido) ,
teor proteico

Alteracgoes acentuadas na

. Alt 0
Acido citrico  Alterac6es moderadas nas regido 1000-1200 cm™ e;‘zz‘zes
Ovelha (0,04%) proteinas (maior que no sorode p .
leite de cabra) significativas
Alteracdes marcantes em Alteracses
Acido lactico amida I e II (forte desnaturacio . ¢
) N Alteracoes moderadas pouco
(0,075%) proteica, mais evidente que no e
significativas

soro de cabra)

A andlise dos espectros de FTIR-ATR apresentados para o soro de leite de cabra e
de ovelha (Figuras 14 e 15) demonstrou que o tipo de acidificacdo promove alteracdes
distintas nos constituintes do soro de leite, com destaque para as regides
correspondentes as proteinas (amida I e II) e a lactose (1000-1200 cm™"). Enquanto o
acido lactico evidenciou maior impacto sobre as proteinas, o acido citrico destacou-se
pela sua capacidade de interagir com a fracao dos hidratos de carbono e sais minerais,
sem comprometer significativamente a estabilidade proteica.

Este efeito do acido citrico é particularmente relevante do ponto de vista da
alimentacdo animal, pois a sua utilizagdo favorece a preservacdo da fracao proteica -
essencial para o valor nutricional - ao mesmo tempo que melhora a disponibilidade de
minerais e hidratos de carbono, importantes para a digestibilidade e o metabolismo
energético. Além disso, o acido citrico ¢ amplamente reconhecido como aditivo seguro
e funcional na dieta de pequenos ruminantes e suinos, onde atua como acidificante
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natural capaz de modular o pH intestinal, melhorar a absor¢ao de nutrientes e
contribuir para o equilibrio da microbiota.

Assim, os resultados obtidos sugerem que a acidificacdo com d&cido citrico
representa uma estratégia tecnoldgica vantajosa para valorizar o soro de leite como
ingrediente na formulagdo de ragdes, maximizando a sua utilizacio em cadeias
produtivas de pequenos ruminantes e suinos, respeitando o Esclarecimento Técnico
n?11/DGAV/2024.

8. Norma de Trabalho

De modo a ser possivel realizar a acidificacdo do soro de leite, como foi referido
anteriormente, é necessario a elaboracdo de uma norma de trabalho. O objetivo da
utilizacao destas normas é facilitar o trabalho dos operadores, orientando de forma
clara como devem proceder para a acidificagdo do soro, executando esta tarefa de
forma segura.

A norma de trabalho elaborada (Anexo I) descreve o objetivo e o dmbito da
elaboracdo da mesma, relacionando-se com a necessidade de ter um pH do soro de leite
inferior a 6, conforme descrito no Esclarecimento Técnico n?11/DGAV/2024. Do
mesmo modo, explica-se de forma sucinta como devera o operador proceder para a
acidificacao do soro, referindo também as caracteristicas que o acido citrico tem de
cumprir para estar de acordo com o Regulamento de Execucdo (EU) 2022/415. Por fim,
é feita uma pequena descricio da metodologia e o equipamento necessario para o
cumprimento da mesma.

0 plano HACCP contempla a necessidade de realizar registos. Como tal, associada a
norma de trabalho, é disponibilizada uma folha de registos (Anexo II) de modo a
facilitar o controlo do processo de acidificacio de cada vez que é realizado. Para
facilitar o trabalho dos operadores que necessitarem de colocar a norma em pratica,
elaborou-se um fluxograma (Anexo III) que explica como o operador devera proceder
e como podera calcular a quantidade de acido citrico a ser usado na acidificacao.

Com o conjunto destes documentos é possivel colocar em pratica os conhecimentos
desenvolvidos ao longo deste trabalho, permitindo assim assegurar a imposicao feita
pelo Esclarecimento Técnico n211/DGAV/2024. Com a adi¢do da solucdo de acido
citrico a 10% ao soro de leite que se pretende acidificar (para garantir a concentragdao
final de acido citrico de 0,04%), cumprindo o descrito, é assegurado que o soro de leite
tenha um pH inferior a 6, e desse modo podera ser administrado na alimentac¢ao
animal.
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9. Conclusao

A caracterizacgao fisico-quimica do soro de leite de cabra e de ovelha revelou valores
de pH (6,4-6,6) e acidez (10-13 °D) compativeis com o soro doce, sendo o soro de leite
de ovelha mais rico em sélidos que o de cabra, a excecao da gordura.

Na acidificagdo, o acido citrico (0,04%) mostrou-se mais eficiente que o acido
lactico, permitindo reduzir o pH para valores inferiores a 6 em ambas as espécies, com
maior estabilidade quando aplicado a 4 °C. Este tratamento destacou-se como a melhor
combinacgdo, garantindo um pH estavel (<5,90 durante 24 h, com 95% de confianca) e
menor variabilidade ao longo do tempo.

A composicao nutricional foi afetada pela acidifica¢do, verificando-se reducao no
teor de proteina e lactose em comparagdo com o controlo, sendo os efeitos mais
consistentes com o acido citrico.

Os resultados de FTIR-ATR refor¢am estas observacdes, evidenciando que o acido
citrico interage preferencialmente com hidratos de carbono e sais minerais (1000-
1200 cm™), preservando em maior grau a fracdo proteica. Ja o acido lactico afeta
principalmente as proteinas (bandas amida I e II), promovendo alteragdes estruturais
mais marcadas.

Em sintese, a acidificagdo com &cido citrico (0,04% a 4 °C) representa a estratégia
mais promissora, assegurando maior estabilidade fisico-quimica, melhor preservacao
nutricional e altera¢gdes mais controladas na composicao quimica, o que reforca o seu
potencial de aplicagao, inclusive na valorizagdo do soro de leite como ingrediente para
a alimentacao animal, sobretudo de pequenos ruminantes e suinos.
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Anexo | - Norma de Trabalho

Manual de Seguranca Alimentar Versgo:
Instrucdo de trabalho de controlo do pH do soro de leite de ovelha Codigo:
e/ou cabra com acido citrico para alimentagio animal Pagina: 1de 1
Elaborado/ Data: Verificado/ Data: Aprovado/ Data:

Instrugao de Trabalho

Controlo do pH do soro de leite de ovelha e/ou cabra— Modo de Proceder Re:::’ocsi;ggcs

Controlar o pH Do soro de leite de ovelha e/ou cabra encaminhado para alimentagdo animal, para

Objectivo . i i o
Ject um valor de pH inferior a 6, através da adi¢do de acido citrico

Esclarecimento
Cumprimento de requisito descrito no Esclarecimento Técnico n211/DGAV/2024 emitido pela|Técnico

DGAV. n211/DGAV/2024
emitido pela DGAV.

Ambito

O operador responsavel terd de preparar a solugdo de acido citrico assim como adiciona-la nas

Besporsabliidaces condi¢des definidas ao soro de leite de ovelha e/ou cabra.

Procedimento

Preparar uma solugdo a 10% de acido citrico (100 g de acido citrico em 1 L de agua potével), seguindo-se o
calculo do volume necessario para se obter uma concentragdo de 0,04% no volume total de soro (por exemplo,
em 100 L de soro de leite sdo necessarios 400 mL, e em 2000 L de soro de leite sdo necessarios 8 L de acido
citrico). Adicionar a solugdo de acido citrico preparada e o volume determinado ao soro de leite, obtendo-se
assim um pH inferior a 6. A adi¢do da solugdo de acido citrico tém de ser realizada antes da bombagem do soro
para o tanque de refrigeragdo.

Anexo Il

Regras gerais

O 4cido citrico que pode ser usado para a acidificagdo do soro de leite de ovelha e/ou cabra tem que cumprir
um conjunto de requisitos impostos pelo Regulamento de Execugdo (EU) 2022/415 em que se refere que: “(...)
0 acido citrico utilizado na alimentagdo animal deve ter uma pureza igual ou superior a 99,5% (na matéria seca);
Pode ser utilizada a forma anidra ou mono-hidratada, desde que o aditivo seja produzido por Aspergillus niger
DSM 25794 ou Aspergillus niger CGMCC 4513/CGMCC 5751 ou Aspergillus niger CICC 40347/CGMCC 5343”.

METODOLOGIA

Acidificagdo com &cido citrico, de modo que a concentragdo final no soro de leite seja de 0,04% de acido para
Descrigao garantir um pH inferior a 6 e cumprir o requisito imposto pelo Esclarecimento Técnico n211/DGAV/2024 emitido pela
DGAV.

Acido citrico que cumpra as condi¢des descritas pelo Regulamento de Execugdo (EU) 2022/415;
Agua potével;

Balanga;

Proveta graduada ou recipiente que permita fazer as medi¢Ges necessarias.

Equipamentos
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Anexo Il - Folha de Registo

Folha de Registo

Elaborado/ Data:

Manual de Seguranga Alimentar

Versdo:

Registo de controlo do pH do soro de leite de ovelha e/ou cabra com Codigo:

acido citrico para alimentagdo animal

Verificado/ Data:

Controlo do pH do soro de leite de ovelha e/ou cabra

Pagina: 1de 1

Aprovado/ Data:

Data

Tipo de soro de leite
(Ovelha ou Cabra)

Quantidade de acido
citrico pesada

(8)

Volume final da
solugao-mae

(L)

Lote e Marca do acido
citrico

Assinatura do
operador responsavel
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Anexo Il - Fluxograma de Acidificacdao do Soro de Leite

Agua Potavel Acido Citrico Soro de Leite

1 L de Agua Potavel 1 100 g de Acido Citrico

\ . | Solugio de Acido \1

Citrico a 10%

\ 4

100 L de Soro de Leite
(1° Armazenamento)

l Bombagem

Soro de Leite
Acidificado
(2° Armazenamento)

de Acido Citrico a

400 mL(l) de Solu¢do
10%

(1) 0 volume da solugdo de 4cido citrico esta dependente do volume de soro de leite

que se pretende acidificar:

Para 100 L de soro, 400 mL de solugao de acido;

Para 1000 L de soro, 4 L de solucdo de acido;

Para 2000L de soro, 8 L de solugdo de acido.

Seguindo-se 0 mesmo método independentemente do volume de soro de leite:
0,04 x Volume de soro de leite (L)

10 ’

Volume da solucéo de acido (L) =

Simplificando,

Volume da solugio de acido (L) = 0,004 X Volume de soro de leite (L)
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Anexo IV - Tratamento Estatistico dos Resultados

Tabela 1 - Tratamento estatistico dos resultados da variavel dependente pH, relacionando o acido,
a temperatura e o tempo.

Intervalo de Confianca

Acido Tempoe ratura - Tempo Média Erro 95%

(°C) (h) Limite Limite
inferior superior

0 5,853 0,017 5,818 5,889
4 1 5,823 0,017 5,788 5,859
Acido 24 5,817 0,017 5,781 5,852
Citrico 0 5,900 0,017 5,865 5,935
30 1 5,857 0,017 5,821 5,892
24 5,880 0,017 5,845 5,915
0 6,060 0,017 6,025 6,095
4 1 5,967 0,017 5,931 6,002
Acido 24 5,943 0,017 5,908 5,979
Lactico 0 5,910 0,017 5,875 5,945
30 1 5,927 0,017 5,891 5,962
24 5,883 0,017 5,848 5919
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