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DEDICATORIA

Aos poucos que ndo sabem, eu tenho praticamente duas cidades natal: Rio de
Janeiro e Sdo Paulo.

O Rio de Janeiro é mais quente, mais famoso, mais caloroso.

Séao Paulo é um pouco mais frio, mais discreto por esséncia.

O Rio de Janeiro é todo citrico, laranja, limdo...até o humor carioca é acido,
debochado, de franqueza cortante.

Sao Paulo é acinzentado, e tem orgulho disso. Nao é dado a piadas, embora
goste das risadas.

O Rio é escancarado, de poucos segredos, expressivo, tagarela, elogliente.

Sédo Paulo é quase taciturno, esconde suas belezas e peculiaridades em
pequenas e tortuosas galerias, onde se encontram preciosas reliquias.

O Rio tem a cultura da vida, do dedo em riste, do tapa na cara, do ‘te pego na
esquina’.

Sao Paulo tem cultura de biblioteca, das galerias e museus interminaveis, dos
livros grossos, dos filmes europeus.

O Rio de Janeiro tem origem mais popular, nota a realidade de forma mais sutil.
Sdo Paulo nasceu da elite, por um lado mais refinado, por outro, menos
conhecedor dos divertidos nuances da classe C.

O Rio é devoto de Sao Jorge

Sao Paulo é agnostico.

O Rio é como Taiuva, orgulha-se do seu bairrismo brejeiro, do seu vico de mato.
Séao Paulo é como Botucatu, orgulha-se do seu frio aristocratico, dos seus bons
restaurantes, das suas selvas e cirandas de pedra.

Como diria Chico Buarque, ao Rio tem-se o imediato; enquanto desenvolve-se
uma cumplicidade, um companheirismo em Sao Paulo.

No Rio das praias, percebe-se um culto a imagem. A calca de linho, a camisa
engomada, o cabelo invariavelmente intocavel.

Em S&o Paulo... em S&o Paulo... enfim... Tem aquela camisa , que um dia ja foi de
algodao, e o cabelo escorrido que, na melhor das hipdteses, resiste ate as 08:30.
O Rio tem um glamour Prateado, o olho azul-critico penetrante

Sao Paulo, a agradabilidade das suas Nogueiras, das suas Alamedas, do seu
paternalismo de Pae, o olho metamorfo verde-cinza-castanho-doce.

Aos meus dois orientadores
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IZIDORO, T.B. Efeito da multiplicacao de microrganismos psicrotréficos
sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite cru. Botucatu, 2008. 94p.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O emprego do resfriamento para a conservacdo do leite, isolado de medidas
higiénicas adequadas, durante o processo de obtencdo do produto, propicia a
multiplicacdo de microrganismos altamente lipo-proteoliticos: os psicrotréficos.
Com o intuito de quantificar as expressdes metabdlicas e esclarecer demais
questbes basicas a respeito deste grupo de bactérias, foram coletadas 30
amostras de leite e cada uma delas foi incubada em 3 diferentes temperaturas:
4°C, 8°C, 12°C; sendo por seguinte executadas, em diferentes momentos (Oh,
12h, 24h, 48h), as seguintes andlises: Contagem de microrganismos
psicrotroficos, Porcentagem de microrganismos lipoliticos, Porcentagem de
microrganismos proteoliticos (provas microbioldgicas), determinacdo da acidez,
determinacao do indice crioscopico, determinacao do teor de glico-macropeptideo
e dosagem dos acidos graxos livres. As maiores contagens de psicrotroficos e as
maiores alteracdes referentes as andlises de acidez e crioscopia foram verificadas
na temperatura de incubagdo de 12°C. Entretanto, o maior teor de GMP foi
detectado na temperatura de incubagio de 8°C, como se a microbiota buscasse
uma compensacao em decorréncia de algum problema no metabolismo lipolitico.
Independente, das ondulagdes metabdlicas, as maiores alteracdes fisico-quimicas
mostraram-se relacionadas a leites com contagens iniciais elevadas, em geral,

superiores a 10° UFC/mL.
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EFEITO DA MULTIPLICACAO DE MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

SOBRE AS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO LEITE CRU

1- INTRODUCAO

O agronegdcio tem sido o principal responsavel pelos sucessivos superavits
comerciais registrados na economia brasileira nos ultimos anos. O pais se
consolidou no posto de maior exportador de carne bovina e de frango, tendo
também a exportacdo de carne suina como destaque neste panorama (USDA -
UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2005). Setores pouco
expressivos, como o da producdo melifera se organizaram; e até o leite, produto
do qual o Brasil é tradicionalmente um importador, obteve, em 2005, pela segunda
vez na historia, um saldo comercial positivo (confirmando uma tendéncia ja
observada no ano anterior), criando — se, portanto, entre os produtores, a
expectativa de também torna-lo um produto de exportacdo de alta rentabilidade,
com reais perspectivas nos mercados de paises emergentes (NOGUEIRA, 2005).

Foi nesse contexto que entrou em vigor a Instrucdo Normativa n° 51, que
além de estabelecer novos padrdes microbioldégicos e fisico-quimicos,
determinava que todo leite produzido deveria ser imediata e obrigatoriamente
resfriado, assim como entregue aos laticinios no prazo maximo de 48 horas depois
de ordenhado (BRASIL, 2002).

O prévio resfriamento do leite ja € uma pratica habitual nos paises europeus
e nos Estados Unidos, incluindo-se nessa lista Canada e Oceania, desde o inicio
dos anos 80. Mesmo no Brasil, os estados mais desenvolvidos do Centro-Sul,
empregam essa tecnologia desde meados da década de 90.

Embora a Instrugdo Normativa n° 51 aborde as praticas de higiene necessarias
com as quais o leite deve ser obtido, os produtores brasileiros parecem focar-se
apenas na questdo da temperatura, contemplando de modo apenas parcial os
requisitos basicos para um leite de boa qualidade. Em um primeiro momento, tal

informacao pode parecer um contrasenso, mas o fato é que para o resfriamento
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do leite necessita-se apenas de investimento financeiro, seja na aquisicado do
equipamento ou decorrente do consumo de energia-elétrica, enquanto para que as
normas estabelecidas de higiene sejam executadas de modo correto € necessario
instrucao, treinamento e qualificagdo de méao-de-obra, indiscutivelmente processos
muito mais demorados e dispendiosos.

Mabbitt (1980) ja afirmava que para melhorar as atividades de producéo do leite
‘in natura”, era preciso que fossem observados alguns aspectos fundamentais,
tais como minimizacdo da contaminacdo durante as atividades de producao do
leite e reducdo da taxa de multiplicacdo dos microrganismos durante o periodo de
estocagem.

Ja é consolidada a idéia de que a soma das variaveis: higiene inadequada
na obtencao do leite e emprego do resfriamento pouco (ou nada) contribui para a
qualidade geral e aumento da vida de prateleira do produto, na medida que tais
condicoes favorecem a multiplicacdo de um grupo de microrganismos, conhecidos
pelo seu expressivo metabolismo lipo-proteolitico: o0s microrganismos
psicrotroficos.

Excluindo-se sua capacidade de se multiplicarem em baixas temperaturas e
as consequentes perdas econdmicas resultantes dessa multiplicacdo, pouco
consenso existe, entre os pesquisadores, a respeito dos microrganismos
psicrotroficos. Até mesmo a definicdo exata de um “grupo psicrotréfico” é colocada
em discussdao, bem como sao descritos na literatura varios intervalos de
temperatura como sendo 0s mais caracteristicos para a multiplicagao psicrotrofica.

E factual a relevancia que o grupo tem em relacdo a degradacgdo de
importantes componentes do leite, devido ao seu metabolismo lipolitico e
proteolitico. Mas a quantidade real de gordura e de proteina lisadas
exclusivamente pela acdo bacteriana é de dificilima mensuracgéo, ja que tanto a
lipblise quanto a protedlise podem ter causas enddgenas.

A seguir serdo abordadas algumas das principais caracteristicas dos
microrganismos psicrotréficos e como seu metabolismo contribui para o processo

de deterioracao do leite.

19



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- O contexto geral e a instrucao normativa N° 51

Os 27 bilhdes de litros de leite produzidos por ano, que situam o Brasil
como o0 sexto maior produtor mundial, podem nos induzir a uma analise
equivocada da producao leiteira no pais (ALVIM, 2008). Isso porque a
produtividade brasileira é baixissima, algo em torno de 1137 quilos/vaca/ano, um
dos menores indices do mundo (NERO, 2005). Segundo o Programa Nacional da
Melhoria da Qualidade do Leite (1998), as perdas por condenacgao resultantes de
acidez elevada somadas as decorrentes da presenca de mastite no rebanho
atingiam 6,5% da producdo total.

Essa qualidade insatisfatoria do leite produzido no Brasil € um problema

crénico, de dificil solugao, pois estao envolvidos nesse contexto fatores de ordem
sécio-econdmica, culturais e geograficos (HUHN et al., 1980; SILVEIRA et
al.,1998b). Apenas como exemplo, Nero et al. (2005) verificaram, em um trabalho
que avaliou a qualidade microbioldgica do leite produzido em 4 diferentes regides
brasileiras, que 48,6% das amostras apresentavam contagens de mesdfilos
aerébios superiores a 1,0 x 10° UFC/mL, nimero este, considerado o limiar
microbiolégico em que ja se consideraria 0 produto em inicio de um processo de
deterioracdo e também, é o valor definido como o méaximo, pela IN-51, para
contagens bacterianas totais (SAHAR, 1994; BRASIL 2002).
Os microrganismos mesofilos, cuja temperatura o6tima de multiplicacao se
encontra na faixa de 30°C a 40°C (JAY, 1994), sdo aqueles predominantes em
falta de condicoes basicas de higiene e auséncia de resfriamento. Em tais
circunstancias, atuam intensamente na fermentacao da lactose, produzindo acido
latico, gerando a acidez do leite, limitando tanto a vida de prateleira, quanto a
utilizacdo do produto para a elaboracgéo de derivados (GUIMARAES, 2002).

Tendo em vista o prejuizo econdbmico gerado pela acidificacao, a
insatisfatéria qualidade do leite produzido e a importdncia econémica adquirida
pela cadeia leiteira, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
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aprovou a Instrucdo Normativa n° 51 (IN — 51), em vigor nas regides Sul, Sudeste
e Centro-Oeste do pais desde julho de 2005 e nas demais regides brasileiras
desde julho de 2007, a qual visa a modernizagcdo da pecuaria leiteira e institui
novos parametros fisico-quimicos e microbiol6gicos, bem como exige a
refrigeracdo do produto logo apdés a ordenha e a sua entrega a granel aos
laticinios (BRASIL, 2002).

Segundo Bird (1993) e Azevedo (1996), a coleta a granel com o transporte
realizado em tanques isotérmicos de aco inox instalados em caminhdes, pode ser
um procedimento eficiente na manutencdo da qualidade do leite ordenhado.
Porém, estudos revelam que a implementacdo das novas exigéncias, por si S0,
nao garantird esta qualidade, sendo fundamentais os cuidados relacionados a
higiene da ordenha (OLIVEIRA et al., 1999; SANTANA, 2001; SERRA, 2004). Isto
porque o leite, quando ordenhado em condigcdes precarias de higiene pode
apresentar, além da contaminacéo por mesofilos, um grande niumero de bactérias
psicrotroficas na sua microbiota total. Santana (2001) salientou que tais
microrganismos, favorecidos pelo resfriamento e pela auséncia de competidores,
se multiplicam rapidamente no leite, resultando em um produto de qualidade

inferior.

2.2- Os microrganismos psicrotroéficos

A definicdo exata de microrganismo psicrotréfico é muito discutida, ndo
havendo consenso entre 0os pesquisadores.

A primeira dificuldade é justamente definir qual faixa de temperatura seria a
mais caracteristica para a multiplicacao psicrotréfica. O intervalo de temperatura
mais comumente encontrado em referéncias baseia-se nas normas da
International Dairy Federation, nas quais os psicrotréficos foram definidos como
sendo 0s microrganismos que podem desenvolver-se a 7°C ou menos,
independente da temperatura 6tima de multiplicacao. Diferentemente de Sorhaug
& Stepaniak (1997) e Lorenzetti (2006), que ao incluirem os bacilos formadores de
esporos neste grupo, ampliam esta margem para 10°C, enquanto Santana (2001)
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retoma um conceito da década de 60, considerando a faixa de 0°C até 20°C como
sendo a tipica da microbiota psicrotrofica.

Em termos gerais, uma bactéria psicrotrofica € aquela que apresenta altas taxas
de multiplicacdo em condigdes de resfriamento, embora a sua temperatura 6tima
seja mais elevada, situada na faixa mesofilica. Ha, inclusive, significativa
correlacdo entre as contagens de microrganismos meséfilos e psicrotroficos
(ZACHAROV & HALPERN, 2007). Ao tocarmos neste ponto, cria-se uma nova
controvérsia a respeito do proprio termo “psicrotroficos” que é comumente usado
como sinbnimo de psicréfilos, psicréfilos facultativos e psicrotolerantes (GOUNOT,
1986; SILVEIRA et. al.,, 1998b). Na origem desta discussao, temos o fato do
psicrotrofismo estar mais associado a um comportamento, uma habilidade, uma
caracteristica de um subgrupo meséfilo (FRANCO & LANDGRAF, 1996), do que
propriamente a um grupo, 0 que poderia sugerir o compartiihamento de varias
caracteristicas comuns.

Os psicrotroficos nao constituem, de forma alguma, um grupo taxonémico
especifico de microrganismos, apresentando aproximadamente 15 géneros, de 3
diferentes classes predominantes, que ja foram isolados do leite e de seus
produtos derivados (SUHREN, 1989). Apresentam comportamento psicrotrofico
tanto bactérias Gram-negativas — Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas,
Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium spp, como Gram-
positivas — Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e
Microbacterium.

Em comum, essas bactérias tém seu metabolismo, o qual em temperaturas
inferiores a 10°C torna-se predominantemente lipo-proteolitico, expressando-se
pela producao de enzimas intra e (principalmente) extracelulares, muitas das quais
termoresistentes, resultando em uma dificuldade para a manutencao do flavor e da

qualidade geral do leite durante sua estocagem (CELESTINO et al., 1996).
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2.3- O metabolismo psicrotroéfico

As bactérias do género Pseudomonas sdo as mais importantes dentro do
grupo (ou sub-grupo) psicrotrofico, destacando-se espécies como P. fluorescens,
P. fragi, P. synxantha e P. putida. Sdo elas que possuem o menor tempo de
geracdo na faixa de 0°C a 7°C, mais especificamente a 4°C, o que as torna,
naturalmente, as bactérias predominantes em leites estocados neste intervalo de
temperatura (CHANDLER & MCMAEEKIN, 1985). Como exemplo, estima-se que
uma em cada dez bactérias de toda microbiota do leite resfriado pertenca ao
género Pseudomonas; destas, P. fluorescens tem a capacidade de dobrar sua
populagdo em um periodo inferior a 7 horas, na temperatura de 4°C (HOLM,
2003). Além da alta capacidade de multiplicacdo, durante o resfriamento do
substrato, uma outra caracteristica torna Pseudomonas as bactérias psicrotréficas
classicas: embora sua temperatura étima metabdlica esteja situada em torno dos
20°C, ou seja, trata-se de um microrganismo mesofilo, a producédo de proteases e
lipases se intensifica com a redugao da temperatura (FAIRBAIRN & LAW, 1986).

Os bacilos produtores de esporos também sado psicrotréficos de grande
relevancia. A partir de 2°C algumas espécies, como B. circulans, ja apresentam
metabolismo consideravel. Com a temperatura a 8°C inicia-se uma inversdo da
microbiota e ao atingir os 10°C tornam-se os microrganismos predominantes
(STEPANIAK, 1991), com acao intensamente deteriorante (MEER, et. al., 1991),
desempenhando um papel significativo no processo de geleificacdo do leite
(KUMARESAN et al., 2007).

Independente do género bacteriano, as lipases e proteases mesmo em
baixas concentracdes sao capazes de degradar gordura e proteina, causando
respectivamente, rancidez e sabor amargo no leite e nos produtos lacteos
estocados sob refrigeracdo (COLLINS, 1981).

Essas enzimas, quando de origem microbiana, podem estar localizadas
dentro das bactérias (intracelulares), associadas a parede celular
(periplasméticas) ou serem expelidas para o meio (extracelulares) (SANTOS &

FONSECA, 2003). As enzimas intracelulares e aquelas associadas com a parede
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celular podem ser liberadas no leite quando ocorre a lise celular bacteriana pelo
tratamento térmico e, desta forma, em conjunto com as enzimas extracelulares,
apresentar acao sobre os componentes do leite (KOHLMANN et al., 1991). O
papel das enzimas, especificamente, estd sendo ressaltado, pois mesmo apos o
processamento térmico, muitas delas, produzidas pelos psicrotréficos, podem se
manter integras e ativas, significando um problema para a manutencdo da
qualidade do produto durante sua estocagem (MUIR, 1996; CUNHA & BRANDAO,
2000; SANTOS & FONSECA 2003).

Gomes apud Mottar (1996), também verificou a influéncia dessas enzimas
nas modificacées do leite UHT (Ultra High Temperature) armazenado e verificou
que em 97% das amostras analisadas, as proteases termoresistentes ndao foram
inativadas apoés o tratamento UHT.

O leite pasteurizado parece ser mais resistente a protedlise do que o leite
UHT, isto porque, o uso de altas temperaturas, durante o tratamento térmico,
levaria a exposicdo de sitios moleculares sujeitos a acdo das proteases
(SILVEIRA et al., 1998b).

A relacao inversa € relatada por Prata (2001) quando se trata de lipdlise.
Neste caso, o leite UHT € menos suscetivel, ja que a temperatura atingida no
processamento inativaria algumas fosfolipases, desta forma, um maior nimero de
glébulos de gordura, cuja camada externa é fosfolipidica, seria preservado.

O fato é que a inativacdo completa destas enzimas pelos tratamentos
térmicos adotados pela industria de laticinios ndo é possivel, considerando a sua
elevada termoresisténcia (ZALL & CHAN, 1981). Adams et al. (1975) estudaram a
resisténcia térmica das proteases produzidas por bactérias do género
Pseudomonas. A destruicdo de 90% das proteases s6 foi atingida a 72°C por 5
horas, tratamento este, considerado prejudicial ao leite e inviavel do ponto de vista
econbmico e tecnolégico. Griffiths et al. (1981), isolando bactérias psicrotréficas de
produtos lacteos, observaram a resisténcia térmica de suas proteases ao
tratamento de 77°C por 17 segundos e 140°C por 5 segundos.

Por ser o leite 0 nosso objeto de discussao, € natural que o papel das

enzimas psicrotréficas seja aqui contextualizado sobre o binémio tempo-
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temperatura. No entanto, fatores intrinsecos aos substratos, como o potencial
hidrogeniénico (pH) e atividade de agua (ay), também influenciam a multiplicacdo
psicrotréfica. Segundo Braun et al. (1999), P. fluorescens, incubada a 7°C,
apresentou 0 menor tempo de geragdo quando foram combinadas as seguintes
variaveis: pH 7.3 e a,, 0,98. Sob a mesma temperatura, em pH 4 e a,, 0,8, algumas
proteases ainda encontravam-se ativas. E em pH 5 e a, 0,85 ainda verificava-se
atividade lipolitica. Tais dados sugerem que a amplitude (e conseqgilente
importadncia) da acdo de proteases e lipases produzidas pela microbiota
psicrotrofica € maior do que sua propria capacidade de multiplicacdo. Stead (1986)
obteve resultados bastante similares a esses.

No entrecho desse trabalho, os dados acima podem até ser pouco
relevantes, mas em um contexto mais amplo, ndo esquecamos de que 0S
psicrotréficos atuam em muitos outros substratos, que ndo somente o leite.

Embora nao exista questionamento quanto a capacidade deteriorante dos
psicrotroficos, é objeto de discussao a exata quantidade de acidos graxos livres e
aminodcidos liberados como resultado da atividade metabdlica bacteriana.

A lipdlise resulta da acdo de lipases naturais e microbianas. Mas os
pesquisadores estdo conciliados na idéia de que essas agdes lipoliticas pouco se
mesclam, uma vez que as lipases naturais, presentes no leite, sdo enzimas
termosensiveis, facilmente destruidas durante a pasteurizagcdo, ndo causando
danos a matéria graxa de um leite manuseado e processado adequadamente.
Além disso, em baixas temperaturas, esse sistema enzimatico encontrar-se-ia
quase que inativo, diferentemente das lipases microbianas, que como ja descrito,
podem causar alteracées na gordura do leite ap6s o tratamento térmico, uma vez
que sao resistentes a temperatura de pasteurizacao, e permanecerem ativas em
temperaturas muito baixas (GOMES,1988).

Entretanto, ha ainda um terceiro processo de lise da gordura do leite. A
agitacao do produto levaria a auto-oxidacao.

A auto-oxidagdo ou rancidez oxidativa inicia-se com a oxidagdo de acidos
graxos, o que leva a formacdo de radicais livres. A eles se une o oxigénio,
formando radicais de peroxido. Esses perdxidos voltam a reagir com &cidos
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graxos, tendo inicio uma reacdo em cadeia. Os principais produtos dessa
decomposicado sao aldeidos, cetonas e alcoois, que alteram o flavor natural do
leite. A auto-oxidagcdo e a lipdlise de origem microbiana sado processos
complementares, que se retro-alimentam positivamente, isto €, um expde os sitios
moleculares para a acao do outro, sendo de dificil mensuragdo o quanto de
gordura lisada deve ser exclusivamente atribuida ao sistema oxidativo ou ao
enzimatico bacteriano (PRATA, 2001).

Algo semelhante ocorre quando analisamos a protedlise no leite. Silva
(1995) reporta a existéncia de varios tipos de proteases presentes no leite bovino,
algumas originadas do desenvolvimento de microrganismos e outras derivadas do
sangue do animal, que devido a causas fisiolégicas (terco inicial ou final da
gestacao) ou patolégicas (mastite) extravasam para a luz da glandula e iniciam
suas acgdes no leite. Dentre as proteases naturais, as principais séo a plasmina, o
plasminogénio, ativadores de plasminogénio, trombina, catepsina D, proteases
acidas do leite, aminopeptidases e proteases derivadas dos leucécitos.

Apesar do residuo final metabdlico ser 0 mesmo, isto é, aminoacidos, 0s
sitios hidroliticos das proteases oriundas do sangue sdo preferencialmente as
fracdbes o e P das micelas de caseina, jA as proteases bacterianas agem,
principalmente, sobre a fragdo k-caseina, liberando, de forma semelhante a
quimosina, o GMP (glico-macropeptideo) (SORHAUG & STEPANIAK, 1997). Essa
semelhanca é um dos problemas, até o momento nao solucionado, para a
identificacdo de fraude no leite por acréscimo de soro, este, um subproduto da
fabricacdo de queijos, oriundo da acao proteolitica da renina (ou quimosina, ou
“coalho”) e caracterizado pela elevada concentracdo de moléculas de GMP.
(BURGER, 2006).
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2.4-Temperaturas marginais e medidas de controle

Ao analisarmos os microrganismos como um todo, independentemente de
possuirem ou nao capacidade de se multiplicarem em baixas temperaturas, é
evidente que a utilizacdo do resfriamento reduz o grau de multiplicacao
bacteriana.

Um estudo, realizado por Santos & Bergmann (2003), verificou esse efeito

limitante da refrigeragcdo sob a microbiota do leite, através da comparacao de
contagens de mesofilos entre amostras de leite refrigerado, com média de 4,5°C, e
o leite entregue em temperatura ambiente com média de 18,4°C. Mas esses
pesquisadores também concluiram que, pelo padrdao a ser alcancado a partir de
julho de 2008, na regido Centro-Sul, de 7,5 x 10° UFC/mL, nenhuma amostra seria
aceita independente da temperatura e do transporte utilizado, evidenciando a
necessidade de medidas relativas a higiene e saude animal.
Um segundo aspecto importante deve ser considerado em relacdo ao resfriamento
do produto: essa ferramenta tecnolégica de conservacao deve ser empregada de
maneira correta, obedecendo-se ao binbmio tempo/temperatura, ja que quando
realizado em temperaturas marginais pode ter efeitos altamente indesejaveis na
qualidade do mesmo (FONSECA & SANTOS, 2000; SERRA, 2004). O
resfriamento inadequado, superior a 5°C, favorece ndo apenas um maior nimero
de géneros psicrotréficos, como também uma microbiota de caracteristicas mistas
(mesdfilas/psicrotréficas), elevando-se tanto a contagem bacteriana total, quanto
seu conseqlente metabolismo enzimatico, o que naturalmente intensificaria a
deterioracdo do leite (CEMPIRKOVA, 2002). Alias, existem linhas de pesquisa
indicando que a atividade psicrotréfica poderia favorecer a atividade metabdlica
acidificante (JASPE et al. 1995).

Tais informac¢des nos mostram de maneira categérica, o quao ténues sao
as linhas divisérias da microbiota psicrotréfica, reforcando a idéia de que o
emprego do frio na cadeia leiteira ndo é uma solugdo, mas sim, apenas uma

medida de controle. Nao ha como ser melhorada a qualidade do leite apds a
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ordenha, o adequado resfriamento apenas possibilita que nédo seja perdida a
qualidade inicial, durante o periodo de estocagem (DURR, 2000).

Embora nao se trate de uma medida de controle, talvez este ja seja o
momento, de elaborar-se uma legislacdo especifica para 0s microrganismos
psicrotroficos. Longe de ser uma solugdo definitiva para o problema, mas
adequada a nossa realidade e embasada em dados cientificos, colocaria a
discussao em um novo patamar, ao criar parametros legais. A Unido Européia, por
exemplo, estipula que a contagem total de microrganismos psicrotroficos nao pode
exceder 5 x 10° UFC/mL e deve representar no maximo 1:6 da contagem total de
microrganismos (CEMPIRKOVA, 2002).

O leite pode ser contaminado a partir de varias fontes, de modo geral, o
proprio ambiente da sala de ordenha, e mais especificamente a superficie do teto
e 0 equipamento de captacdo (ordenhadeira mecénica e tubulagbes, por
exemplo). Aguas residuais, provenientes da higienizagdo do tanque de
resfriamento ou do caminhdo - tanque, também podem contribuir
significativamente com altas contagens bacterianas (SLAGHUIS, 1996). Essas
informacdes, de forma alguma invalidam, mas sim, ampliam o conceito de “higiene
na obten¢ao”, quando o ideal, seria de fato, “higiene no processamento” do leite.

Enfatizando, quaisquer que sejam os numeros e o0s tipos de tratamento
empregados no leite, um produto de qualidade s6 sera possivel, se as normas de
higiene forem estritamente seguidas durante toda cadeia produtiva (SORHAUG &
STEPANIAK, 1997).

2.5- Perspectivas

Zacharov & Helpern (2007), em um extenso trabalho, relataram que 20% de
todas as espécies de psicrotroficos isoladas eram desconhecidas.

Esse dado somado aos varios assuntos debatidos nos topicos anteriores
deixam clara a necessidade de prosseguimento dos estudos para a elucidagao,
nao s6 do metabolismo, como também de todas as demais caracteristicas que
definem uma bactéria psicrotréfica. Nem mesmo a questdo que poderia parecer
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mais primaria _ se o metabolismo psicrotréfico € predominantemente lipolitico ou
proteolitico _ tem uma resposta consensual entre os pesquisadores. De todas as
referéncias consultadas, apenas Prata (2001) cita que a lipdlise predomina a
protedlise.

Nao se deve desvincular o fato de que estamos lidando com uma atividade
econbmica. O fomento cientifico, 0 maior conhecimento da microbiota psicrotrofica
(sua velocidade de multiplicacdo, o modo como seu metabolismo se expressa e
por conseqliéncia a quantidade de substrato degradado), possibilitara que o leite
contemple as necessidades do consumidor, que por sua vez, tem exigido produtos
alimenticios que apresentem bom sabor, alto valor nutritivo e possam ser
conservados sob refrigeracao (BOOR, 2001).

Os Estados Unidos, maiores produtores mundiais de leite, cuja qualidade é
vista como modelo, sé atingiram este patamar depois de 30 anos de estudos, no
qual a ciéncia propriamente dita, funcionou como ponto equalizador entre as
expectativas tanto do produtor quanto do consumidor. Hoje, o leite pasteurizado
americano, segundo sua propria legislacdo, ndao pode apresentar contagens
bacterianas totais superiores a 2 x10* UFC/mL e de todo leite processado, 99%
encontra-se abaixo deste padrdo. Limites rigorosos somados a um efetivo
programa de controle de qualidade elevam o prazo de validade deste produto para
14 dias, a titulo de comparacéao, no Brasil, raramente chega a 5 dias (FDA - FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 1995). Nao por acaso, 10% de toda bebida
consumida nos Estados Unidos possuem leite em sua composicdo (MILK
INDUSTRY FOUNDATION, 1999).

Inegavelmente, a realidade brasileira € bem diferente. Em nosso pais
estima-se que 48% do leite consumido sejam de origem clandestina (ABRAHAO et
al., 2005). Mesmo em uma andlise superficial percebe-se que ainda precisamos
solucionar problemas basais. Entretanto, existem dados que mostram que as
classes A e B brasileiras ja possuem um grau de exigéncia bastante similar aos do
mercado consumidor de paises desenvolvidos e a tendéncia é de que este se
torne cada vez mais exigente (ALVES, 2001).
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E neste ponto que a IN-51 assume importancia. Seja ao inserir 0 emprego
do resfriamento, ou ao padronizar o produto, ou entdo ao tornar mais rigorosos os
padroes microbiolégicos, é explicito o objetivo de atender a demanda de um
mercado consumidor brasileiro cada vez mais exigente.

A implementacdo da nova portaria traz, portanto, dois grandes desafios a
industria laticinista: produzir um leite de boa qualidade sob o ponto de vista
microbiolégico e conserva-lo de maneira adequada até seu recebimento pelo
laticinio (BRASIL, 2002), o que naturalmente implicara um produto final com
melhor qualidade e maior vida de prateleira. Além disso, na atual conjuntura da
cadeia agroindustrial do leite, é pertinente que se fagca uma analise dos pontos
criticos que possam levar a um alto risco de contaminacdo do leite por
microrganismos psicrotréficos (SANTOS & FONSECA 2003).

3- OBJETIVOS

Pelas informacgdes contidas na revisdo de literatura, torna-se nitida a
necessidade de um estudo analitico, que fomente a literatura no que diz respeito a
multiplicacdo e ao metabolismo psicrotréfico. Tendo isso como premissa, o

presente trabalho tem como objetivos:

3.1- Objetivo geral
Avaliar a multiplicagdo, bem como o comportamento metabdlico, da
microbiota psicrotréfica do leite armazenado, por até 48 horas, em diferentes

temperaturas de resfriamento.

3.2- Objetivos especificos:

_ Quantificar a porcentagem de psicrotréficos com capacidade de degradar
proteinas.

_Quantificar a porcentagem de psicrotroficos com capacidade de degradar
lipideos.

_Verificar, com o aumento da temperatura, o ponto a partir do qual o
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metabolismo acidificante torna-se consideravel, estabelecendo-se dessa forma um
limite psicrotroficos/mesdfilos. Além disso, avaliar o dano resultante, da tecnologia
do frio aplicado de forma equivocada, mimetizando situacbes de temperaturas
marginais de refrigeracéao.

4- MATERIAL E METODOS

4.1 - Coleta das amostras, protocolo geral e justificativas.

O experimento avaliou 30 amostras de leite, colhidas semanalmente, em
uma propriedade situada no municipio de Botucatu-SP. As coletas foram
realizadas no periodo vespertino, sempre no inicio da “ordenha da tarde”, tendo
havido a preocupacao de que o leite a ser avaliado fosse, invariavelmente, recém-
ordenhado.

As amostras foram colhidas diretamente do tanque de resfriamento da
propriedade para 3 frascos estéreis (600mL), acondicionados em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel, e imediatamente transportadas ao laboratério
de pesquisas da disciplina de Inspecao Sanitaria de Alimentos de Origem Animal
da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da UNESP, campus de

Botucatu.

Chegando ao laboratério, iniciavam-se as anadlises, sendo que no proprio
fluxo laminar ja eram retiradas aliquotas para que as analises fisico-quimicas
pudessem ser realizadas concomitantemente as microbioldgicas e para que cada
um dos 3 frascos pudessem ser incubados, rapidamente, em 3 diferentes estufas
B.O.D. (Biochemistry Oxygen Demand) programadas para as temperaturas de
4°C, 8°C e 12°C.

Definiu-se como MO, o momento em que as primeiras analises
microbiolégicas e fisico-quimicas foram efetuadas. Todas as provas foram
repetidas, para cada uma das temperaturas de estocagem ja citadas, 12, 24, 48
horas, apdés MO, e estes momentos de andlise foram denominados,
respectivamente, M12, M24, M48.
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A incubagéo a 4°C encontra sua justificativa na propria legislagdo (BRASIL,
2002). A IN — 51, determina, que todo leite, assim que ordenhado, deve ser
imediatamente resfriado em tanques de expansdo sob a temperatura de 4°C, bem
como entregue aos laticinios no prazo maximo de 48 horas. Portanto, o leite
analisado no M48 ¢é muito similar, em principio, ao entregue por aquela
propriedade ao seu respectivo laticinio.

Um dos trabalhos mais citados na literatura, a respeito dos “Microrganismos
Psicrotréficos”, € provavelmente o realizado por Sorhaug e Stepaniak em 1997.
Neste, a dupla de pesquisadores descreve um movimento ondular na microbiota
psicrotréfica predominante. A 7°C ela seria basicamente composta por
Pseudomonas, enquanto a 10°C ela seria, principalmente, formada por bacilos
formadores de esporos. Isso nos leva ao questionamento de como seria o
metabolismo bacteriano de um leite incubado a 8°C, teoricamente, oriundo de uma
microbiota em transicao.

Ja com a incubacgio a 12°C, estamos trabalhando em temperaturas marginais, de
leve resfriamento; neste caso, cria-se a possibilidade de obtermos resultados

oriundos de bactérias com metabolismo misto mesofilo/psicrotréfico.
4.2- Materiais, solucoes, reagentes e equipamentos.
Para a coleta do material:
Frascos de vidro com tampa (600 mL de volume)
Caixas isotérmicas

Gelo Reciclavel.

Para diluicdo do leite, plagueamento e contagem dos microrganismos
psicrotréficos (OLIVEIRA & PARMELEE, 1976):

Placas de Petri descartaveis contendo ACP (agar contagem padréao) (Merck — Cod
105463)
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Bast6es de vidro em formato “L”

Tubos de vidro com tampa rosqueada (volume 21 mL), contendo 9 mL de solucao
salina 0,85% (em cada tubo).

Pipetadores automaticos (calibragem: 0,1mL e 1mL)

Estufas B.O.D. programadas nas temperaturas de 4°C, 8°C, 12°C.

Para contagem de microrganismos proteoliticos (LEE, 1976):

Placas de Petri descartaveis contendo agar leite desnatado _ composigéo: 5 g de
peptona (Difco — Cod 21677), 3 g de extrato de levedura (Difco — Cod 212750), 10
g de leite em pé desnatado e 15 g de ACP, diluidos em 1 L de 4gua destilada
Algcas Metalicas

Estufa B.O.D. programada na temperatura de 21°C.

Para contagem de microrganismos lipoliticos (ALFORD, 1976):

Placas de Petri descartaveis contendo agar tributirina_composicdo: 5 g de
peptona, 3 g de extrato de levedura, 10 g de gliceril tributirato (Oxoid — Cod
PMO0004C) e 15 g de ACP, diluidos em 1 L de agua destilada.

Algcas Metalicas

Estufa B.O.D. programada na temperatura de 21°C.

Apbés o preparo, os meios de cultura citados foram esterilizados em
autoclave (Phoenix Mod - AV75) a temperatura de 121°C por 15 minutos. A seguir,
0s meios eram vertidos para placas de Petri e estas, submetidas ao teste de
esterilidade em estufa B.O.D. (35°C por 24h), antes de serem utilizadas para o

plagueamento.
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Para determinacéo da acidez pela titulagcdo de solucédo Dornic:

Béqueres (50mL de volume)

Pipetas graduadas (volume de 10 mL)

Acidimetro de Dornic contendo solucdo de NaOH N/9
Fenoftaleina 1% (indicador).

Para determinagéo do indice crioscoépico:

Tubos para crioscopia

Pipetas graduadas (volume de 10 mL)

Solugdes padréo (0°H e —0,621°H) para calibragem
Crioscopio eletrénico (ITR-MK 540).

Para dosagem de acidos graxos livres no leite pelo Método Lipo R
(MAHIEU, 1983):

Pipetas automaticas (1mL)

Tubos de vidro com tampa (25mL)

Bureta graduada (25 mL)

Reagente Lipo R (composicao: 1441 mL de isopropanol , 447,75 mL de éter de
petroleo,11,25 mL de H, SOy - 4N)

Liguor de Lavagem (composicao: H.SO,4 a 0,05 % em meio aquoso)

Azul de Timol/Indicador (composicao: 1g de azul de timol em 1,6 L de Butanol-2)
Solucédo de Dosagem/Titulacao (composicdo: KOH em solugéo etandlica 0,002 N).
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Para determinacao do teor de glicomacropeptideo (GMP) pela associacéao
do &cido sidlico a ninhidrina acida (FUKUDA, 1994):

Béqueres de 100mL

Pipetas graduadas (10mL e 20 mL)

Pipetas automaticas (calibragem: 1mL)

Gelo

Acido tricloroacético 24%

Alcool etilico absoluto (96%)

Acido acético glacial (99,7%)

Ninhidrina acida (composi¢do: 1 g de ninhidrina diluidos em 24 mL de acido
acetico glacial - 99,7% e 16 mL de acido cloridrico fumegante - 37,0%).
Centrifuga (Centerbio- NS 356)

Espectrofotdmetro (Femto-700 Plus).

Todas as solucbes utilizadas para as analises fisico-quimicas foram preparadas a

partir de reagentes p.a.
4.3- Analises microbioldgicas
Contagem total de microrganismos psicrotroficos:

Primeiramente, o leite era homogeneizado vertendo-se o frasco,
vagarosamente, por 25 vezes. A seguir preparavam-se as diluicdes seriadas
empregando-se solu¢do salina 0,85%. Entdo, 0,1 mL de cada diluicdo era
transferido para placas de Petri, sempre em duplicata, contendo ACP (semeadura
em superficie, utilizando-se bastdées de vidro em “L”), sendo as mesmas incubadas
a 21°C por 25 horas.

O numero de colbnias contadas foi multiplicado pelo fator de diluicao
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correspondente e novamente multiplicado por 10 e o resultado final foi expresso
em Unidades Formadoras de Colbnia por mL de leite (UFC/mL) e a seguir

transformado em logqo.

Verificacdo da atividade lipolitica e proteolitica (Contagem de microrganismos

lipoliticos e proteoliticos):

Depois de realizada a contagem de microrganismos psicrotroficos, a placa
que apresentasse coldnias isoladas era escolhida para semeadura no meio
lipolitico (Agar Tributirina) e sua duplicata seria semeada no meio proteolitico
(Agar Leite Desnatado); em geral escolhiam-se placas com no maximo 50
colénias. Diante do bico de Bunsen, tocava-se com uma al¢ga metdlica em uma
coldnia psicrotréfica, transferindo-a, por seguinte, para uma placa contendo agar
tributirina (ou agar leite desnatado, no caso dos proteoliticos), realizando-se dessa
forma a semeadura.

Esse procedimento era repetido 20 vezes, ou seja, 20 colbnias
psicrotréficas eram semeadas tanto no Agar Tributirina, quanto no Agar Leite
Desnatado.

As placas psicrotréficas eram entdo descartadas e as destinadas para a
verificacdo da atividade lipolitica e, também proteolitica, eram incubadas em
estufa B.O.D. a 21°C por 72 horas. Em ambos os meios a expressdo metabdlica
era evidenciada pela formagcao de um halo transparente ao redor da colénia. O
resultado era expresso em porcentagem.

Exemplificando: Se no meio &agar leite desnatado 12 coldnias, das 20
semeadas, apresentassem halo apds a incubacao, entdo 60% daquelas bactérias,
originalmente psicrotréficas, apresentavam atividade proteolitica. O mesmo

exemplo é cabivel para o agar tributirina e a atividade lipolitica
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4.4- Analises fisico-quimicas

Determinagéo da acidez titulavel (em graus Dornic):

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, 10 mL da amostra eram transferidos
para um béquer e a seguir adicionavam-se 3-5 gotas de fenoftaleina 1%.

Iniciava-se entéo, a titulacdo do NaOH N/9, pelo acidimetro de Dornic. A
leve tonalidade rosa indicava o ponto de viragem da reagao. O valor, expresso em
graus Dornic era lido pela propria graduacao do acidimetro.

Determinag&o do indice crioscopio

Procedimento este, realizado no crioscépio eletrdnico (ITR-MK 540).

Em tubos proprios para a analise (volume 7mL), 3 mL de leite eram
pipetados para posterior aferigdo do ponto de congelamento.O valor indicado pelo
aparelho é expresso em graus Horvert (°H).

Ressalta-se que antes da medicao, o crioscopio era sempre calibrado, com
solugdes — padrao, ja descritas no tépico “4.2".

Dosagem de acidos graxos livres no leite pelo Método Lipo R:
Esta prova era executada em 3 etapas:
1° etapa — Extragéo
Com o auxilio de uma pipeta volumétrica eram transferidos 4 mL de leite, 16

ml do reagente Lipo R e 5 mL de agua destilada para um tubo de ensaio com
rosca. O tubo era fechado e agitado (por viragem) 15 vezes. Deixava-se, a
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amostra por repouso durante 5 minutos, havendo entdo decantagdo e
consequente formacdo de um liquido sobrenadante, que chamaremos de

sobrenadante 1.

2° etapa — Lavagem

Com o auxilio de uma pipeta automatica, 8 mL do sobrenadante 1 eram
transferido para um novo tubo com rosca, acrescido de 4 mL de liquor de lavagem.
Tampava-se o tubo, agitava-se por viragem e em alguns segundos ocorria nova
decantagdo, com a formacao de um novo sobrenadante, a este chamaremos

sobrenadante 2.

3° etapa — Titulagdo:

Com o auxilio de uma pipeta automatica eram , entdo, transferidos 4 mL do
sobrenadante 2 para um béquer. Acrescia-se 4-5 gotas de Azul de Timol
(indicador) e titulava-se com o KOH a partir de uma bureta graduada.

O mesmo procedimento era repetido substituindo-se o leite por agua

destilada, de modo a obter-se o “controle”.

O resultado final era obtido através da férmula:

AGL meq/l =(X-B) . Fc

Sendo X, o volume necessario de base para neutralizar o sobrenadante 2
oriundo do leite; B o sobrenadante 2 oriundo do procedimento com agua destilada
e Fc, o fator de correcdo do proprio KOH.
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Meétodo Espectrofotométrico da ninhidrina acida:
1° etapa — Precipitagao

A andlise iniciava-se, transferindo-se para um béquer (utilizando-se uma
pipeta volumétrica) 20mL de leite e 20mL de Acido tricloroacético 24% (TCA).
Apds 30 minutos, (tempo necessario para que ocorra a coagulacdo acida), o
conteudo era filtrado, este por sua vez, e dividido em 2 tubos iguais, de modo para
que pudesse ser verificada a repetibilidade ao resultado (10 mL de filtrado séo
pipetados em cada tubo). Aos tubos em questado, era acrescido, através de uma

pipeta automatica, 1mL de acido fosfotunguistico.
2° etapa — Centrifugagao

Os tubos contendo o filtrado, passaram, entdo, por uma centrifugacao a
3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante era descartado e para cada tubo eram
pipetados 6 mL de alcool etilico absoluto. Uma nova centrifugacao era realizada,
na mesma rotatividade e pelo mesmo tempo. Repetia-se o descarte e ao final
deste processo observavamos a formacao de botdes (precipitado) no fundo de

cada tubo.
3° etapa — Leitura

Utilizando-se uma pipeta automatica, a este botdo era adicionado 1 mL de
ninhidrina acida e 2ml de acido acético glacial. A solugdo era, entéao,
homogeneizada e levada ao banho-maria (agua em estado de alta ebulicao) por
10 minutos. Encerrado este tempo, os tubos eram imediatamente levados ao
banho-de-gelo, com o intuito de interromper a reacdo. A leitura, em absorbancia

era efetuada no espectrofotometro calibrado em 470 nm.
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4° etapa — Conversao dos valores de absorbancia em ug/mL de acido sidlico

Preparou-se uma solucdo estoque contendo 294 ug/mL de &cido sialico.
Diluiu-se até uma solucédo de trabalho contendo 98 ug/mL de &cido sialico, de
onde foram tomadas 10 aliquotas em duplicata, sendo a inicial de 0,001 mL e a
final de 1mL, representando concentragdes variando de 9,8 ug a 98 ug de acido
sialico. Completaram-se os volumes das aliquotas até um total de 1mL com agua
destilada. Entdo, foi acrescentado a cada tubo 1mL de acido acético glacial e 1mL
de ninhidrina acida. Os tubos foram transferidos para o banho-maria por 10
minutos e logo apdés esse tempo, esfriados em banho-de-gelo. A leitura foi
realizada em espectrofotometro a 470 nm.

4.3- Procedimento estatistico

Utilizou-se a técnica da andlise de variancia para o modelo com dois
fatores, complementar ao teste de comparacao de multiplos de Tukey (ZAR,1999).
Todas as discussdes foram realizadas no nivel de significancia de 5%.

5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Consideracoes gerais

Para o correto entendimento do trabalho que sera discutido a seguir, dois
esclarecimentos sdo necessarios:
e O metabolismo lipo-proteolitico caracteriza a microbiota psicrotréfica, mas nao
lhe é exclusivo, em todas as outras faixas de temperatura verifica-se a quebra de
fracOes protéicas e graxas (COUSIN, 1982).
e Por outro lado, o metabolismo acidificante € quase que exclusivamente

mesofilico; permanecendo, em temperaturas de resfriamento, apenas em niveis
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basais (ZACHAROV & HELPERN, 2007).

¢ Ao final do presente trabalho, na secédo de anexos, encontram—se os resultados

de cada leite analisado.
5.2- Contagem de microrganismos psicrotroficos
A seguir, a Tabela 1 mostra os valores obtidos em cada temperatura, em

cada momento de analise, a respeito da contagem de microrganismos

psicrotroficos.

Tabela 1. Média e desvio padrao das contagens de microrganismos psicrotréficos (log;)UFC/mL), de acordo com as temperaturas
de conservacio (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12) e momentos de analises das amostras (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi2 M24 M48
Temperatura
T4 4,765+ 0,903 a A 5,107£0944aAB 5,514+£0910aB
T8 521210926 abA  5,587+0,991a A 6,224+ 0918b B
T12 5,770 £ 1,051 b A 6,429 £ 0,966 b B 7,453 10,890 c C

Momento de chegada 3,816 = 1,414

Letras mintisculas: comparac¢do de temperaturas com momento fixado.

Letras maidsculas: compara¢do de momentos com temperatura fixada.

A interacdo do binébmio tempo-temperatura refletiuv-se em um
comportamento esperado da microbiota psicrotréfica. Ao elevar-se a temperatura,
reduziu-se a importancia desta como um fator limitante para a multiplicacdo das
bactérias. Logo, a contagem de microrganismos psicrotréficos € maior no leite
incubado a 12°C em relagao ao leite incubado a 8°C, que por sua vez, é maior do
que aquele incubado a 4°C. E igualmente previsivel, o fato de ao aumentarmos o
tempo de estocagem, um maior numero de colbnias psicrotroficas sejam

encontradas na leitura das placas. Afinal, em 48 horas de incubagdo (M48),
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espera-se que um numero maior de bactérias ja esteja adaptado as condicoes de
resfriamento, do que, por exemplo, em 24 horas ou 12 horas de estocagem. Este
comportamento pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Evolucio da populacdo de microrganismos psicrotroficos, em 3 diferentes temperaturas de incubacio (4°C, 8°C, 12°C) ,
aferida nos momentos de analise das amostras (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Voltemos a Tabela 1, nela se observa que para as contagens de
microrganismos psicrotroficos foi obtida, no momento 0, a média de log1 3,816 *
1,414 UFC/mL (ou seja, 6,5 x 10® UFC/mL). Trata-se de um leite com boa
qualidade microbiologica para os padrdoes brasileiros. Em 1991, Silva obteve
contagens médias invariavelmente superiores a 10* UFC/mL, em um experimento
que avaliava o comportamento sazonal do microbiota do leite.

Essa média poderia ter sido ainda mais baixa, mas no ultimo terco do
experimento, houve uma queda acentuada na qualidade geral do leite (ver
anexos), tendo esta coincidido com o inicio da primavera. Nao se discute que a
média de log1p 3,816 = 1,414 UFC/mL seja representativa, apenas ressalta-se que

esse valor foi influenciado pelas altas contagens aferidas a partir do leite 18.
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A respeito dos resultados finais (M48), como ja descrito em Material e
Métodos, acreditamos que o leite incubado experimentalmente a 4°C por 48h, em
principio, espelhe o produto a ser entregue ao laticinio. Em nossos dados, para
contagem de microrganismos psicrotréficos, nos leites incubados a 4°C por 48
horas, obteve-se a média de logy 5,514 + 0,910 UFC/mL (3,3 x 10°> UFC/mL),
resultado este, bem inferior ao encontrado por Lavor et al. (2006), para leites
incubados nas mesmas condicdes, a média foi de logio 7,120 £+ 0,924 UFC/mL;
mas superior ao descrito por Villar et al. (1995), que relataram a média de log+o
4,35 + 0,904 UFC/mL e também ao verificado por Lick (1972), no qual as
contagens variaram de 1,7 x 10° UFC/mL a 4,9 x 10*.

Na literatura consultada, ndao ha citacdes especificas sobre leites incubados
a 8°C e 12°C por 48 horas, mas algumas conclusdes foram tiradas a partir do
cruzamento de alguns dados.

Kumarersan et al. (2007) reportam contagem média (para psicrotréficos) de
2,7 x 10° UFC/mL em leites armazenados por 3 dias a 7°C. Em T8/M48, nossa
média foi de logo 6,224 + 0,918 UFC/mL (algo préximo de 1,5 x 10°). Sdo dados
discordantes, mas ndo a ponto de suscitar uma discussdo muito profunda. E
preciso salientar, que neste mesmo trabalho, Kumarersan et al. (2007) descrevem
gue o mesmo leite, incubado a 7°C, que no terceiro dia apresentou contagem de
2,7 x 10° UFC/mL, em 15 dias de estocagem ainda mostrava-se com contagem
média ligeiramente superior a 10”. Repare que a microbiota estudada por estes
pesquisadores se multiplicou quase que irrisoriamente.

Ja em T12/M48, verificamos a média para contagem de microrganismos
psicrotréficos de logo 7,453 + 0,890 UFC/mL (ou 2,8 x 107 UFC/mL) . Johnson &
Reto (1996) descrevem que um leite incubado a 15°C, partindo de 9,0 x 10°
UFC/mL, apresentou contagem bacteriana total da ordem de 5,0 x 10° UFC/mL,
depois de 24 horas de armazenagem. Se partirmos da premissa de que pelo
menos 20 % de todas as bactérias do leite possuem habilidade de se multiplicar
em temperaturas de resfriamento (CEMPIRKOVA, 2002), entdo pelo menos 1,0 x
10° UFC/mL das col6nias encontradas por Johnson & Reto (1996) eram formadas

por bactérias psicrotroficas. Concluindo o raciocinio, € muito provavel que se tais
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pesquisadores prosseguissem o experimento até 48 horas, haveria algo em torno
de 10%/10° de bactérias psicrotréficas. Se um leite, incubado a 15°C por 48 horas
apresenta (por exemplo) 5,0 x 10® UFC/mL de psicrotréficos, é perfeitamente
cabivel supor que para este mesmo tempo com temperatura de 12°C obtenha-se
uma contagem de 2,8 x 10" UFC/mL.

Discutidas as contagens iniciais e finais, torna-se necessaria uma
explanacao a respeito do grau, o qual as bactérias se multiplicaram. Na literatura,
€ muito comum a descricaio de que para um leite ser conservado em
temperaturas de resfriamento (5°C, por exemplo), em um prazo de pelo menos 3
dias, € essencial que sua contagem inicial de microrganismos psicrotréficos seja
inferior a 10* UFC/mL. Liick (1972) mostrou que leites ao partirem de contagens
entre 1,7 x 10® UFC/mL e 4,9 x 10* UFC/mL, em 2 dias de estocagem, a 5°C,
apresentaram-se com contagens invariavelmente inferiores a 10° UFC/mL. Mas
quando as estas eram de 4,0 x 10° UFC/mL, por exemplo, em 2 dias de
multiplicacdo e submetido a mesma temperatura, o leite atingiu a cifra de 1,1 x 10’
UFC/mL.

Nossos resultados s&o absolutamente similares (ver anexos) Na
temperatura de 4°C e em alguns casos também a 8°C, no periodo de 48 horas,
multiplicaram-se no maximo 100 vezes (em geral, menos que isso), quando no
momento 0, a contagem era inferior a 10* UFC/mL. A prépria média obtida é
bastante representativa (de logo 3,816 UFC/mL, em MO, para logio 5,514 UFC/mL,
emT4/M48). No entanto, em contagens iniciais superiores a 10* UFC/mL, foi
comum o leite mostrar-se com nUmeros finais superiores a 10° UFC/mL,
independente da temperatura de incubagao.

Durr (1975) descreve uma velocidade de multiplicacéo ligeiramente inferior,
ao mostrar, em seu trabalho, que leites contendo inicialmente 10° UFC/mL, em 2
dias de armazenagem e submetidos a 4°C, em geral, avancaram uma casa

logaritmica (multiplicaram-se 10 vezes).

E importante ressaltar que no caso dos leites avaliados em nosso estudo,
mesmo agueles conservados a 4°C, ao final de 48h, atingiram contagens

superiores a estipulada pela IN-51 para o ano de 2011, na regido Centro-Sul do
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Brasil. Para esta data, legislacdo determina um valor limite de 1,0 x 10° UFC/mL, e
como ja descrito, nossa contagem em T4/M48 foi de log 5,514 (ou 3,3 x 10°
UFC/mL).

Nesse ponto constata-se algo de muita relevancia. Para multiplicacéo
bacteriana (em nosso caso, a microbiota psicrotréfica) tdo importante quanto a
influéncia do binémio tempo/temperatura, sdo as contagens iniciais do substrato, o
que apenas reforca a idéia, ja plenamente estabelecida e também ja discutida
neste trabalho, que a qualidade microbiol6gica do leite (e conseqglentemente, a
qualidade organoléptica) esta intrinsecamente relacionada com o grau de higiene
que se teve ao obter o produto.

5.3- Determinacao da acidez e do indice crioscopico

As tabelas 2 e 3 descrevem, respectivamente, os valores obtidos nas
provas de determinacao da acidez e do indice crioscopico.

Tabela 2. Média e desvio padrio da acidez do leite em graus Dornic (°D), em 3 diferentes temperaturas de incubacio (4°C/T4,
8°C/T8, 12°C/T12), aferidos nos momentos de analises das amostras (0h/MO0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi12 M24 M48
Temperatura
T4 15,68 £0,71 a A 15,83+0,89a A 15,68 £0,92 a A
T8 15,68 £0,73 a A 1590+£0,79a A 16,25+ 1,51a A
T12 16,06 £ 0,64 a A 17,58+324a A 21,00+7,64b B

Momento de chegada 15,78 + 0,84

Letras mintsculas: comparacao de temperaturas com momento fixado.

Letras maidsculas: comparagdo de momentos com temperatura fixada.
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Tabela 3. Média e desvio padrido do indice crioscopico em graus Hortvet (°H), em 3 diferentes
temperaturas de incubacgio (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12), aferidas nos momentos de anilises das

amostras (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi2 M24 M48
Temperatura
T4 -0,539£0,011a A -0,539£0,011a A -0,540 £ 0,009 a A
T8 -0,540+ 0,011 a A -0,541£0,01Ta A -0,542+0,012a A
T12 -0,541£0,013a A -0,547+0,019a A -0,558 £0,029b B

Momento de chegada  -0,538 = 0,011

Letras mintsculas: comparacao de temperaturas com momento fixado.

Letras maidsculas: compara¢do de momentos com temperatura fixada.

Mesmo superficialmente, nota-se uma profunda relagdo entre os dados,
inclusive no aspecto estatistico.

Isso ocorre, pois uma unica molécula de lactose, ao ser fermentada, da
origem a quatro moléculas de &cido latico. Desenvolvendo-se o raciocinio, o
residuo metabdlico, de uma bactéria fermentadora de lactose, fornece um maior
namero de cargas elétricas, que elevam a energia elétrico-cinética no meio em
que este processo ocorre. Ou seja, um leite muito acido esta eletricamente muito
carregado, sendo necessaria uma maior reducao da temperatura para congela-lo.
Em termos praticos: quando a acidez do leite estd elevada, o seu ponto de
congelamento se reduz (MITCHELL,1989; PRATA 2001).
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A Figura 2, objetiva mostrar a estreita relacdo existente entre a acidez e o

ponto de congelamento do leite.
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Figura 2 - Associagdo: acidez (A) e indice crioscépico (C) nos diferentes momentos de anilise para
amostras incubadas em 3 diferentes temperaturas (4°C, 8°C e 12°C) e analisadas em diferentes
momentos (0h/MO0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Tanto para acidez, quanto para crioscopia os valores médios iniciais (M0) e
finais (M48), em T4, sdo quase que estaveis. Em T4/M48, a acidez média
registrada foi de 15,68 + 0,92 °D, e o indice crioscopico médio, para a mesma
situagéo, foi de -0,540 + 0,009 °H. No ano de 2006, Lorenzetti apresentou dados
muito préximos, 14,35°D e -0,540°H, em condigdes de trabalho semelhantes as
nossas. Estes valores contemplam a IN - 51 (BRASIL, 2002) plenamente, que
estabelece limites de acidez variaveis entre 0,14 g de acido latico/100mL e 0,18 g
de &cido latico/100mL (equivalente a 14°D e 18°D, respectivamente) e de indice

crioscopico inferior a -0,530°H.
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E relevante a constatacdo de que, diferente do que ocorreu na prova de
contagem de microrganismos psicrotroficos, para a determinacdo da acidez e do
ponto de congelamento, nao se verificou diferenca estatistica significante, no
momento 48, entre os leites incubados a 4°C e 8°C, pelo menos no que se refere
aos valores médios (essa deducdo é baseada apenas em dados estatisticos,
breve, serdo apresentados outros dados que tornam a manutencao do leite cru

desaconselhavel, se executada a 8°C).

Entretanto, na incubagdo de 12°C, a atividade fermentativa da lactose ja é
bastante nitida. Ela evolui de modo mais rapido (15°D, 16°D, 17°D e 21°D); e ao
chegar no momento 48, a média descrita é de 21°D para acidez, nivel
ligeiramente superior ao de leites incubados em temperaturas mesofilicas
classicas por 18 horas (VARGAS et al., 1984); situando-se, desta forma, fora dos
limites exigidos pela legislagao vigente (BRASIL, 2002). Em relacdo ao indice
crioscopico, foi justamente neste momento e nesta temperatura, que se registrou o
unico valor médio que difere estatisticamente do demais. Embora ndo existam
parametros para valores minimos de crioscopia, o valor de —0,558°H ¢ similar aos
de leite fraudados por sacarose (FONSECA & SANTOS, 2000), o que apenas
reforga o fato, de que o resfriamento em temperaturas marginais € absolutamente

deletério as caracteristicas organolépticas do produto.

Retorna-se a atencdo para secao de anexos, nela pode ser observada que
os leites 25, 26, 27 e 29 em T48/M48 apresentam consideravel elevacao de graus
Dornic (respectivamente, 27,5°D, 25,5°D, 24°D e 21°D) . Em comum, além das
analises serem procedidas em semanas proximas, o que pode significar uma
importante influéncia do macroclima na qualidade do leite, ja verificada por Silva
(1991), essas, em MO, partem de contagem bacterianas consideravelmente altas,
em relacdo aos demais leites analisados, o que, em um primeiro momento,
apenas sugere uma constatacao, ja totalmente aceita, na ciéncia dos alimentos: a
qualidade organoléptica de um produto € reflexo de sua qualidade microbiol6gica
(MUTUKA-MIRA et al., 1996).
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Mas tal idéia precisa ser aprofundada e por isso, 3 possibilidades, nao
excludentes, foram levantadas para se explicar o comportamento da acidez (e

conseqguentemente da crioscopia) tao destoante nos leites ja citados:

e Segundo Zacharov & Helpern (2007), mesmo nas temperaturas psicrotréficas
mais caracteristicas, 4°C por exemplo, existem lactobacilos que se multiplicam,
mantendo um metabolismo acidificante em niveis basais. E possivel que em um
leite com 10%/10” UFC/mL tenha um consideravel nimero de Lactobacillus e a
acidez verificada em T8/M48, seja a somatdria da atividade acidificante de todos
eles.

¢ QOutra hipétese, seria considerar a temperatura 7°C como um rigido limite do
psicrotrofismo (COLLINS, 1981). Logo, na temperatura de 8°C, ja seria possivel
encontrar uma microbiota em transicdo, com caracteristicas mesofilicas, no
decorrer do tempo de incubacéo.

Lembramos, que embora o desenvolvimento 6timo mesofilico/acidificante

ocorra na faixa de 20°C a 45°C (FRANCO & LANDGRAF,1996) , é perfeitamente
cabivel que se encontre atividade metabdlica residual de tais microrganismos em
temperaturas inferiores, ou superiores, a esta faixa.
e Esta é talvez a mais subjetiva das hip6teses. Ha a possibilidade de a competicao
por substratos peptidicos e graxos ser tao intensa, nao esquegamos que se tratam
de leites , em MO, com contagens psicrotréficas da ordem de 10°, que haveria
uma saturagcdo da atividade lipo-proteolitica. Seria entdo, evolutivamente
interessante, que mesmo em condicoes desfavoraveis, os microrganismos com
aparato enzimatico capaz de fermentar lactose, expressassem esta caracteristica,
ja que se multiplicariam através do consumo de um substrato que nao estaria
sendo visado pela microbiota predominante na temperatura de 8°C.

Hip6teses a parte, a idéia central €, mais uma vez, de que o leite s6 tera a
sua qualidade conservada, somando-se o emprego da tecnologia do frio, de forma
rigorosa, com o foco na obtencéao do produto do modo mais higiénico possivel.
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5.4- Porcentagem de microrganismos psicrotréficos lipoliticos e
determinacao do teor de acidos graxos livres.

Os resultados referentes a porcentagem de psicrotréficos lipoliticos e por
conseguinte o teor de acidos graxos livres determinados, nos diferentes momentos
e temperaturas, as quais o experimento foi executado,encontram-se na tabela 4 e

5, respectivamente.

Tabela 4. Média e desvio padrio da porcentagem de microrganismos psicrotroficos com atividade
lipolitica, em 3 diferentes temperaturas de incubacio (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12), aferidos nos
momentos de analises das amostras (0h/MO0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi2 M24 M48
Temperatura
T4 548t152aA 535t11,5aA 59.8£10,5aA
T8 56,21+9,8a AB 50,5+9,8a A 61,5+10,8aB
T12 61,5t 13,5aAB 542+13,7aA 67,210,118 a B

Momento de chegada 55,3+ 11,6

Letras maiusculas: comparagio de temperaturas com momento fixado.

Letras mindsculas: comparac¢ao de momentos com temperatura fixada.
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Tabela 5. Média e desvio padrio do teor de acidos graxos livres (mEq/L), em 3 diferentes temperaturas de incubacio (4°C/T4,
8°C/T8, 12°C/T12), aferidos nos momentos de analises das amostras (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi2 M24 M48
Temperatura
T4 1,642+ 0,860 a A 1,899+ 1,024 a A 2,653+1,798b B
T8 1,125+ 0,514a A 1,187+£0,575a A 1,623 +0,872a A
T12 2,460 £0,126 b A 2,8071£0,192b A 4,786 £2,201 c B

Momento de chegada 0,818 = 0,209

Letras maidsculas: comparag@o de temperaturas com momento fixado.

Letras mintisculas: compara¢do de momentos com temperatura fixada.

Como pode ser verificado na Tabela 5, a quantidade aferida de acidos
graxos livres, em MO, foi de 0,818 = 0,209 mEg/L, valor muito proximo ao obtido
tanto por Wolfschoon-Pombo et al. (1986), em leites analisados nas mesmas
situacoes, que descrevem a média 0,744 mEqg/L, quanto por Suhren (1981), que
reportou a média de 0,860 mEq/L.

Por outro lado, os resultados em M48 ja sdo mais destoantes dos existentes
na literatura. Para a temperatura de incubacdo de 4°C, Silveira et al. (1998a),
coletando amostras a partir de caminhdes — tanques relatam valores médios da
ordem de 1,815 mEqg/L, enquanto Muir et al. (1978) obtiveram a média de 2,16
mEq/L. Para T4/M48, no presente trabalho, aferiu-se 2,653 + 1,798 mEq por litro

de leite.

Embora nao se trate de uma diferenca que, isoladamente, suscite profunda
discussao, ela sugere que em nosso experimento houve maior atividade lipolitica
do que , em geral, é reportado. A explicacao para essa maior evolucao na lise de
acidos graxos por nés obtida, provavelmente, se encontra na Tabela 4. No
momento de chegada ao laboratério, o leite apresentou um pouco mais de 55% de
microrganismos psicrotréficos lipoliticos, quando o mais comum € essa
porcentagem situar-se na faixa dos 40 % (SILVEIRA et al, 1998a). Ao se partir da
premissa que se trabalhou com uma microbiota mais adaptada a atividade
lipolitica, torna-se simples supor que a quebra de fracdes graxas ocorra de forma
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mais rapida e intensa.

Ja a 12°C, em 48h, obtivemos uma alta concentracdo de &cidos graxos
livres , 4,786 + 2,201 mEqg/L, este valor pode ser resultado de uma possivel
sinergia entre psicrotréficos classicos e mesdfilos lipoliticos. E bastante
interessante observar que a microbiota lipolitica, nesta temperatura, descreve um
comportamento de forma ondular, como se buscando adaptacédo a temperatura de
resfriamento marginal até as 24 horas de incubacdo e ao chegar no M48h, estes
meso/psicrotroficos ja parecem plenamente adaptados, representando 67% dos
psicrotréficos plagueados , 0 que explicaria o alto indice de acidos graxos livres,
bem superior ao que ja se considera o produto em fase inicial de rancidez, no caso
3,0 mEg/L, conforme descrito por Muir em 1978.

Também n&o se pode descartar que em 12°C, j& exista a possibilidade de
uma atividade lipolitica endégena. Mesmo que as lipases naturais tenham o 6timo
de sua atividade situada na faixa do 30°C (PRATA, 2001), podemos, apenas como
hipotese, ter a 12°C condi¢cdes de temperatura favoraveis a uma atividade, ao

menos, residual.

Com o intuito de formular explicagdes para o comportamento da microbiota
lipolitica na temperatura de 8°C, foi feito um grafico associando a porcentagem de
microrganismos com atividade lipolitica, com o teor de &acidos graxos livres

detectado (Figura 3).
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Figura 3- Porcentagem de microrganismos psicrotréficos lipoliticos e teor de acidos graxos livres
aferidos nos momentos de analise (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48), em amostras de leite cru
incubadas em 3 diferentes temperaturas (4°C, 8°C,12°C).

Nao ha na literatura qualquer citacdo, nem mesmo de indicios, que
suportem a idéia de que a 8 °C houvesse uma menor porcentagem de
microrganismos lipoliticos, ou entdo que estes tivessem uma menor capacidade
em quebrar , pela sua acdo enzimatica, as fragcdes graxas do leite, quando
comparada sua atividade observada a 4°C.

Apenas Muir, 1978, incuba o leite a esta temperatura; e neste caso, os
dados sao discordantes, visto que a quantidade de acidos graxos livres é sempre
crescente, conforme se eleva a temperatura de incubacdo dos leites por ele
analisados.

Mesmo empiricamente, era de se esperar que 0S nossos resultados fossem
respectivamente crescentes nas incubacoes a 4°C, 8°C, 12°C, na medida em que
se reduziria a importancia do resfriamento como um fator inibitério das diversas

atividades bacterianas.
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Se por um lado, a pouca literatura reduz nossa possibilidade de discussao,
por outro aumenta a nossa liberdade em formular hipoteses.

Analisemos, em um primeiro momento, as informacdes da Figura 3.

No momento 24, nas 3 temperaturas de incubagdo houve reducdo da
porcentagem de microrganismos lipoliticos, especialmente em T8, mesmo que nao
estatisticamente significativa. E interessante perceber, que os efeitos do
resfriamento ndo sdo imediatamente sentidos pela microbiota. Nas primeiras 12
horas ela parece buscar ajustar-se a esta condicdo, como se exaurisse as
possibilidades de adaptacdo, a atividade metabdlica s se torna decrescente
depois de um dia de incubacgao.

Mas uma andlise generalizada, ainda n&o explicaria o fato de que a 8°C ha
uma deteccdo muito inferior de acidos graxos livres, para isso € necessario que
sejam feitas consideracdes especificas do que poderia estar ocorrendo com a
microbiota do leite incubada a essa temperatura:

e Sendo Pseudomonas o género predominante a 7°C, e tendo este uma atividade
ligeiramente mais lipolitica do que proteolitica (SILVEIRA et al., 1998a;
ZACHARQV & HELPERN, 2007), seria natural supor, que um decréscimo geral
em sua populacao significaria uma reducdo no teor dos acidos graxos livres
detectados. Principalmente, se este género cedesse lugar a um grupo de
microrganismos com uma outra atividade metabdlica, no caso o Bacillus,
predominantemente proteoliticos, que apresentam um tempo de geracao bastante
curto quando incubados a 10°C (COUSIN, 1981; SORHAUG & STEPANIAK, 1997;
SILVEIRA, 1998b).

Ha um unico problema na hipbtese descrita acima: as principais espécies
psicrotroficas lipoliticas P. fluorescens e P. fragi (e algumas espécies dos géneros
Alcaligenes e Flavobacterium) parecem manter suas atividades metabdlicas em
niveis crescentes até 10°C (COUSIN, 1981).

Voltemos entdo, para 0 modo como as fragdes graxas do leite estdo
estruturadas. Cerca de 96% da gordura do leite estdo sob a forma de triglicérides
envoltas por uma (membrana) bicamada fosfolipidica (GAVILAN & GAVILAN,
1984). Percebe-se que para se obter um &cido graxo livre é necessario uma
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intensa e acumulativa atividade de quebra. A membrana deve ser lisada, os
triglicérideos quebrados em cadeias graxas longas, seguido pela hidrolise das
cadeias curtas, até que se obtenha o monémero.

Chen, 2002, descreve que Pseudomonas teriam uma predilecdo por acidos

graxos de cadeias curtas. Essas informagdes nos induzem ao aprofundamento da
primeira hipotese:
e E possivel, que a 8°C, tenha sido verificada alguma atividade inibitéria nas
fosfolipases bacterianas. Neste caso, toda a cadeia lipidica seria preservada, na
medida que um maior nimero de glébulos de gordura permaneceriam integros, ja
que a membrana envoltéria dos glébulos é fosfolipidica.

Este € um raciocinio bastante sutil, pois ndo esta sendo descrita uma menor
atividade lipolitica bacteriana, mas sim uma possivel reducdo da producéo, ou
ativacao, de uma uUnica enzima que, por si s0, ja implicaria uma menor quantidade
de &cidos graxos livres detectados no final do processo.

Cousin (1981) reforca nossa idéia, ao relatar que as principais espécies

lipoliticas sao produtoras de fosfolipases.
e Uma outra possibilidade cabivel, que de forma alguma exclui a anterior, seria
supor que do mesmo modo como ocorre com a estrutura micelar da caseina, o
glébulo de gordura poderia ter sua solidez prejudicada em temperaturas muito
baixas, seja pela desnaturacdo de algum constituinte membranoso, ou entéo, pela
inativacdo de algumas ligagdes quimicas globulares. No caso das fracdes
protéicas micelares, este processo se inicia abaixo dos 2°C (PRATA, 2001), talvez
para os lipideos do leite algo semelhante ocorra abaixo dos 4°C.

Existem ainda outras hipdéteses, mas elas serdo desenvolvidas no préximo
tépico, apds a apresentacao dos dados que descrevem a atividade proteolitica.

Em outras palavras, caso a segunda hip6tese seja a veridica, ndo haveria
apenas uma menor atividade de lise de gorduras a 8°C, mais sim, uma lipdlise
bacteriana superestimada a 4°C, quando na verdade ela seria o resultado de
processos tanto bacterianos, quanto de fisicos, intrinsecos a propria condi¢do de

temperatura.
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Finalizando o assunto e retornando a Tabela 4, nota-se que a microbiota
psicrotrofica lipolitica multiplicou-se de forma muito intensa do momento 24h para
o momento 48h (mais de 20%, ou seja, de 50% em T8/M24 para 61% em
T8/M48). Qualquer que seja a causa do problema metabdlico lipolitico na
estocagem a 8°C, ela parece ter sido suplantada, e mesmo que nao tenha se
verificado reflexo desta adaptacao no teor de acidos graxos livres em M48, é bem
provavel que se as provas prosseguissem, elas registrariam um alto grau de
mondmeros lipidicos. E apenas uma suposicdo, mas se a multiplicacdo bacteriana
se mantivesse desta forma, talvez , em 72 horas de incubacéo, ja obteriamos um

maior teor de 4cidos graxos livres em T8 do que em T4.

5.5- Porcentagem de microrganismos psicrotroficos proteoliticos e
determinacao da concentracao de glico-macropeptideo.

Tabela 6. Média e desvio padrao da porcentagem de microrganismos psicrotroficos com atividade
proteolitica, , em 3 diferentes temperaturas de incubac¢io (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12), aferidos nos
momentos de analises das amostras (0h/MO0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi12 M24 M48
Temperatura
T4 583+ 11,5aA 62,5+10,0a A 59,0£8,0aA
T8 59, 7t11,7aA 65,7t 8,6aA 5957, 7aA
T12 62,5t9,8aA 66,8+ 6,1aA 62,7+9,8a A

Momento de chegada 59,3 + 13,1

Letras maidsculas: comparag@o de temperaturas com momento fixado.

Letras mintisculas: compara¢do de momentos com temperatura fixada.
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Tabela 7. Média e desvio padrdo do teor de GMP livre pela associacido do acido sialico a ninhidrina
dcida (ug de 4cido sidlico/mL) , em 3 diferentes temperaturas de incubacio (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12),
aferidos nos momentos de analises das amostras (0h/M0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48).

Momento

Mi2 M24 M48
Temperatura
T4 2,66 £0,7a A 3,05+0,88a A 29410722 a A
T8 3,82+ 1,46ab A 5,07+£225bB 4,52+ 1,934b AB
T12 3,05+0,92ab A 385+x14aA 3,31£0,956a A

Momento de chegada 2,83 £0,97

Letras maidsculas: comparag@o de temperaturas com momento fixado.

Letras mintsculas: comparacao de momentos com temperatura fixada.

Nas Tabelas 6 e 7 estao expressos, respectivamente, os valores referentes
a porcentagem de psicrotréficos proteoliticos e o teor de GMP detectado pela
associagao do acido sialico com a ninhidrina acida.

Na Tabela 6, pode ser observado que 59% dos microrganismos
psicrotroficos possuiam capacidade de quebrar proteina. Apesar de Villar et al.
descreverem a razao de 0,81 entre a microbiota psicrotréfica e a proteolitica, em
geral, o que se observa na literatura sdo valores variando entre 40%/45%
(SILVEIRA et al., 1998a; ZACHAROV & HELPERN, 2007).

Foi interessante observar que, em nosso trabalho, houve um pequeno
predominio de bactérias proteoliticas, quando o mais comum é a descricao de um
predominio de bactérias lipoliticas, mas esta &€ uma discussao distante de um
consenso e por se tratar de uma diferenca minima, pelo menos em termos
matematicos (59% proteoliticas, 55% lipoliticas), o resultado ndo permite maiores
deducdes.

A respeito da evolugdo da microbiota proteolitica, ndo se verificou em nenhuma
das temperaturas de incubacao, qualquer diferenca estatisticamente significativa
(p> 0,05), embora nota-se que do MO ao M24 houve, ao menos, uma pequena

intensificagdo na multiplicacdo, que coincide com uma reducdo na microbiota
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lipolitica (Tabela 4, tépico anterior).

A microbiota psicrotréfica parece ter pequenas oscilacdes metabdlicas (de
lipolitica para proteolitica e vice-versa), no decorrer dos dias de armazenagem do
leite. Embora sejam dados a serem analisados com muita cautela, por ndo se
tratarem de diferencas estatisticas significativas, este pequeno movimento ondular
metabdlico pode significar uma importante resposta adaptativa a competicdo por
um substrato. Quando um grande numero de microrganismos esta consumindo
fracOes graxas, deve ser vantajoso para , por exemplo, uma bactéria psicrotréfica
migrar metabolicamente para atividade proteolitica. Conforme os peptideos séo
quebrados em fragcbes menores é possivel que o consumo de fracdes protéicas
torne-se mais acessivel a um maior numero de deteriorantes, a competicao por
proteinas seria, deste modo, mais intensa, 0 que obrigaria algumas bactérias a
novamente migrar para um metabolismo lipolitico.

Iniciemos, entéo, a discussao a respeito do teor de GMP livre determinado
no leite.

A determinacdo da concentracdo de glico-macropeptideo por
espectrofotometria, pela associacdo do acido sidlico (ligado ao GMP) com a
ninhidrina 4cida é uma técnica, originalmente, utilizada com o objetivo de detectar
fraudes no leite por adigcdo soro, este um sub-produto da fabricacdo de queijo
(MAPA, 2003). Mas como existe muita similaridade entre a agao proteolitica da
quimosina e a acao das proteases, ou metaloproteases, de origem bacteriana
(CHEN, 2002), alguns trabalhos como o de Vidal-Martins et al. (2005) usam esta
prova com o intuito de quantificar a protedlise bacteriana.

No momento 0, como pode ser observado na Tabela 7, obteve-se a média
de 2,83 + 0,97 ug/mL de &acido sialico, valor quase que idéntico (inclusive no
desvio padrao) ao de FUKUDA et al (1994), que apontam a média de 2,71 + 0,83
ug/mL como sendo propria de um leite auténtico. J& FURLANETTI & PRATA
(2003), também trabalhando com leite cru descreveram uma média bem superior,
de 4,33 + 0,62 ug/mL, mas neste caso, o foco era a variacdo sazonal do indice de
GMP e fatores como presenca de mastite no rebanho, bem como o estagio de
lactacdo podem ter inflado a média.
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Observemos a Figura 4, que associa os dados apresentados nas Tabelas 6
e 7. Destaca-se que na temperatura de 8°C, invariavel ao momento de analise, foi
medida uma maior concentragdo de GMP.
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Figura 4- Porcentagem de microrganismos psicrotroficos proteoliticos e teor de acido sialico aferidos
nos momentos de analise (0h/MO0, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48), em amostras de leite cru incubadas em
3 diferentes temperaturas (4°C, 8°C, 12°C).

No que tange a evolugcdo do indice proteolitico, duas consideracdes
precisam ser tracadas, antes da formulacéo das hipéteses:

O movimento ondular, muito visivel na Tabela 7, e também na Figura 4, ndo
€ decorrente da suposta alternancia metabdlica descrita na pagina anterior, mas
sim da quebra de glico-macropeptideos em oligopeptideos, o que naturalmente
impossibilitaria a ligacdo do acido sidlico e ninhidrina, dando a falsa impresséao de
reducao da atividade proteolitica. O que diminuiu, de fato, foi apenas o teor de

GMP, e isso s6 ocorreu pela intensificacdo da atividade proteolitica sobre a
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molécula, resultando em fracdes protéicas menores (BURGUER, 2006).

Tendo em vista a consideracdo acima, pela Tabela 7, apenas uma
informagdo pode ser aferida: em T8, independente do momento, houve mais
quebra de estrutura quaternaria de proteina em glico-macropeptideos, do que em
T4 e T12; mas néo se pode afirmar que ha mais atividade proteolitica (embora, de
modo empirico, a suposi¢cdo € provavelmente verdadeira) , isso porque a prova
nao descreve a lise de peptideos a partir da quebra do GMP.

Em outras palavras, a prova determina uma atividade proteolitica, mas a
respeito da conversdo de oligopetideos em micropeptideos e destes em
aminoacidos, isoladamente, ndo ha possibilidade de asseveracao.

Foi através do cruzamento de dados, que se obteve a seguranca de que na
temperatura de 8°C, a microbiota, com a qual trabalhamos, expressou
metabolismo predominantemente protéico.

Voltando a Tabela 2, ja foi observado, que, ao menos de modo geral, ndo
houve diferenca significativa na acidez do leite em T4 e em T8, ou seja, o
consumo de lactose ocorreu em taxas similares nas duas temperaturas.

Como a populacdo psicrotréfica em T8/M48 €& maior que em T4/M48
(Tabela 1), a unica forma para que isso ocorresse é que em T8 houvesse uma
intensificacdo da atividade proteolitica, ja que a lipélise mostrou-se diminuida.
Afinal, seria dificil imaginar um outro substrato no leite, que servisse de fomento a
multiplicacdo bacteriana, se nao a lactose, a gordura e a proteina (GAVILAN &
GAVILAN, 1984; FRANCO & LANDGRAF,1996).

Outras hip6teses também podem ser aventadas, objetivando um motivo
possivel e plausivel para uma mudanca metabdlica tdo brusca na temperatura de
8°C:
¢ As ligacoes peptidicas sao resultantes de ligagcdes covalentes duplas, as mais
fortes encontradas na natureza organica (PRATA, 2001). Com isso, pode-se aferir
que para um microrganismo quebrar (e aproveitar) proteina, é necessario que o
seu aparato metabdlico esteja funcionando de forma adequada, pois havera um
grande gasto de energia até que se obtenha o aminoacido. Ha a possibilidade de
que a temperatura de 4°C nio ofereca as condigdes necessdrias para que a
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microbiota do leite expresse seu metabolismo protéico de forma adequada. Essas
condicdes aconteceriam apenas a 8°C, e dessa forma, haveria uma rapida
migracao metabdlica para que se aproveitasse o substrato protéico, até entdo com
poucos competidores.

e Apenas como um indicativo, cita-se que a partir de 8°C, inicia-se a multiplicagcdo
dos psicrofilos classicos. Supondo a remota possibilidade destes microrganismos
terem um metabolismo proteolitico predominante, o alto teor de GMP determinado
em T8, seria a soma das atividades psicréfilas e psicrotréficas. Nao ha
necessidade, e ndo estd sendo afirmado, que os psicréfilos tenham sejam
predominantemente proteoliticos, basta que uma espécie psicréfila se multiplique
de modo relativamente intenso, na faixa de 8°C a 10°C, lisando fragcdes da
estrutura micelar do leite, para que a hipdétese em questdo ganhe respaldo.
Cousin, 1981, descreve espécies do género Vibrio, como sendo psicréfilas, mas
nao ha nenhum dado sobre seu metabolismo.

Por fim, Muir (1978), cita que minimas variacées na temperatura na faixa
psicrotrofica (de resfriamento) pode implicar profundas alteragdes no
comportamento dos microrganismos. Mesmo de modo genérico, pode residir
nessa afirmacdo, mais uma consistente premissa para os resultados de nosso

experimento.
5.6- Consideracoes finais

Por questao de rigor cientifico, ndo se pode desconsiderar, o fato de que ao
se comparar teores de acidos graxos livres com concentragdes de GMP, lida-se
com elementos de grandezas diferentes. O acido graxo livre € um mondmero,
fornece uma resposta mais assertiva; enquanto o GMP é um polimero, e a quebra
desta macromolécula pode ter rotas metabdlicas, que o presente trabalho néao teve
recursos para determinar.

Mesmo com tal ressalva, foi elaborada a figura 5 que dispde graficamente
os resultados referentes aos teores de acidos graxos livres e de GMP. E possivel

se observar, mais uma vez, o inesperado comportamento metabdlico da
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microbiota psicrotréfica, quando presente em um leite incubado a 8°C.
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Figura 5 - Teor de 4cidos graxos livres (L) e do 4cido sialico (P) determinado em leites incubados a 4°C,

8°C e 12°C por 12h, 24h e 48h.

As hip6teses levantadas apenas suscitam caminhos, tentativas,
possibilidades para explicar um comportamento microbioldégico inesperado
(expresso através de andlises fisico-quimicas), o ideal é que as questdes
levantadas despertem o interesse de outros pesquisadores, e que desta forma,
diversas questdes basicas a respeito do universo psicrotréfico possam ter
explicagdes totalmente seguras.

Logo na revisao de literatura, foi dissertado o pouco consenso no que se
refere a definicdo, taxa metabolismo, faixa de temperatura caracteristica dos
microrganismos psicrotroficos. Talvez residam nestas lacunas cientificas, as

respostas que garantirdo um leite seguro e de bom paladar.
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6- CONCLUSOES

Focando-se nos objetivos, previamente tragados e pelos resultados do trabalho,
sao possiveis as seguintes conclusodes:

1- Com a elevagao da temperatura intensificou-se a multiplicacao bacteriana,
e consequentemente, as alteragdes fisico-quimicas tornaram-se mais
proeminentes.

2- Nao foi possivel determinar, se ha no leite, mais microrganismos com
atividade lipolitica ou proteolitica, pois os valores de porcentagens aferidas foram
muito préximos.

3- A temperatura de 8°C mostrou-se desfavoravel a atividade lipolitica
bacteriana e, ao que tudo indica, favoravel a proteolise.

4- Apenas na temperatura de 12°C, verificou-se de modo nitido, uma atividade
acidificante caracteristica da microbiota mesofilica. Em 4°C e 8°C, os poucos
valores de acidez elevados pareceram estar mais relacionados as altas contagens
iniciais, do que propriamente a temperatura de incubacao

5- O trabalho é apenas mais um, endossando, que a garantia de obter-se um
leite com baixas contagens bacterianas e livre de alteracdes do flavor, advém do
cumprimento rigoroso das normas de higiene, durante a obtengéo do produto
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Psicrotréficos: multiplicaciao, metabolismo e deterioraciao do leite

Psychrotrophs: growth, metabolism, and milk deterioration

José Paes de Almeida Nogueira Pinto' Thiago Braga Izidoro"

REVISAO BIBLIOGRAFICA

RESUMO

Nos dias atuais, 0s microrganismos psicrotréficos constituem-se em uma grande
preocupacdo para a industria de alimentos, especialmente para a de laticinios, na qual o
emprego do resfriamento para sua conservagdo, isolado de medidas higiénicas durante o
processo de obtenc¢do, resultou na emergéncia deste grupo de bactérias, caracterizadas pelo
seu alto metabolismo lipo-proteolitico. Excluindo-se a capacidade de se multiplicarem em
baixas temperaturas, e as conseqiientes perdas econdmicas resultantes dessa multiplicacao,
pouco consenso existe a respeito dos microrganismos psicrotroficos. Até mesmo a
definicdo exata de um ‘“grupo psicrotréfico” é colocada em discussdo, bem como sdo
descritos na literatura vérios intervalos de temperatura como sendo 0s mais caracteristicos
para as bactérias psicrotréficas. O trabalho a seguir propde-se a discutir diversas questdes
que tangem a microbiota psicrotréfica: definicdes, temperaturas de multiplicacdo descritas
na literatura, principais microrganismos com caracteristicas psicrotroficas, papel das
enzimas no processo deteriorativo dos alimentos, medidas de controle plausiveis e

perspectivas visiveis para o atual contexto da industria laticinista brasileira.
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ABSTRACT

Nowadays, the psychrotrophic microrganisms have been considered one of the most
damageable inside the food industry, mainly dairy, in which the application of cold for its
preservation, without the right hygienic restrictions on the product’s formation process,
resulted of this bacteria’s group emergency, characterized for its high lipo-proteolytic
metabolism. There is a little agreement about the psychrotrophic microorganisms, if the the
ability of multiplication in low temperatures and the economic loss resulting of this
multiplication are excluded. Even the exact definitions of a psychrotrophs group is under
discussion as well as the literature describes several intermissions of temperature as being
the most characteristic for these psychrotrophs bacteria. The following work is supposed to
discuss many questions about psychrotrophic microrganisms: definitions, literature
descriptions of the multiplication temperature, main microrganisms with psychrotrophs
characteristics, enzyme’s role during the damageable food’s process, restrictions of control

and visible prospects of the current context of the brazilian dairy industry.

Key-words: psychrotrophs, cooling, milk, lipolysis and proteolysis.
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Psicrotroficos: multiplicacao, metabolismo e deterioracao do leite.

1- Introducao

O agronegécio tem sido o principal responsdvel pelos sucessivos superdvits
comerciais registrados na economia brasileira nos ultimos anos. O pais se consolidou no
posto de maior exportador de carne bovina e de frango, tendo também a exportacdo de
carne suina, como destaque neste panorama (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2005). Setores pouco expressivos, como o da producgdo
melifera se organizaram; e até o leite, produto do qual o Brasil é tradicionalmente um
importador, obteve, em 2005, pela segunda vez na histéria, um saldo comercial positivo
(confirmando uma tendéncia ja observada no ano anterior), criando — se, portanto, entre os
produtores a expectativa de também tornd-lo um produto de exportacio de alta
rentabilidade, com reais perspectivas nos mercados de paises emergentes (NOGUEIRA,
2005).

Foi nesse contexto que entrou em vigor a Instru¢do Normativa n°51, que além de
estabelecer novos padrées microbioldgicos e fisico-quimicos, determinava que todo leite
produzido deveria ser imediata e obrigatoriamente resfriado, assim como entregue aos
laticinios no prazo maximo de 48 horas depois de ordenhado (BRASIL, 2002).

O prévio resfriamento do leite ja4 € uma pratica habitual nos paises europeus e nos
Estados Unidos, incluindo-se nessa lista Canada e Oceania, desde o inicio dos anos 80.
Mesmo no Brasil, os estados mais desenvolvidos do Centro-Sul, empregam essa tecnologia
desde meados da década de 90.

Embora a Instru¢gdo Normativa n° 51 aborde as praticas de higiene necessérias com as quais

o leite deve ser obtido, os produtores brasileiros parecem focar-se apenas na questdo da
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temperatura, contemplando de modo apenas parcial os requisitos basicos para um leite de
boa qualidade. Em um primeiro momento, tal informagcao pode parecer um contrasenso,
mas o fato é que para o resfriamento do leite necessita-se apenas de investimento
financeiro, seja na aquisicao do equipamento ou decorrente do consumo de energia-elétrica,
enquanto para que as normas estabelecidas de higiene sejam executadas de modo correto, €
necessario instrug¢do, treinamento e qualificacdo de mao-de-obra, indiscutivelmente
processos muito mais demorados e dispendiosos.

MABBITT (1980) ja afirmava que para melhorar as atividades de produgdo do leite “in
natura”, era preciso que fossem observados alguns aspectos fundamentais, tais como
minimizacao da contaminacdo durante as atividades de producdo do leite e reducao da taxa
de multiplicagdo dos microrganismos durante o periodo de estocagem.

Ja é consolidada a idéia de que a soma das varidveis: higiene inadequada na obtencao do
leite e emprego do resfriamento pouco (ou nada) contribui para a qualidade geral e aumento
da vida de prateleira do produto, na medida que tais condi¢des favorecem a multiplicacdo
de um grupo de microrganismos, conhecidos pelo seu expressivo metabolismo lipo-
proteolitico: os microrganismos psicrotréficos.

Excluindo-se sua capacidade de se multiplicarem em baixas temperaturas e as
conseqiientes perdas econdmicas resultantes dessa multiplicacdo, pouco consenso existe,
entre os pesquisadores, a respeito dos microrganismos psicrotroficos. Até mesmo a
definicdo exata de um ‘“grupo psicrotréfico” é colocada em discussdo, bem como sdo
descritos na literatura vérios intervalos de temperatura como sendo 0s mais caracteristicos
para a multiplicagdo psicrotréfica.

E factual a relevancia que o grupo tem em relagio 2 degradacio de importantes

componentes do leite, devido ao seu metabolismo lipolitico e proteolitico. Mas a
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quantidade real de gordura e de proteina lisadas exclusivamente pela acdo bacteriana é de
dificilima mensuracdo, ja que tanto a lipdlise quanto a protedlise podem ter causas
enddgenas.

A seguir abordaremos algumas das principais caracteristicas dos microrganismos

psicrotréficos e como seu metabolismo contribui para o processo de deterioracdo do leite.

2- Desenvolvimento
2.1- O Contexto Geral e a Instru¢ao Normativa N° 51

Os 27 bilhdes de litros de leite produzidos por ano, que situam o Brasil como o
sexto maior produtor mundial, podem nos induzir a uma anélise equivocada da producao
leiteira no pais (ALVIM, 2008). Isso porque a produtividade brasileira é baixissima, algo
em torno de 1137 quilos/vaca/ano, um dos menores indices do mundo (NERO, 2005).
Segundo o PROGRAMA NACIONAL DA MELHORIA DA QUALIDADE DO LEITE
(1998), as perdas por condenagdo resultantes de acidez elevadas somadas as decorrentes da
presenca de mastite no rebanho atingem 6,5% da producao total.

Essa qualidade insatisfatéria do leite produzido no Brasil € um problema cronico, de
dificil solugdo, pois estdo envolvidos nesse contexto fatores de ordem sdécio-econdOmica,
culturais e geograficos (HUHN et al.,, 1980; SILVEIRA et al.,1998) .Apenas como
exemplo, NERO et al. (2005) verificaram, em um trabalho que avaliou a qualidade
microbiolégica do leite produzido em 4 diferentes regides brasileiras, que 48,6% das
amostras apresentavam contagens de mesofilos aerdbios superiores a 10° UFC/mL, nimero
este, acima do limiar microbioldgico em que ja se consideraria o produto em inicio de um

processo de deterioragdo (SAHAR, 1994; BRASIL 2002).
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Os microrganismos mesofilos, cuja temperatura 6tima de multiplicacdo se encontra na faixa
de 30°C a 40°C (JAY, 1994), sdo aqueles predominantes em falta de condi¢des basicas de
higiene e auséncia de resfriamento. Em tais circunstancias, atuam intensamente na
fermentacao da lactose, produzindo dcido lético, gerando a acidez do leite, limitando tanto a
vida de prateleira, quanto a utilizacdio do produto para a elaboracdo de derivados
(GUIMARAES, 2002).

Tendo em vista o prejuizo econdmico gerado pela acidificacdo, a insatisfatéria
qualidade do leite produzido e a importancia econdmica adquirida pela cadeia leiteira, o
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) aprovou a Instrugcdo
Normativa n° 51 (IN — 51), em vigor nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais desde
julho de 2005 e nas demais regides brasileiras desde julho de 2007, a qual visa a
modernizacdo da pecudria leiteira e institui novos parametros fisico-quimicos e
microbiol6gicos, bem como exige a refrigeracao do produto logo apds a ordenha e a sua
entrega a granel aos laticinios (BRASIL, 2002).

Segundo BIRD (1993) e AZEVEDO (1996), a coleta a granel com o transporte
realizado em tanques isotérmicos de ago inox instalado em caminhdes, pode ser um
procedimento eficiente na manuteng¢do da qualidade do leite ordenhado. Porém, estudos
revelam que a implementacdo das novas exigéncias, por si s, ndo garantird esta qualidade,
sendo fundamentais os cuidados relacionados a higiene da ordenha (OLIVEIRA et al.,
1999; SANTANA, 2001; SERRA, 2004). Isto porque o leite, quando ordenhado em
condic¢des precdrias de higiene pode apresentar, além da contaminacdo por mesoéfilos, um
grande nimero de bactérias psicrotroficas na sua microbiota total. SANTANA (2001)

salientou que tais microrganismos, favorecidos pelo resfriamento e pela auséncia de
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competidores, se multiplicam rapidamente no leite, resultando em um produto de qualidade

inferior.

2.2- Os Microrganismos Psicrotroficos

A definicdo exata de microrganismo psicrotréfico € muito discutida, nao havendo
consenso definitivo entre os pesquisadores.

A primeira dificuldade € justamente definir qual faixa de temperatura seria a ideal
para a multiplicag@o psicrotréfica. O intervalo de temperatura mais comumente encontrado
em referéncias baseia-se nas normas do INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, nas
quais os psicrotréficos foram definidos como sendo os microrganismos que podem
desenvolver-se a 7°C ou menos, independente da temperatura 6tima de multiplicagdo.
Diferentemente, SORHAUG & STEPANIAK (1997) e LORENZETTI (2006) ao incluirem
os bacilos formadores de esporos neste grupo, ampliam esta margem para 10°C, enquanto
Santana em 2001 retoma um conceito da década de 60, considerando a faixa de 0°C até
20°C como sendo a tipica da microbiota psicrotrofica.

Em termos gerais, uma bactéria psicrotréfica € aquela que apresenta altas taxas de
multiplicacdo em condicdes de resfriamento, embora a sua temperatura 6tima seja mais
elevada, situada na faixa mesoéfila. H4, inclusive, significativa correlacdo entre as contagens
de microrganismos mesofilos e psicrotréficos. (ZACHAROV & HALPERN, 2007). Ao
tocarmos neste ponto, cria-se uma nova controvérsia a respeito do préprio termo
“psicrotréficos” que é comumente usado como sindnimo de psicréfilos, psicréfilos
facultativos e psicrotolerantes (GOUNOT, 1986; SILVEIRA et. al., 1998). Na origem desta

discussdo, temos o fato do psicrotrofismo estar mais associado a um comportamento, uma

habilidade, uma caracteristica de um subgrupo mesé6filo (FRANCO & LANDGRAF, 1996),
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do que propriamente a um grupo, o que poderia sugerir o compartilhamento de varias
caracteristicas comuns.

Os psicrotréficos nao constituem, de forma alguma, um grupo taxondmico
especifico de microrganismos, apresentando aproximadamente 15 géneros, de 3 diferentes
classes predominantes, que ja foram isolados do leite e de seus produtos derivados
(SUHREN, 1989). Apresentam comportamento psicrotréfico tanto bactérias Gram-
negativas — Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes,
Chromobacterium e Flavobacterium spp, como Gram-positivas — Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e Microbacterium.

Em comum, essas bactérias tém seu metabolismo, o qual em temperaturas inferiores
a 10°C torna-se predominantemente lipo-proteolitico, expressando-se pela produgdo de
enzimas intra e (principalmente) extracelulares, muitas das quais termoresistentes,
resultando em uma dificuldade para a manutengdo do flavor e da qualidade geral do leite

durante sua estocagem (CELESTINO et al., 1996).

2.3- O Metabolismo Psicrotrofico

As bactérias do género Pseudomonas sao as mais importantes dentro do grupo (ou
sub-grupo) psicrotréfico, destacando-se espécies como a P. fluorescens, P. fragi, P.
synxantha e P. putida. Sdo elas que possuem o menor tempo de geragdo na faixa de 0°C a
7°C, mais especificamente a 4°C, o que as torna, naturalmente, as bactérias predominantes
em leites estocados neste intervalo de temperatura (CHANDLER & MCMAEEKIN, 1985).
Como exemplo, estima-se que uma em cada dez bactérias de toda microbiota do leite
resfriado pertenca ao género Pseudomonas; destas, a P. fluorescens tem a capacidade de

dobrar sua popula¢do em um periodo inferior a 7 horas, na temperatura de 4°C (HOLM,
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2003). Além da alta capacidade de multiplicag¢do, durante o resfriamento do substrato, uma
outra caracteristica torna Pseudomonas as bactérias psicrotroficas cldssicas: embora sua
temperatura 6tima metabdlica esteja situada em torno dos 20°C, ou seja, trata-se de um
microrganismo meso6filo, a producdo de proteases e lipases se intensifica com a reducdo da
temperatura (FAIRBAIRN & LAW, 1986).

Os bacilos produtores de esporos também sdo psicrotréficos de grande relevancia. A
partir de 2°C algumas espécies, como B. circulans, ja apresentam metabolismo
considerdvel. Com a temperatura a 8°C inicia-se uma inversdo da microbiota e ao atingir os
10°C tornam-se os microrganismos predominantes (STEPANIAK, 1991), com acdo
intensamente deteriorante (MEER, et. al., 1991) desempenhando um papel significativo no
processo de geleificacdo do leite (KUMARESAN et al., 2007).

Independente do género bacteriano, as lipases e proteases mesmo em baixas
concentracdes sdao capazes de degradar gordura e proteina, causando respectivamente,
rancidez e sabor amargo no leite e nos produtos lacteos estocados sob refrigeracdo
(COLLINS, 1981).

Essas enzimas, quando de origem microbiana, podem estar localizadas dentro das
bactérias (intracelulares), associadas a parede celular (periplasmaticas) ou serem expelidas
para o meio (extracelulares) (SANTOS & FONSECA, 2003). As enzimas intracelulares e
aquelas associadas com a parede celular podem ser liberadas no leite quando ocorre a lise
celular bacteriana pelo tratamento térmico e, desta forma, em conjunto com as enzimas
extracelulares, apresentar acdo sobre os componentes do leite (KOHLMANN et al., 1991).
O papel das enzimas, especificamente, estd sendo ressaltado, pois mesmo apds o
processamento térmico, muitas delas, produzidas pelos psicrotréficos, podem se manter

integras e ativas, significando um problema para a manuten¢do da qualidade do produto
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durante sua estocagem (MUIR, 1996; CUNHA & BRANDAO, 2000; SANTOS &
FONSECA 2003).

GOMES apud MOTTAR (1996), também verificou a influéncia dessas enzimas nas
modificagdes do leite UHT (Ultra High Temperature) armazenado e verificou que em 97%
das amostras analisadas, as proteases termoresistentes nao foram inativadas apds o
tratamento UHT.

O leite pasteurizado parece ser mais resistente a protedlise do que o leite UHT, isto
porque, o uso de altas temperaturas durante o tratamento levaria a exposi¢dao de sitios
moleculares sujeitos a acdo das proteases (SILVEIRA et al., 1998).

A relacado inversa é relatada por PRATA (2001) quando se trata de lipdlise. Neste
caso, o leite UHT é menos suscetivel, j4 que a temperatura atingida no processamento
inativaria algumas fosfolipases, desta forma, um maior nimero de glébulos de gordura,
cuja camada externa € fosfolipidica, seria preservado.

O fato € que a inativagdo completa destas enzimas pelos tratamentos térmicos
adotados pela indudstria de laticinios nao € possivel, considerando a sua elevada
termoresisténcia (ZALL & CHAN, 1981). ADAMS et al. (1975) estudaram a resisténcia
térmica das proteases produzidas por bactérias do género Pseudomonas. A destrui¢do de
90% das proteases s6 foi atingida a 72°C por 5 horas, tratamento este, considerado
prejudicial ao leite e invidvel do ponto de vista econdmico. GRIFFITHS et al. (1981),
isolando bactérias psicrotroficas de produtos lacteos, observaram a resisténcia térmica de
suas proteases ao tratamento de 77°C por 17 segundos e 140°C por 5 segundos.

Por ser o leite o nosso objeto de discussdo, é natural que o papel das enzimas
psicrotroficas seja aqui contextualizado sobre o bindmio tempo-temperatura. No entanto,

fatores intrinsecos aos substratos, como o potencial hidrogenidnico (pH) e atividade de
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agua (ay), também influenciam a multiplicacdo psicrotréfica. Segundo BRAUN et al.
(1999), a P. fluorescens, incubada a 7°C, apresentou o menor tempo de gera¢do quando
foram combinadas as seguintes varidveis: pH 7.3 e a,, 0,98. Sob a mesma temperatura, em
pH 4 e a,, 0,8, algumas proteases ainda encontravam-se ativas. E em pH 5 e ay, 0,85 ainda
verificava-se atividade lipolitica. Tais dados sugerem que a amplitude (e conseqiiente
importancia) da acdo de proteases e lipases produzidas pela microbiota psicrotréfica €
maior do que sua prépria capacidade de multiplicacdo.STEAD (1986) obteve resultados
bastante similares a esses.

No entrecho desse trabalho, os dados acima podem até ser pouco relevantes, mas em
um contexto mais amplo, ndo esquecamos de que os psicrotréficos atuam em muitos outros
substratos, que nao somente o leite.

Embora ndo exista questionamento quanto a capacidade deteriorante dos
psicrotréficos, é objeto de discussio a exata quantidade de &4cidos graxos livres e
aminodcidos liberados como resultado da atividade metabdlica bacteriana.

A lipdlise resulta da acdo de lipases naturais e microbianas. Mas os pesquisadores
estdo conciliados na idéia de que essas agdes lipoliticas pouco se mesclam, uma vez que as
lipases naturais, presentes no leite, sdo enzimas termosensiveis, facilmente destruidas
durante a pasteuriza¢do, nao causando danos a matéria graxa de um leite manuseado e
processado adequadamente. Além disso, em baixas temperaturas, esse sistema enzimatico
encontrar-se-ia quase que inativo, diferentemente das lipases microbianas, que como ja
descrito, podem causar alteracdes na gordura do leite apds o tratamento térmico, uma vez
que sdo resistentes a temperatura de pasteurizacdo, e permanecerem ativas em temperaturas

muito baixas (GOMES,1988).
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Entretanto, ha ainda um terceiro processo de lise da gordura do leite. A agitacdo do produto
levaria a auto-oxidacao.

A auto-oxidacdo ou rancidez oxidativa inicia-se com a oxidagao de dcidos graxos, o
que leva a formagao de radicais livres. A eles se une o oxigénio, formando radicais de
perdxido. Esses peroxidos voltam a reagir com acidos graxos, tendo inicio uma reacdo em
cadeia. Os principais produtos dessa decomposi¢ao sao aldeidos, cetonas e dlcoois, que
alteram o flavor natural do leite. A auto-oxidacdo e a lipdlise de origem microbiana sao
processos complementares, que se retro-alimentam positivamente, isto €, um expoe os sitios
moleculares para a a¢do do outro, sendo de dificil mensuracdo o quanto de gordura lisada
deve ser exclusivamente atribuida ao sistema oxidativo ou ao enzimdtico bacteriano
(PRATA, 2001).

Algo semelhante ocorre quando analisamos a protedlise no leite. SILVA (1995)
reporta a existéncia de varios tipos de proteases presentes no leite bovino, algumas
originadas do desenvolvimento de microrganismos e outras derivadas do sangue do animal,
que por causas fisioldgicas (terco inicial ou final da gestacdo) ou patoldgicas (mastite)
extravasam para a luz da glandula e iniciam suas acdes no leite. Dentre as proteases
naturais, as principais sdo a plasmina, o plasminogénio, ativadores de plasminogénio,
trombina, catepsina D, proteases dcidas do leite, aminopeptidases e proteases derivadas dos
leucdcitos.

Apesar do residuo final metabdlico ser o mesmo, isto € aminodcidos, 0s sitios
hidroliticos das proteases oriundas do sangue sdo preferencialmente as fracdes o e B das
micelas de caseina, ja as proteases bacterianas agem, principalmente, sobre a fracdo k-

caseina, liberando, de forma semelhante a quimosina, o glicomacropeptideo —GMP

85



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

(SORHAUG & STEPANIAK, 1997). Essa semelhanca é um dos problemas, até 0 momento
ndo solucionado, para a identificacdo de fraude no leite por acréscimo de soro, este, um
subproduto da fabricac¢do de queijos, oriundo da acdo proteolitica da renina (ou quimosina,

ou “coalho”) e caracterizado pela elevada concentracdo de moléculas de GMP. (FUKUDA

et al.,1994).

2.4-Temperaturas Marginais e Medidas de Controle

Seja por diminuicdo na sintese ou na atividade das enzimas bacterianas, é evidente
que a utilizag¢do do resfriamento reduza o grau multiplicagao de microrganismos.

Um estudo, realizado por SANTOS & BERGMANN (2003), verificou esse efeito
limitante da refrigeracdo sob a microbiota do leite, através da comparagdo de contagens de
mesofilos entre amostras de leite refrigerado, com média de 4,5°C, e o leite entregue em
temperatura ambiente com média de 18,4°C, mas também concluiram que, pelo padrao a
ser alcancado a partir de julho de 2008, na regidao Centro-Sul, de 3,0 x 10* UFC/mL,
nenhuma amostra seria aceita independente da temperatura e do transporte utilizado,
evidenciando a necessidade de medidas relativas a higiene e saide animal.

Um segundo aspecto muito importante deve ser considerado em relacao ao resfriamento do
produto: essa ferramenta tecnolégica de conservacdo deve ser empregada de maneira
correta, obedecendo-se ao bindmio tempo/temperatura, ji que quando realizado em
temperaturas marginais pode ter efeitos altamente indesejdveis na qualidade do mesmo
(FONSECA & SANTOS, 2000; SERRA, 2004). O resfriamento inadequado, superior a
5°C, favorece ndo apenas um maior nimero de géneros psicrotréficos, como também uma
microbiota de caracteristicas mistas (mesofilas/psicrotréficas), elevando-se tanto a

contagem bacteriana total, quanto seu conseqiiente metabolismo enzimdtico, o que

86



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

naturalmente intensificaria a deterioracdo do leite (CEMPfRKOVA, 2002). Alias, existem
linhas de pesquisa indicando que a atividade psicrotréfica poderia favorecer a atividade
metabdlica acidificante (JASPE et al. 1995).

Tais informagdes nos mostram de maneira categérica, o quao ténues sao as linhas
divisorias da microbiota psicrotréfica, reforcando a idéia de que o emprego do frio na
cadeia leiteira ndo € uma solu¢do, mas sim, apenas uma medida de controle. Nao ha como
ser melhorada a qualidade do leite ap6s a ordenha, o adequado resfriamento, apenas
possibilita que ndo seja perdida a qualidade inicial durante o periodo de estocagem
(DURR, 2000).

Embora nao se trate de uma medida de controle, talvez este ja seja 0 momento, de
elaborar-se uma legislacdo especifica para os microrganismos psicrotréficos. Longe de ser
uma solugdo definitiva para o problema, mas adequada a nossa realidade e embasada em
dados cientificos, colocaria a discussao em um novo patamar, ao criar parametros legais. A
Uniao Européia, por exemplo, estipula que a contagem total de microrganismos
psicrotréficos ndo pode exceder 5 x 10° UFC/mL e deve representar no méximo 1:6 da
contagem total de microrganismos (CEMPIRKOVA, 2002).

O leite pode ser contaminado a partir de vérias fontes, de modo geral, o préprio
ambiente da sala de ordenha, e mais especificamente a superficie do teto e o equipamento
de captagio (ordenhadeira mecinica e tubulagdes, por exemplo). Aguas residuais,
provenientes da higienizacdo do tanque de resfriamento ou do caminhdo - tanque, também
podem contribuir significativamente com altas contagens bacterianas (SLAGHUIS, 1996).
Essas informacgdes, de forma alguma invalidam, mas sim, ampliam o conceito de “higiene

na obtencao”, quando o ideal, seria de fato, “higiene no processamento” do leite.
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Enfatizando, quaisquer que sejam os nimeros e os tipos de tratamento empregados
no leite, um produto de qualidade s6 serd possivel, se as normas de higiene forem

estritamente seguidas durante toda cadeia produtiva (SORHAUG & STEPANIAK, 1997).

3- Conclusoes

Ja no ano de 2007, um extenso trabalho realizado por ZACHAROV & HELPERN,
20% de todas as espécies de psicrotréficos isoladas eram desconhecidas.

Esse dado somado aos varios assuntos debatidos nos topicos anteriores deixam clara
a necessidade de prosseguimento dos estudos para a elucidagcdo, ndo s6 do metabolismo,
como também de todas as demais caracteristicas que definem uma bactéria psicrotréfica.
Nem mesmo a questdo que poderia parecer mais primdria_ se o metabolismo psicrotréfico é
predominantemente lipolitico ou proteolitico_ tem uma resposta consensual entre os
pesquisadores. De todas as referéncias consultadas, apenas PRATA (2001) cita que a
lip6lise predomina a protedlise.

Nao se deve desvincular o fato de que estamos lidando com uma atividade
econdmica. O fomento cientifico, 0 maior conhecimento da microbiota psicrotréfica (sua
velocidade de multiplicagio, o modo como seu metabolismo se expressa € por
conseqiiéncia a quantidade de substrato degradado), possibilitard que o leite contemple as
necessidades do consumidor, que por sua vez, tem exigido produtos alimenticios que
apresentem bom sabor, alto valor nutritivo e possam ser conservados sob refrigeracdao
(BOOR, 2001).

Os Estados Unidos, maiores produtores de leite no mundo, cuja qualidade € vista
como modelo, s6 atingiram este patamar depois de 30 anos de estudos, no qual a ciéncia

propriamente dita, funcionou como ponto equalizador entre as expectativas tanto do
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produtor quanto do consumidor. Hoje, o leite pasteurizado americano, segundo sua propria
legislacdo, ndo pode apresentar contagens bacterianas totais superiores a 2 x10* UFC/mL e
de todo leite processado 99% encontra-se abaixo deste padrao. Limites rigorosos somados a
um efetivo programa de controle de qualidade elevam o prazo de validade deste produto
para 14 dias, a titulo de comparagdo, no Brasil, raramente chega a 5 dias (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION - FDA, 1995). Nao por acaso, 10% de toda bebida consumida
nos Estados Unidos possuem leite em sua composicio (MILK INDUSTRY
FOUNDATION, 1999).

Inegavelmente, a realidade brasileira é bem diferente. Em nosso pais estima-se que
48% do leite consumido sejam de origem clandestina (ABRAHAO et al., 2005). Mesmo
em uma andlise superficial percebe-se que ainda precisamos solucionar problemas basais.
Entretanto, existem dados que mostram que as classes A e B brasileiras ja possuem um grau
de exigéncia bastante similar aos do mercado consumidor de paises desenvolvidos e a
tendéncia é de que este consumidor se torne cada vez mais exigente (ALVES, 2001).

E neste ponto que a IN-51 assume importincia. Seja ao inserir o emprego do
resfriamento, ou ao padronizar o produto ou entdo ao tornar mais rigorosos os padroes
microbiolégicos. E explicito o objetivo de atender a demanda de um mercado consumidor
brasileiro cada vez mais exigente.

A implementacdo da nova portaria traz, portanto, dois grandes desafios a industria
laticinista: produzir um leite de boa qualidade sob o ponto de vista microbiolégico e
conserva-lo de maneira adequada até seu recebimento pelo laticinio (BRASIL, 2002), o que
naturalmente implicard um produto final com melhor qualidade e maior vida de prateleira.
Além disso, na atual conjuntura da cadeia agroindustrial do leite, € pertinente que se faca

uma andlise dos pontos criticos que possam levar a um alto risco de contaminacao do leite
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por microrganismos pscicrotréficos (SANTOS & FONSECA 2003).
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9 — ANEXOS

Quadro 1. Resultados do Leite 1 (primeiro a ser analisado).

i:oh:t:s f:;s:)scm Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H iCE}:/L (Cl})l\gjl/lr)nL)
L 1Mo 9,0x10° 75 60 15 -0,543 0,61 3,19
LIMI2T4  [34x10° 80 75 16,5 -0,542 0,762 1,9
LiM24T4 [1,0x10° 80 40 17 0,55 0,991 2
LiM48T4 [19x10° 60 90 17,5 0,542 1,525 1,58
LIMI2TS |65x10° 75 75 17,5 -0,54 0,682 2,14
LiM24Ts |[1,0x10° 80 40 16,5 -0,546 0,762 1,85
LiM4sTs | 1,1x107 65 90 15,5 -0,545 0915 2,11
LiMI2TI2 [85x10° 60 60 17 -0,543 0,762 1,92
LiM24T2 [12x107 45 45 16,5 -0,547 1,067 1,97
LiM48TI2 [90x107 65 90 19 -0,555 5,032 2,45
Quadro 2. Resultados do Leite 2.

i::;:s f:;s:)scm Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H iCE}:/L (Cl})l\gjl/lr)nL)
L2 MO 44x10° |80 65 15,5 -0,533 1,448 1,24
L2MI2T4  [58x10% |65 65 16 -0,534 1,82 1,75
Laom24T4  [43x10% |65 60 16 -0,533 2,363 2,08
L2 M48 T4 2,1x10° |60 70 16 -0,531 2,439 3,83
L2MI2 T8 1,8x10% [80 65 16 -0,533 1,525 1,83
L2M4T8  [40x10* |60 55 16 -0,536 1,677 1,85
L2M48Ts  |53x10° |60 65 16 -0,536 1,677 3,48
L2MI2TI2 [23x10° |75 70 16 -0,536 1,677 1,91
L2M24TI2 [56x10° |65 60 16 -0,537 2,592 1,78
L2M48TI2 [99x10° |70 60 16,5 -0,535 3,812 3,43
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Quadro 3. Resultados do leite 3.

Analises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (vg/mL)
L3 MO 6,8x10% |85 45 16,5 -0,538 0,762 3,11
L3MI2T4 [49x10° |75 60 17 0,544 0,762 1,53
L3M24T4 [12x10° [70 60 17 0,544 0,838 2,26
L3 M48 T4 2,8x10°% |75 90 16 -0,542 1,83 1,69
L3 MI2T8 6,0x10° |80 60 17 -0,544 0,762 1,91
L3M24T18 [1,6x10° |85 50 17 -0,545 0,762 2,23
L3M48T8 [7,0x10° [65 90 17 0,542 0,915 2
L3Mi2TI2 [1,1x10° |70 65 16,5 -0,54 0,838 1,96
L3m24T12 [1,0x107 [65 60 17,5 -0,546 1,83 2,36
L3M48TI2 [6,1x107 |85 85 21 -0,557 4,575 1,96
Quadro 4. Resultados do leite 4.
Andlises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (vg/mL)
L4 MO 59x10* |80 70 15,5 -0,527 0,686 2,13
L4 MI12 T4 41x10° |60 75 16,5 -0,529 0,686 3,03
L 4 M24 T4 6,8x 10 > |60 65 16 -0,529 1,982 2,11
L 4 M48 T4 32x10°% |65 80 17 -0,536 2,638 4,36
L4 MI2 T8 6,6x10° |65 45 16,5 -0,527 0,838 3,21
L4 M24 T8 70x10° |70 50 17 -0,531 0,991 2,57
L 4 M48 T8 1,Lix10" |75 60 17,5 -0,536 2,221 5,98
L4MI2TIZ [95x10° |65 70 17 -0,531 0,915 3,18
L 4 M24 T12 2,8x 10 ¢ |65 80 17 -0,531 2,516 2,44
L4aM48TI2 [44x107 |70 85 19,5 -0,546 5,032 5,53
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Quadro 5.

Resultados do leite 5.

i:::t:s ZIFCZ;Z)SC% Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H iCE};L (Cl})l\gjl/lr)nL)
L 5 MO 1,5x10° [70 75 14,5 -0,529 1,22 1,16
L5MI2 T4 1,6x10* |55 75 16 -0,533 1,296 2,13
L 5M24 T4 75x10% |65 50 16 -0,533 1,677 2,77
L5M48 T4 42x10° |60 70 16 -0,534 2,439 3,41
L5MI2 T8 30x10* |60 70 16,5 -0,531 1,448 2,04
Lsm24T8 | 1,1x10° |80 55 16 -0,533 1,677 2,1
L5 M48 T8 73x10° |75 75 16 -0,535 1,982 3,09
LsMi2TI2 [29x10° |75 70 16 -0,536 1,601 1,88
LsM24TI2 [69x10° |65 60 16 -0,536 2,058 2,31
LsM4sTI2 |2,1x10° [75 75 16 0,537 4,651 3,3
Tabela 6. Resultados do leite 6.

inma::;; Z?;éo/:gws Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H iE:/L ZIZ/;)
L 6 MO 8,7x10% [70 70 17 -0,528 0,686 2,68
L6MI2 T4 20x10° |75 65 16,5 -0,528 0,838 3,09
L 6 M24 T4 34x10° |80 65 16,5 -0,53 1,982 2,29
L 6 M48 T4 46x10° |80 65 17 -0,532 2,211 3,88
L6MI12T8 40x10° |60 55 16,5 -0,527 0,762 3,04
L 6 M24 T8 6,1x10° |65 60 17,5 -0,529 1,22 2,74
L 6 M48 T8 1,4x10° |75 50 16,5 -0,533 1,982 5,89
L6MI2TI2 [6,1x10° |70 65 16,5 -0,528 1,067 3,15
LeM24TI2 |1,7x10° |80 65 16 -0,529 2,058 2,96
LeM4gTI2 [1,1x107 |85 70 19 -0,55 3,965 5,05

98




Quadro 7.

Resultados do leite 7.

Anilises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (vg/mL)
L7 MO 1,3x10° |75 55 17 -0,532 0,686 2,52
L7MI12 T4 22x10° |60 60 16 -0,533 0,991 3
L7 M24 T4 80x10* |75 50 15,5 -0,532 1,143 3,35
L7M48T4 [92x10% |65 50 16,5 0,532 1,296 4,11
L7MI12T8 6,0x10° [70 50 16,5 -0,533 0,915 3,43
L7 M24 T8 9,0x10* |75 45 15 -0,532 0,991 4,57
L7 M48 T8 2,5x10° |70 50 17 -0,532 1,296 5,16
L7MI2TI2 [13x10*% |60 60 16,5 -0,533 0,915 4,19
L7M24TI2 [12x10° [65 55 15,5 -0,53 1,296 4,46
L7M48TI2 [1,3x10°% |70 60 16,5 -0,532 1,677 5,11
Quadro 8. Resultados do leite 8.
Anilises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (vg/mL)
L8 MO 9,0x 10 170 50 16,5 -0,531 0,611 2,11
L8 M12 T4 50x10° |60 50 16,5 -0,53 0,915 2,28
L 8 M24 T4 50x10* |65 55 14,5 -0,531 1,448 5,25
L 8 M48 T4 7,7x10% |70 55 17 -0,529 1,677 5,69
L8 MI2 T8 1.2x10% [70 45 16,5 -0,531 0,838 2,32
L 8 M24 T8 9,0x10* |70 45 14,5 -0,533 1,22 4,43
L 8 M48 T8 1,8x10° |70 35 17 -0,532 1,448 5,89
L8MI2TI2 [2,5x10% |65 60 16,5 -0,532 0,915 2,56
LsM24TI2 [24x10° |70 60 15 -0,531 1,448 4,92
LSM48TI2 [92x10° |65 55 16,5 -0,533 1,906 5,45
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Quadro 9.

Resultados do leite 9.

i:::;;s 21;2:30“ Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H i;}:/L ZZ/I:HL)
L9 MO 73x10° [55 75 15,5 -0,536 0,762 3,36
L9MI2 T4 1,5x10% |60 75 15 -0,538 0,838 2,94
LoM24T4 [89x10% |50 70 16 -0,544 2,058 2,6
L 9 M48 T4 3,1x10° |60 80 15,5 -0,537 3,355 2,08
L9MI2 TS 6,4x10% |65 65 15,5 -0,54 0,838 2,94
L9 M24 T8 4,1x10° |65 60 15,5 -0,542 1,753 2,99
LoM48T8 [6,1x10° |65 60 15,5 -0,54 3,762 2,73
LoMI2TI2 [22x10° |55 80 15 -0,537 1,143 2,89
Lom4Ti2 [1,8x10° [60 80 15,5 -0,538 2,897 2,49
LOM48TI2 [52x107 |65 85 17 -0,542 5,108 3,16
Quadro 10. Resultados do leite 10.

Andlises Psicrotréficos AGL GMP
— (UFCmL) Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H meq/L og/mL)
L 10 MO 3,1x10° [50 55 15 -0,503 0,61 3,53
LioMi2T4 [1,9x10* |50 60 14,5 -0,508 0,686 3,16
Li0M24T4 |34x10" |50 60 15 -0,519 0,762 3,06
LioM4sT4 [43x10* |55 60 16 -0,519 0,991 3,06
LiomMi2Ts [8,0x10* [60 60 15,5 -0,51 0,762 3,26
Liom4T8 [1,7x10° |65 60 16 -0,514 0,838 3,13
LioM48TS |19x10° |60 60 15,5 -0,518 0,911 3,03
LioMI2TI2 [94x10% |60 65 15 0,517 1,448 3,73
Liom4TI2 [1,9%x10° [55 65 15,5 -0,52 1,906 4,54
Liom48TI2 [8,8x10° |55 65 16,5 -0,526 2,287 2,96
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Quadro 11. Resultados do leite 11.

i:::t:s ZZIFCZZSCOS Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H iCE};L :ﬁnm
L11MO 50x10° |45 60 14,5 -0,544 0,838 2,97
L1IMI2T4 |[1,7x10% |50 55 15 -0,544 1,906 3,83
L1IM24T4 [26x10% [55 60 16,5 -0,547 1982 4,7
L1IM48T4 [92x10% |55 60 16,5 -0,547 2,745 5,59
LiiMI2T8 [6,0x10% [55 55 15,5 -0,547 0,991 4,48
L1iM4T8 [1,4x10° |60 45 16 -0,547 1,601 6,24
L11M48TS [89x10° |60 45 16,5 -0,547 2,745 7,36
LiiMI2TI2 [9.6x10* |50 60 15 -0,545 1,982 4,40
L1IM24TI2 [48x10° [55 60 17 -0,547 2,745 3,78
LiiM4sTI2 [13x10° |55 60 17 -0,547 3,355 4,78
Quadro 12. Resultados do leite 12.

inma::;; f{jﬁgﬁgws Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H :?nGez/L) Zl\;ilm
L 12 MO 24x10° |50 45 17 -0,518 0,686 3,06
Lizmiz4 [1,1x10% |55 50 16 -0,51 0,686 3,10
Li2m4T4 [24x10° [55 55 15 -0,505 0,838 3,33
Li2m4a8T4 [1,1x10° |55 55 15,5 -0,507 1,296 2,97
Li2Mi2Ts [23x10% [55 50 16 -0,511 0,762 3,59
Li2m24T8 |[1,4x10° |65 45 16 -0,507 0,991 4,29
Li2m48T8 [1,5x10° [65 55 16,5 -0,506 1,296 6,12
L12MI2TI2 [65x10% |55 50 16 -0,516 0,991 3,02
L12M24TI2 [43x10° |60 60 16 -0,514 1,372 2,93
L12M48TI2 |7,7x10° |60 60 16,5 -0,517 1,525 3,97
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Quadro 13. Resultados do leite 13.

inma::;; Psicrotréficos | Proteoliticos Lipoliticos Acidez Crioscopia :E;L Zl\;/ilm
L 13 MO 44x10° |60 70 15,5 -0,535 0,686 3,82
L1I3MI2T4 [5,1x10° |55 65 15,5 -0,536 0,762 3,02
L13M24T4 [3,6x10% |60 70 15,5 -0,539 1,22 2,78
LI3M48T4 [23x10° |65 70 16 -0,539 2,439 2,05
L13MI2Ts |44x10° |55 70 15 -0,536 0,838 2,99
Li3m4T8 [1,6x10° |60 70 16 -0,538 1,525 2,5
L13m48T8 [1,5x107 |65 65 16 -0,541 2,211 2,19
LI13MI2TI2 [9,0x10° |60 75 15,5 -0,538 0,915 3,43
L13M24TI2 [37x10° |60 75 15,5 -0,54 2,44 2,54
L13M48TI2 [43x107 |60 75 16 -0,54 4,727 2,38
Quadro 14. Resultados do leite 14.

inma::;; 21;2:105008 Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H :E;L Zl\;/ilm
L 14 MO 1,9x10° |45 45 16 -0,529 0,838 2,16
L14MI2T4 [57x10° |45 45 16 -0,53 0,915 2,21
Liam4T4 [19x10° [55 45 16 -0,538 0,991 3,85
L14 M48 T4 6,0x10* |60 45 16 -0,533 1,22 3,11
LiamizTs | 1,1x10% |55 45 16,5 -0,533 0,915 2,69
L14M24T8 [29x10* |60 45 17,5 -0,536 0,915 5,21
L14M48T8 [22x10° |65 45 16 -0,534 0,991 3,26
L14MI2TI2 [6,0x10% |55 45 16 -0,534 0,991 2,47
L14M24TI2 [23x10° |50 50 18 -0,536 1,22 4,38
L14M48TI2 [53x10° |60 50 16,5 -0,534 1,296 3,26
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Quadro 15. Resultados do leite 15.

inma::;; f;:s:f;m Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H i;}:/L le/ilm
L 15 MO 43x10° |50 55 17 -0,546 0,762 3,35
LisMI2T4 [68x10° |50 55 16 -0,548 1,143 3,56
LisM24T4 [88x10° |50 55 16 -0,552 1,906 2,26
LisM48T4 | 1,4x10% |60 60 16 -0,552 2,897 4
LISMI2TS |6,5x10° |60 55 15 -0,549 0,838 2,84
LisM24T8 |97x10° |60 55 15,5 -0,552 1,525 3,19
L1sM48T8 |[33x10° |65 55 15,5 -0,552 2,211 4,25
LISMI2TI2 [6,1x10% |50 60 15,5 -0,547 1,22 3,13
L15M24TI2 [1,4x10° |55 65 17 -0,55 3,66 2,79
Li15M48TI2 [33x10° |55 75 16,5 -0,551 5,49 3,24
Quadro 16. Resultados do leite 16.

inma::;; ZIFCZZSCOS Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H i::/L le/ilm
L 16 MO 28x10° |50 35 17 -0,525 0,61 2,27
LieMI2T4 [1,6x10* |50 40 16,5 -0,526 0,762 2,62
Li6M24T4 [33x10% [55 45 15,5 -0,527 0,991 3,05
LI6M48T4  [39x10% |50 55 16,5 -0,525 1,22 3,51
Li6MI2T8 [22x10% |55 40 16,5 -0,531 0,762 3,21
Li6M24T8 [6,8x10* |60 40 15 -0,532 0,915 3,62
Li6M48TS |1,6x10° |50 50 15,5 -0,532 1,143 4,68
LieMI2TI2 [2,7x10% |55 45 17 -0,531 0,915 2,16
L16M24TI2 [3,7x10° [55 50 16 -0,527 1,448 1,77
Li6M48TI2 [7.5x10° |65 60 16,5 -0,528 1,677 3,65
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Quadro 17. Resultados do leite 17.

i:é::tzs f’:}i};:éo/ziscos Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H i;}:/L (C:\;/I:HL)
L 17 MO 25x10° |60 45 16 -0,544 0,61 3,99
L17MI2T4 [8,0x10° |60 55 15,5 -0,547 0,838 1,7
L17M4T4 |1,3x10% |60 55 16 -0,552 1,067 2
LI7M48T4  [38x10* |60 55 16 0,522 2,897 3,43
L17MI2T8 [9,1x10° [65 45 16,5 -0,548 0,762 2,55
L17M24T8 |1,1x10% |60 40 16 0,551 0,991 2,73
L17M48T8 | 1,5x10° |70 45 16 -0,552 1,982 4,78
L17MI2TI2 [9,8x10° |60 50 15,5 -0,546 0,915 3,07
L17M24TI2 [25%x10° |60 55 15,5 -0,55 1,982 2,62
L17M48TI2 [3,6x10° |65 60 16 0,55 4,575 4,51
Quadro 18. Resultados do leite 18.

inmé::tzs f;i;s:icos Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H i::/L Zl\;ilm
L 18 MO 12x10° |75 65 16,5 -0,543 0,838 3,63
LisMI2T4 [3,7x10° |75 60 16 -0,544 1,448 2,84
L18M24T4 |12x10° |70 70 15 0,54 3,66 3,19
L18 M48 T4 8.8x10° |80 70 16 -0,546 3,736 3,93
Li18MI2TS [45x10° |75 60 16 -0,544 1,22 2,64
L18M24T8 [3.4x10° |80 65 15,5 -0,54 2,287 2,92
Li1sM48T8 |47x107 |80 55 17,5 -0,548 3,736 3,27
LISMI2TI2 [62x10° |70 65 16 0,541 1,906 3,12
LI18M24TI2 [93x10° [75 65 15,5 -0,542 3,736 2,4
Lism4sTI2 [7,1x10° |65 60 38 -0,611 6,023 3,94
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Quadro 19. Resultados do leite 19.

i:::t:s Z?FCZZIOSCOS Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H i::/L ZZ;L)
L 19 MO 37x10° |60 55 16 -0,556 1,106 4,24
LioMI2T4 [8,1x10° |65 60 15,5 -0,55 2,686 3,59
LI9M24T4 [42x10° [65 60 16 -0,553 2,923 3,83
LI9OM48T4 [22x107 |70 65 17 -0,559 4,029 4,13
LioMI2Ts [23x10° |70 55 16 -0,551 2,844 5,62
L1oM24T8 [53x10° |70 55 16 -0,552 3,16 5,02
L1oM48TS [6,9x107 |70 55 23 -0,574 4,819 5,43
L19MI2TI2 [50x10° |60 55 16 -0,552 2,765 4,13
Liom4TI2 [2,7x10° |55 75 16,5 -0,556 6,004 4,23
Liom4asTI2 [12x10°% |45 75 28 -0,598 7,979 3,62
Quadro 20. Resultados do leite 20.

i:::;; 21;2:103005 Proteoliticos % Lipoliticos % | Acidez°D | Crioscopia °H i::/L ZZ;L)
L 20 MO 7,6 x 10 |65 60 16 -0,548 0,79 4,56
L20MI2T4 [13x10° |65 60 16 -0,549 0,948 2,47
L20M24T4 [32x10° |65 65 15 -0,544 1,185 3,82
L20M48T4 [49x10° |65 65 16 -0,564 2,686 4,08
L2oMI2Ts |57x10° |75 60 15,5 -0,546 0,79 2,63
L20M24T8 [8,5x10° |70 60 16 -0,546 1,106 4,42
L20M48T8 [2,8x10° |70 60 15 -0,565 2,449 5,16
L20MI2TI2 | 1,6x10° |60 65 15,5 -0,547 2,291 2,53
L2oMm4TI2 [37x10° |55 75 16 -0,544 5,846 4,07
L20M48TI2 [52x 107 |50 70 19,5 -0,579 7,11 4.4
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Quadro 21. Resultados do leite 21.

i;é::jzs f’;i;;(;t;(icos Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H i::/L ZI;IP;L)
L21 MO 14x10° |30 30 14,5 -0,544 0,632 1,46
L2iMI2T4 [2,7x10° |30 30 15 -0,545 0,79 1,73
L21M24T4 [32x10° |30 30 15 -0,545 0,948 1,78
L21M48T4 [2,6x10* |40 30 15 -0,546 1,106 2,09
L21MI2T8 [39x10° [40 25 15 -0,544 0,869 1,86
L21M24T8 [7.4x10° |45 25 14 -0,549 0,948 2,46
L21M48T8 | 1,1x10° |50 30 15 -0,547 1,185 2,83
L21MI2TI2 [98x10° |40 35 14 -0,543 1,106 2,02
L21M24TI2 |7,4x10% [40 40 14,5 -0,544 1,422 1,71
L21M48TI2 [3,1x10° |45 40 15 -0,546 2,37 3,57
Quadro 22. Resultados do leite 22.

i;é::jzs f’;i;;(;t;(icos Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H i::/L ZI;IP;L)
L 22 MO 6x10% |60 55 16,5 -0,546 0,79 4,21
L2Mi2T4 [38x10° |55 45 16 -0,548 0,869 3,82
L2M24T4 [56x10° [55 55 15 -0,544 1,896 3,42
L22M48T4 [64x10° |65 55 15 -0,559 2,054 3,84
L2MI2T8 |46x10° |65 50 15,5 -0,547 0,79 4,13
L2m4T18 [12x10° |65 50 15 -0,544 1,58 4,52
L2M48T8 [64x10° [65 45 16,5 -0,56 1,975 4,08
L2MI2TI2 [55x10° |60 70 16,5 -0,549 2,37 4,01
L22M24TI2 [3,6x10° |60 75 15 -0,544 6,952 4
L2M48TI2 [1,4x10% |50 75 17,5 -0,57 7,979 3,82
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Quadro 23. Resultados do leite 23.

Andlises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (ug/mL)
L 23 MO 1,2x10° |60 60 16,5 -0,555 1,185 3,76
L23MI2T4 |53x10° |70 60 16,5 -0,553 3,002 3,05
L23M24T4 [5,6x10° |70 65 17 -0,553 5,451 4,13
L23M48T4 [2,7x107 |70 65 17 -0,556 6,004 4,33
L23MI2T8 [9,7x10° |70 60 16,5 -0,553 2,054 4,34
L 23 M24 T8 1,5x107 |75 55 16,5 -0,554 4,503 4,87
L23M48T8 |4,0x107 |70 50 18,5 -0,561 5,925 5,19
L23MI2TI2 [1,3x10° |65 65 16 -0,533 4,819 3,78
L23M24T12 [48x107 |60 65 16 -0,533 6,873 4,27
L23M48TI2 [59x107 |60 65 25 -0,581 8,769 3,82
Quadro 24. Resultados do leite 24.
Andlises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEq/L (ug/mL)
L 24 MO 22x10° |40 35 15 -0,546 0,632 2
L24MI2T4 [3,1x10* |35 35 15 0,544 0,79 2,23
L24M24T4 |53x10° |35 35 15 -0,546 1,106 2,56
L24M48T4 [52x10% [40 35 15 -0,545 1,817 2,91
L 24 M12 T8 4,4x 10 3 140 25 16 -0,543 0,79 2,74
L24M24T8 [89x10° |55 30 14 0,544 1,027 3,88
L 24 M48 T8 1,9x10° |60 35 15 -0,544 1,422 5,13
L24MI2TI2 [2,3x10% |45 40 15 -0,546 1,185 2,58
L24M24T12 [43x10% [55 40 14 -0,548 1,659 3,46
L24M48TI2 [3,7x10° |55 50 15 -0,547 2,686 4,29

107




Quadro 25. Resultados do leite 25.

Analises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEq/L (ug/mL)
L25M0 9.8x 10* [55 55 14,5 -0,546 0,948 2,04
L25MI2T4 [3,2x10° |60 55 14,5 -0,545 1,58 3
L25M24T4 [79x10° |60 55 15 -0,548 2,528 33
L25M48T4 [7,0x10° |60 55 16 -0,55 3,736 3,8
L25MI2T8 |6,2x10° [60 55 13,5 -0,547 1,975 4,48
L2sM24T8 [1,4x107 |60 55 15,5 -0,55 2,37 4,83
L25M48T8 |[5,3x107 |65 50 27,5 -0,576 3,95 6,84
L25sMI2TI2 [84x10° |55 60 13 -0,548 2,37 3,39
L25sM24TI2 [8,8x107 |60 65 15,5 -0,568 4,997 3,79
L25M48TI2 [9,3x10°% |55 70 39 -0,63 7,031 6,41
Quadro 26. Resultados do leite 26.
Anadlises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (ug/mL)
L 26 MO 3,1x10° [55 60 16 -0,547 1,027 3,05
L26MI2T4 [7,5x10° |60 60 16,5 -0,547 1,58 2,51
L26M24T4 [1,4x10° |60 60 15 -0,546 3,736 4,03
L26M48T4 [3,5x107 |65 60 15,5 -0,549 5,846 5,11
L26MI2T8 |1,3x10° [65 60 16,5 -0,549 1,422 2,21
L26M24T8 |5,0x 10 ® 165 55 16 -0,549 2,844 4,42
L26M48TS [1,0x10°% [65 55 25,5 -0,554 4,898 7,27
L26MI2TI2 [54x10° |55 65 15,5 -0,548 2,923 2,85
L26M24T12 |3,1x107 |60 60 18 -0,558 5,372 4,28
L26M48TI2 [4,4x10°% |65 65 38,5 -0,605 7,891 6,58
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Quadro 27. Resultados do leite 27.

Andlises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H

Amostras (UFC/mL) mEq/L (ug/mL)
L 27 MO 1,L1x10° |60 50 15 -0,545 0,869 2,86
L27MI2T4 |[8,1x10° |55 55 15,5 -0,547 1,185 3,21
L27M24T4 [23x10° |60 55 15 -0,55 2,528 4,43
L27M48T4 [2,8x107 |60 50 16 -0,547 3,95 6,25
L27 MI12T8 1,8x10° [65 50 16,5 -0,548 1,58 3,59
L27M24T8 [8,1x10° |60 50 16 -0,55 2,291 5,33
L27M48T8 |59x107 |70 50 24 -0,559 3,95 8,15
L27MI2TI2 [2,1x107 |60 55 15 -0,547 1,896 2,24
L27M24T12 |3,3x10 T 165 55 22,5 -0,561 4,424 4,11
L27M48TI2 [1,9x10% |65 60 31,5 -0,595 6,952 7,27
Quadro 28. Resultados do leite 28.

Andlises Psicrotréficos AGL GMP

Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H

Amostras (UFC/mL) mEq/L (ug/mL)
L 28 MO 23x10% |45 45 15 -0,54 0,79 1,67
L2sMI2T4 [1,3x10° |50 50 15,5 0,542 1,106 2,07
L28M24T4 |23x10° |50 55 15 -0,538 1,896 2,25
L28M48T4 |[3,3x10° |55 60 16 -0,539 3,081 4,01
L28MI2T8 |[2,2x10° |55 45 15 -0,54 1,106 2,82
L28M24T8 [4,5x10° |60 45 16 -0,54 1,738 2,97
L2sM48TS |[3,3x10° |65 50 16,5 -0,541 3,081 6,25
L2sMI2TI2 [8,5x10° |55 50 16 -0,541 1,58 2,77
L2gM24TI2 [1,0x10° |55 55 16,5 -0,542 3,239 2,88
L28M48TI2 [5,6x107 |60 65 17 -0,547 4,898 4,52
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Quadro 29. Resultados do leite 29.

Analises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEqg/L (ug/mL)
L 29 MO 3,3x10° |55 65 15 -0,549 1,027 1,94
L29MI2T4 [8,6x10° |55 60 14,5 -0,546 1,58 1,62
L29M24T4 [49x10° [55 65 14,5 -0,545 2,607 1,7
L2oM48T4 [22x107 |60 70 15,5 -0,549 3,95 2,83
L2oMI2Ts [1,0x10° |60 60 14,5 -0,548 1,896 3,15
L2oM24TS [84x10° |65 60 15 -0,548 2,696 7,08
L2oM48 T8 [2,6x107 |75 60 21 -0,562 3,002 10,89
L29MI2TI2 [3,6x10° |55 65 14 -0,546 2,37 2,58
L29oM24TI2 [5,1x107 [65 70 15 -0,556 4,582 3,43
L2oM48TI2 [1,6x10°% |75 75 35,5 -0,612 6,873 10,62
Quadro 30. Resultados do leite 30.
Analises Psicrotréficos AGL GMP
Proteoliticos % Lipoliticos % Acidez °D Crioscopia °H
Amostras (UFC/mL) mEq/L (ug/mL)
L 30 MO 51x10% |50 50 16 -0,543 0,79 1,96
L30MI12 T4 3,6 x 10 > 150 50 15 -0,54 1,422 2,02
L30M24T4 |54x10° |50 55 15,5 -0,542 2,765 3,16
L30M48T4 [6,8x10° |70 55 16 -0,544 3,792 8,76
L30M12 T8 7,3x 10 >[50 50 15,5 -0,541 1,264 2,79
L30M24T8 [94x10° |60 50 16,5 -0,544 2,37 6,13
L3oMasTs |72x10° |70 50 17 -0,547 3,713 9,67
L30MI2TI2 [94x10° |50 50 16 -0,543 1,889 3,16
L30M24TI2 [5,7x10° |60 60 17 -0,546 4,898 4,51
L3oM4asTI2 [13x10% |65 65 18 -0,55 6,399 9,19

110




111



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

