UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI

JAKLINE MAGELA DOS SANTOS

LEITE CRU REFRIGERADO: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS,
MICROBIOLOGICAS E DESENVOLVIMENTO DE MICRORGANISMOS
PSICROTROFICOS

DIAMANTINA - MG
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



JAKLINE MAGELA DOS SANTOS

LEITE CRU REFRIGERADO: CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E DESENVOLVIMENTO DE
MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como parte das
exigéncias do Programa de Pods-Graduagdo em
Zootecnia, para obten¢ao do titulo de Mestre.

Orientador: Christiano Vieira Pires

DIAMANTINA - MG
UFVIM
2010



Ficha Catalografica - Servico de Bibliotecas/UFVIM
Bibliotecaria Viviane Pedrosa de Melo CRB6 2641

S237 Santos, Jakline Magela dos
2010 Leite cru refrigerado: caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos / Jakline Magela dos
Santos. — Diamantina: UFVIM, 2010.
55p.
Dissertagcdo (Dissertagdo apresentada ao Curso de Pds- Graduagao Stricto
Sensu em Producdo Animal)-Faculdade de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

Orientadora: Prof. Dr. Christiano Vieira Pires
1. leite 2. psicrotroficos 3.qualidade I. Titulo

CDD 636.2085




JAKLINE MAGELA DOS SANTOS

LEITE CRU REFRIGERADO: CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS E DESENVOLVIMENTO DE
MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como parte das
exigéncias do Programa de Pods-Graduagdo em
Zootecnia, para obtencdo do titulo de Mestre.

Aprovado em ...../...../2010

Prof. Christiano Vieira Pires - UFSJ

(orientador)

Prof. Paulo de Souza Costa Sobrinho - UFVIM
( Co-orientador)

Prof. Cleube Andrade Boari - UFVIM

Prof. Severino Delmar Junqueira Villela - UFVIM

Prof. José Manoel Martins- [F-SUDESTE - MG

DIAMANTINA - MG
2010



“Descubra, crie, insista, acerte...

Nunca desista! Se for preciso, mude”

Autor desconhecido



DEDICATORIA

A minha familia pelo
incentivo
compreensdo e

amaor.

DEDICO

A Ailton Floriano de Queiroz pela
paciéncia
inspira¢do
apoio e

amor.

OFERECO



AGRADECO...

A Deus razdao da minha vida, perseverancga e fé sempre,...

A Ailton por estar sempre ao meu lado, obrigada pelo amor e companheirismo,...

Aos meus pais (Solidade e Claudio) e toda a familia pelo apoio. Em especial meu Muito
Obrigada! A minha Mde por sempre me apoiar e me incentivar em todas as minhas decisoes,

pelo amor incondicional,...

As minhas irmas Viviane e Pollyanne pela amizade, incentivo e carinho e por saber que
POSSO contar com vocés sempre,...

Ao Programa de Pos-graduagdo em Zootecnia, pela oportunidade de concretizar mais uma
etapa de minha vida,...

A CAPES pela concessdo da bolsa e a FAPEMIG pelo financiamento do material
experimental,...

Ao meu orientador, Prof. Christiano Vieira Pires pela paciéncia e atengdo, pelos
ensinamentos e principalmente pela oportunidade,...

Ao Prof. Paulo de Souza Costa Sobrinho pela orientagdo, incentivo e confianga, ...

Aos Colegas do Laboratorio de Higiene de Alimentos, Aline, Bruno, Eglerson, Igor,
Raquel,.... obrigada pela amizade e pelo convivio,...

A Indiistria de laticinios Veredas de Minas, por toda a receptividade encontrada na fibrica
desde o inicio deste projeto, pelas informagoes cedidas, ao suporte técnico prestado, para

que se tornasse possivel a realizagdo deste trabalho, ...

Aos funcionarios do laticinios valeu o carinho e amizade e agradecimento especial a Nilda
pela colaboragdo e ajuda,...

Ao Alceu e sua familia pelos momentos de descontragdo que amenizaram as longas horas de
coleta, os atoleiros, o cansaco e as saudades de casa, ...

A dona Maria Vanda e seu marido pela confianga e carinho com que me acolheram em sua
casa,...

Aos produtores por terem aberto as porteiras de suas fazendas possibilitando a realizagdo
desse trabalho e pela confianc¢a depositada,...

Enfim, a todos que de uma forma ou outra, foram muito importantes nesta conquista.

Muito Obrigada!



RESUMO

SANTOS, Jakline Magela. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Julho
de 2010. 57p. Leite cru refrigerado: Caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e
desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos. Orientador: Christiano Vieira Pires.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Pos-Graduagdo Strictu Sensu em Zootecnia).

Objetivou-se verificar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do leite cru
proveniente de tanques da regido de Curvelo, Minas Gerais, e avaliar o crescimento de
microrganismos psicrotroficos no leite cru refrigerado nas temperaturas de 4, 7 e 10°C.
Constatou-se que 9,09% dos tanques estiveram em desacordo com a legislagdo quanto ao
indice crioscopico e 22,72% quanto a acidez dornic. Os testes fisico-quimicos ndo detectaram
presenca de agua oxigenada, formol, ou substancias alcalinas em 100% das amostras
analisadas. Todas as amostras dos tanques apresentaram teor de gordura acima de 3%. Para
contagem de mesofilos 81,81% dos tanques avaliados mantiveram-se abaixo de 7,5x10°
UFC/mL e 90,91% dos tanques avaliados apresentaram contagens abaixo da regulamentacdo
para a contagem de células somaticas que é de 7,5x10° células/mL. Na contagem de
psicrotroficos 72,72% dos tanques apresentaram contagens superiores em mais de 10% &
contagem de mesofilos. Os tempos de reducao do azul de metileno apresentaram-se acima de
90 minutos em 90,91% dos tanques. O crescimento de psicrotroficos no leite cru refrigerado
foi mais lento a 4°C do que nas temperaturas de 7 e 10°C (p<0,05) em todos os tempos
avaliados. Nas temperaturas de 7 e 10°C, ndo houve diferenga (p>0,05) no crescimento em
todos os tempos avaliados. O crescimento médio de psicrotréficos a 10°C foi 4 vezes maior
que a 4°C, enquanto que a 7°C foi 3,3 vezes maior que o crescimento a 4°C. Conclui-se que o
leite proveniente dos tanques esta de acordo com os parametros previstos na legislacdo, no
entanto, a qualidade do leite estd comprometida devido as elevadas contagens de
psicrotroficos. Quanto o crescimento de psicrotréficos um tempo maximo de estocagem deve

ser utilizado como parametros de identidade e qualidade para leite cru refrigerado

Palavras-chave: leite, psicrotroficos, qualidade



ABSTRACT

SANTOS, Jakline Magela. Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, July,
2010. 57p. Refrigerated raw milk: Physicochemical and microbiological characteristics
and development of psychrotrophic microorganisms. Advisor: Christiano Vieira Pires.
Master of Science Dissertation (Strictu Sensu MSc in Zootechny).

This study assessed the physicochemical and microbiological characteristics of raw milk came
from tanks from Curvelo region, Minas Gerais, Brazil, and evaluating the growth of
psychrotrophic in raw milk refrigerated at temperatures of 4.7 and 10° C. It was found that
9.09% of the tanks were not in compliance with the legislation regarding the cryoscopic index
and 22.72% for the Dornic acidity. The physical-chemical tests found no presence of
hydrogen peroxide, formaldehyde, or alkaline substances in 100% of the samples analysed.
All samples from the tanks had fat above 3%. The mesophilic counting of 81.81% of the tanks
assessed remained below 7.5x10° CFU/mL and 90.91% of the tanks evaluated presented
under regulation scores for somatic cell count that is 7.5x10° cells/mL. For the psychrotrophic
counting, 72.72% of the tanks had higher scores in more than 10% of mesophilic counting.
The time of reduction of methylene blue showed up after 90 minutes in 90.91% of the tanks.
The growth of psychrotrophic in refrigerated raw milk was slower at 4°C than at temperatures
of 7 and 10°C (p <0.05) at all times evaluated. At temperatures of 7 and 10°C, there has been
no difference (p> 0.05) on growth at all times evaluated. The average growth of
psychrotrophic at 10°C was four times higher than at 4°C, while at 7°C it was 3.3 times
greater than the growth at 4°C. It is concluded that milk from the tanks complies with the
parameters set in legislation; however, the quality of milk is hampered by the high
psychrotrophic population. Regarding the growth of psychrotrophic a maximum time of

storage should be used as parameters of identity and quality of refrigerated raw milk.

Keywords: milk, psychrotrophic, quality
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil apresenta grande potencial no consumo e na produgao de lacteos. Apresenta uma
das maiores taxas de crescimento na producao e vem participando do mercado exterior de forma
incipiente. Apresenta também area disponivel e uma diversidade de sistemas de producdo vidveis.
Segundo Freitas et al. (2002), apesar do desenvolvimento tecnoldgico atingido em alguns
laticinios, graves problemas depreciam a matéria-prima, o que impede o seu beneficiamento para
consumo in natura ou tornam o produto beneficiado impréprio para o consumo humano, mesmo
nas regides onde a pecudria leiteira € tradicional.

A Instrucdo Normativa 51 que entrou em vigor em 2002 regulamentou a produgdo,
identidade, qualidade, coleta e transporte do leite cru refrigerado no pais. O principal desafio
proposto foi a melhoria das condigdes higi€nico-sanitarias de obtencao do leite, visando ofertar
produtos de melhor qualidade aos consumidores. Ficaram estabelecidos os teores de gordura,
proteina total e extrato seco desengordurado (ESD) minimos de 3,0%, 2,9% e 8,4%,
respectivamente. A contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) de
no maximo 7,5x10° células/mL e 7,5x10° UFC/mL, respectivamente, no periodo de julho de 2008
a julho de 2011.

A estocagem do leite in natura na propriedade rural deve ser abaixo de 7°C por até 48
horas. Esses cuidados sdo necessarios, pois no leite mantido sob refrigeragdo, ocorre o
desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos, capazes de produzir proteases e lipases
termorresistentes.

Particularmente no que diz respeito a qualidade do leite, certamente a questdo relativa ao
pagamento diferenciado da matéria-prima em funcdo de suas caracteristicas fisicas, quimicas,
bromatologicas e organolépticas tende a se ampliar e, dessa forma, o pagamento baseado na
qualidade vai ser um elemento de diferenciacdo dos sistemas de producdo. Isso ird, certamente,
ditar a permanéncia ou ndo dos produtores na atividade. A qualidade do leite cru estd

intimamente relacionada com o grau de contaminagdo inicial que ocorre logo apo6s a ordenha,



com tempo e temperatura de estocagem. A determinacdo das caracteristicas, principalmente
microbiologicas do leite, no momento do seu recebimento na industria e os efeitos da estocagem
sdo relevantes no processo de selecdo do destino dessa matéria-prima, assim como, das medidas
profilaticas e preventivas a serem tomadas para a melhoria da qualidade. Entre essas relacionadas
com a qualidade do leite, destaca-se a microbioldgica, que pode ser um bom indicativo da satde
da glandula mamaria, do rebanho, das condicdes gerais de manejo e higiene adotados na fazenda.
Primeiramente, pode-se apontar que os principais microrganismos envolvidos com a
contamina¢do do leite sdo as bactérias, e que virus, fungos e leveduras tém uma participacdo
reduzida, apesar de serem potencialmente importantes em algumas situagdes.

A exigéncia da refrigeragdo nas propriedades rurais trouxe um enorme beneficio a
qualidade do leite, uma vez que reduziu drasticamente a proliferagdo de microrganismos
mesofilos e a consequente acidificagdo do produto. Todavia, sabe-se que este procedimento tem
proporcionado de forma seletiva a proliferacdo de microrganismos psicrotréficos, ou seja,
daqueles capazes de se desenvolver abaixo de 7°C.

O leite deve ser mantido refrigerado na propriedade rural até o momento do seu transporte
para a industria. Os tanques de refrigeragdo por expansdo direta devem ser dimensionados de
modo que permitam refrigerar o leite até temperatura igual ou inferior a 4°C no tempo maximo de
trés horas ap6s o término da ordenha, independentemente de sua capacidade. A temperatura
maxima de conservagdo do leite na propriedade rural ¢ 7°C e no estabelecimento processador ¢é
10°C.

A Portaria 56 (Brasil, 1999) estabelecia que a temperatura de estocagem do leite na
propriedade rural ndo deveria ser superior a 4°C e que ao chegar a industria ndo ultrapassasse
7°C. Estes limites, tecnicamente recomendaveis foram dilatados na instrugdo normativa (Brasil,
2002), uma vez que parte do segmento produtivo nacional ja vinha investindo, inclusive com
financiamentos do governo federal, em resfriadores de imersdo, com os quais a temperatura ideal
de resfriamento ¢ muito dificil de ser atingida.

A qualidade microbiolégica do leite estd diretamente relacionada com a contaminacdo
inicial e com a taxa de multiplicacdo dos microrganismos. A carga microbiana inicial depende de
fatores como satde da glandula mamaria, exterior do ubere, equipamento de ordenha, tanque de
resfriamento e qualidade da agua. A taxa de multiplicagdo, por sua vez, depende do bindémio

tempo-temperatura, ponto critico do sistema de transporte e armazenamento (NASCIMENTO &
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SOUZA, 2002).

A pesquisa de microrganismos psicrotroficos no leite serve como parametro para indicar a
qualidade do mesmo, sendo que ao encontra-los em grande quantidade, indicam baixa qualidade
do leite, insatisfatorias condigdes higiénicas no processamento, ou até uso improprio datecnologia
do resfriamento (ROQUE et al., 2003).

Izidoro (2008) salientou o qudo deletérios podem ser os efeitos de um resfriamento
marginal, ao permitir a multiplicacgdo de uma microbiota de caracteristicas mistas
mesofilas/psicrotroficas. Além disso, em alguns casos, observa-se um tempo de estocagem do
leite nos tanques acima do permitido pela legislagdo (48h) e o uso de caminhdes inadequados
para o transporte do produto.

Objetivou-se verificar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas do leite cru
proveniente de tanques da regido de Curvelo, Minas Gerais, e avaliar o crescimento de

microrganismos psicrotroficos no leite cru refrigerado nas temperaturas de 4, 7 e 10°C.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Legislacao

Visando a melhoria da qualidade do leite no Brasil, em 2002, foi publicada pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a Instru¢do Normativa n°51
(Brasil, 2002), que estabeleceu padrdes e normas para a produgdo de leite no pais. A criacao
destes regulamentos tem sido fator primordial para a produgdo de leite de melhor qualidade.
Qualidade esta, essencial para a manutencao e crescimento do setor de laticinios.

O armazenamento e o transporte sob refrigeragdo até a industria propiciaram reducao
significativa do problema de proliferagdo de microrganismos mesofilos, responsaveis pelo
aumento da acidez, contribuindo para a manutencao da qualidade microbioldgica inicial do leite
cru.

Os limites de alguns parametros fisico-quimicos, microbiologicos e de qualidade do leite
cru que foram estabelecidos pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do leite cru
refrigerado sdo descritos no Quadro 1, de acordo com Brasil (2002). Estes parametros serao

aceitos na Regido Sudeste até 01/07/2011.
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No periodo compreendido entre 01/07/2008 e 01/07/2011, na referida regido, os
parametros de contagem padrdao em placas e contagem de células somaticas exigidos serdo
respectivamente, maximo de 7,5x10° UFC/mL e maximo de 7,5x10° células/mL. A partir de
01/07/2011, na Regido Sudeste estes pardmetros serdo: maximo de 1,0x10° UFC/mL (leite
individual) 3,0x10° UFC/mL (leite de conjunto) para contagem bacteriana total, € maximo de

4,0x10° células/mL para contagem de células somaticas.

Tabela 1. Requisitos estabelecidos para leite cru, segundo o Regulamento Técnico de Identidade
¢ Qualidade do leite cru refrigerado.

REQUISITOS LIMITES
Gordura (g/100g) min. 3,0
Proteina (g/100g) min. 2,9
Soélidos Nao Gordurosos (g/100g) min. 8,4
Acidez titulavel (°Dornic) 14a18
indice Crioscépico (°Hortvet) max. — 0,530
Contagem Padrao em Placas (UFC/mL) até 01/07/2011 max. 7,5x10°
Contagem de Células Somaticas (células/mL) até 01/07/2011 max. 7,5x10°

Fonte: (BRASIL, 2002)

Outro incentivo a modernizacdo da produgdo leiteira no Brasil ocorreu em 2003, pela
Resolucao n® 3088 (Brasil, 2003), que aprovou financiamento de equipamentos de resfriamento e
coleta a granel para produtores de leite. J&4 em 2009, a Instrugdo Normativa 22 estabeleceu regras
para o uso dos tanques comunitarios de leite e definiu os critérios de higiene e combate a agdo
dos intermediarios que prejudicam o ganho dos pequenos produtores.

A Instrugdo Normativa 51 determina que a qualidade do leite em cada propriedade rural
seja acompanhada através de andlises laboratoriais para que se identifique a origem dos
problemas. O leite produzido nesse sistema deve seguir os requisitos fisico-quimicos conforme
estabelecido (BRASIL, 2002).

Nao ha limites para a contagem de psicrotréficos na legislagao (Brasil, 2002), mas
segundo o Regulamento de Inspe¢do Industrial e Sanitdria de Produtos de Origem Animal
(Brasil-Riispoa, 1980), o leite deve apresentar no maximo 10% de microrganismos psicrotréficos,

em relacdo a contagem total de mesofilos.
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2.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO LEITE

2.2.1 Acidez titulavel do leite

Microrganismos meso6filos predominam no leite em situacdes em que as condigdes
basicas de higiene sdo inadequadas e inexiste refrigeracdo. Em tais circunstancias, bactérias como
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus e algumas enterobactérias atuam intensamente na
fermentacdo da lactose, produzindo 4cido lactico e gerando, conseqiientemente, acidez do leite
(Galton et al., 1986). O teste de Dornic tem sido utilizado para a avalia¢ao do leite, tendo por
objetivo detectar aumentos na concentragao de acido lactico, uma vez que esse acido ¢ indicativo
da fermentacdo da lactose por bactérias mesofilas e, conseqiientemente, pode indicar qualidade
microbiologica inadequada da matéria-prima. No entanto, ndo ¢ somente a presenga de acido
latico que determina a acidez; outros componentes do leite também interferem nesse parametro e,
entre esses compostos, podem-se destacar citratos, fosfatos e proteinas (Fonseca e Santos, 2000).
O teste de acidez ¢ um dos mais comumente utilizados pela industria leiteira e tem grande valor,
uma vez que indica se o leite foi mantido em boas condi¢des de controle do desenvolvimento dos
microrganismos mesofilos. A presenca de acidez estd correlacionada com o risco de ocorréncia
de coagulagdo do leite durante o processamento, ja que o leite com maior acidez tituldvel possui
menor estabilidade ao calor (FONSECA e SANTOS, 2000).

As diferentes ragas leiteiras com suas diferentes composic¢des de leite t€ém sido apontadas
como um dos fatores que altera a acidez titulavel, sendo que as vacas Jersey, Pardo suigas ou
vacas menos especializadas em producao leiteira, como as indianas e os produtos de suas cruzas,
tém demonstrado maior acidez natural tituldvel, quando comparadas com vacas holandesas. A
acidez titulavel tem sido negativamente correlacionada com o teor de lactose no leite, mas
positivamente correlacionada com o teor de gordura, solidos totais e principalmente proteina

(AFONSO e VIANNI, 1995).

2.2.2Estabilidade térmica do leite
A estabilidade do leite frente ao alcool ¢ um teste rapido empregado nas plataformas de

recepcao da industria leiteira como indicador de acidez e da estabilidade térmica do leite (Costa
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et al., 2002). Um aumento na acidez do leite, causada pelo crescimento de bactérias e producao
de acido lactico, produzira um resultado positivo no teste como a coagulagcdo do leite quando
misturado com uma solucao alcodlica, embora o pH preciso em que isto ocorre ndo seja 0 mesmo
para todo tipo de leite (HORNE e PARKER, 1992).

O requisito da legislagdo brasileira ¢ que o leite seja estavel ao alizarol a 72% (v/v)
(Brasil, 2002). Apesar da exigéncia legal, diversas industrias utilizam solu¢des de teor alcodlico
acima desta concentragdo, isto ¢, 78% ou mesmo 80%. Com a utilizacdo de alto percentual
alcodlico, tem aumentado a rejeicdo de leite pela industria, com elevados prejuizos para os
produtores. A rejeigcdo se baseia na comprovacao de que quando o leite coagula esta improprio
para o processamento devido a multiplicagao bacteriana e desenvolvimento da acidez (COSTA et
al., 2002).

Silva e Almeida (1998) reforcam a importancia da prova do alizarol, afirmando que a
estimativa da estabilidade térmica do leite por meio do teste do etanol ou do alizarol é um
procedimento muito empregado para a verificacdo da estabilidade protéica do leite para
tratamento térmico, pois, praticamente todos os fatores que afetam a estabilidade térmica afetam
também a estabilidade frente aos diferentes alcoois. E uma medida da qualidade da matéria-
prima, ou seja, das suas condi¢cdes de obten¢do, conservagdo, estado sanitidrio do ubere dos
animais, condigoes de transporte e tempo decorrido entre a ordenha e a sua recep¢ao na industria.
A graduacdo alcoolica empregada ¢ proporcional ao rigor requerido no teste. A ocorréncia de
coagulagdo ocorre por efeito da elevada acidez ou de desequilibrio salino, quando se promove
desestabilizagdo das micelas pelo alcool. Altas contamina¢des microbianas tornam o leite mais
4cido do que o normal (GUIMARAES, 1998).

Segundo Silva et al. (2004) outros fatores que também alteram a estabilidade térmica do
leite negativamente sdo: a alta atividade do calcio, baixa atividade de fosfatos e citratos e
sucessivos tratamentos térmicos. A ocorréncia de testes positivos frente ao alizarol mesmo sem a
acidez no leite pode ser resultado de desequilibrio salino. A quantidade de calcio, fosfatos e
citratos encontrados no leite estd diretamente relacionado a alimenta¢do que ¢ fornecida aos
animais que sdo ordenhados, e estacdes chuvosas e secas influem na pastagem fornecida podendo

alterar a estabilidade do leite frente ao alcool dependendo da estagdo.
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2.2.3 Crioscopia do leite

A crioscopia do leite corresponde a medi¢ao do ponto de congelamento ou da depressao
do ponto de congelamento do leite em relagdo ao da dgua. A composi¢ao normal do leite gera um
valor aproximado de -0,531°C (-0,550°H) para o ponto crioscopico. Este valor depende de uma
série de fatores relacionados ao animal, ao leite, ao ambiente, a0 processamento e as técnicas
crioscopicas, ocasionando dificuldades para o estabelecimento de padrdes crioscopicos (Pereira et
al., 2000). A adi¢@o de agua ao leite ¢ fraude reconhecida mundialmente e altera a qualidade e
aceitacao do leite e derivados pelo consumidor. Esta pratica existe em propor¢des varidveis, de
acordo com a regido, ou mesmo com o grau de conscientizagdo do produtor rural (Sa, 2004).
Pequenas quantidades de 4gua adicionadas, faz o ponto de congelamento elevar-se, ou seja,
aproximar-se do ponto de congelamento da dgua, que ¢ igual a zero °H. Ponto de congelamento
acima de -0,530°H sugere alguma adicao de 4gua, enquanto que leite com ponto de congelamento
acima de -0,525°H ¢ considerado adulterado. J4 a diminui¢cao do ponto de congelamento abaixo
de -0,550°H indica adulteragcdo pela adicdo de sacarose, soro de queijo, urina, conservantes ou
outros solutos (FONSECA e SANTOS, 2000).

Embora possa indicar adulteracdo do leite, alguns pesquisadores ndo consideram o ponto
de congelamento como uma medida totalmente precisa para indicar adi¢do fraudulenta de agua
no leite, sendo esta caracteristica influenciada pela fase de lactagdo, estagdo do ano, clima,
latitude, alimentacdo e raca. Uma causa de adi¢do acidental de dgua no leite pode ser devido a

erros na operacdo e limpeza do equipamento de ordenha ou refrigeracao.

2.2.4 Redutase do leite

A prova de redutase ¢ uma forma indireta de medir a contagem de microrganismos
meso6filos. De acordo com a legislag@o brasileira o tempo de redutase minimo para recebimento
do leite cru ¢ de 90 minutos (BRASIL, 2002).

Falhas ocorridas durante a obtencdo do leite, como a falta de higiene na ordenha e de
limpeza e desinfec¢do correta de ordenhadeiras e tanques, assim como a qualidade da 4gua
utilizada, podem afetar significativamente a sua carga microbiana, fazendo com que o leite entre
no tanque de resfriamento com altas contagens iniciais de microrganismos mes6filos (PICININ,

2003).
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Em condigdes experimentais, utilizando-se agua esterilizada para lavar o equipamento de
ordenha, constatou-se que a ordenhadeira poderia contribuir com até 10% da carga bacteriana
total do leite. Esses valores sofreriam aumento consideravel quando ndo ha limpeza eficiente no
sistema (FONSECA e SANTOS, 2000).

O método de ordenha teve influéncia significativa nos testes de redutase. A quantidade
inicial de microrganismos esté relacionada com a limpeza dos utensilios utilizados para retirada e
transporte do leite. Logo, a higienizagdo do sistema de ordenha, baldes e latdes seriam os
principais fatores responsaveis pela producdo de leite de alta qualidade. Para manter um bom
padrdo microbiologico, deve-se atentar a ordenha e ao armazenamento do leite. Em 95% dos
problemas de alta contagem bacteriana total, a origem estd na deficiéncia de limpeza e
sanitizagdo de utensilios e do sistema de ordenha e deficiéncia na higiene da ordenha (FONSECA

e SANTOS, 2000).

2.2.5 Temperatura de transporte e granelizaciao do leite

A qualidade do leite no Brasil tem melhorado substancialmente a partir de 2001. As
condi¢des favoraveis relacionadas as oportunidades de exportagdo, permitiram a implementacao
do Programa de Melhoria da Qualidade do Leite (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), Instru¢do Normativa n°51, de 18 de setembro de 2002). Esta Instrugao
estabelece critérios para a producdo, identidade e qualidade do leite, o que produziu a
implementacdo de melhorias como a coleta do leite cru refrigerado e seu transporte a granel
(MARTINS, 2004).

Essas duas medidas de impacto direto sobre a estrutura de produgao leiteira (resfriamento
do leite na fazenda e a sua coleta a granel) alteraram a paisagem do campo na grande maioria das
regides, resultando no desaparecimento da coleta em latdo e do recebimento de leite quente. Nao
ha davida de que esta foi a medida que, isoladamente, trouxe maior e mais rapido impacto sobre a
melhoria da qualidade do leite (SANTOS e FONSECA, 2003).

A racionalizagdo da coleta e do transporte do leite até a industria ¢ uma tendéncia
mundial, beneficiando toda a cadeia do leite. A refrigeracdo do leite, imediatamente apds a
ordenha, visa diminuir a multiplicacdo de bactérias mesofilas que causam a acidificacao.
Entretanto, isso levou ao favorecimento da multiplicagao da microbiota psicrotréfica presente na

matéria-prima. Nesse processo de conservacao do leite pelo frio, recomenda-se que, na segunda
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hora apds a ordenha, a temperatura deva estar a 4°C, condicao esta que favorece a proliferagao de
microrganismo psicrotroficos (FAGUNDES et al., 2004).

Na maioria das propriedades leiteiras, a temperatura de refrigeracdo oscila entre 5 a 10°C,
o que configura um “resfriamento marginal do leite”, contribuindo para multiplicacdo de
microrganismos psicrotroficos (Fonseca e Santos, 2000). Dependendo do produto a que se
destina, o leite cru ¢ submetido a varios tipos de tratamentos e processos tecnologicos que
promovem uma alteracdo qualitativa e quantitativa em sua microbiota inicial. A predominancia
de determinadas espécies dependerd das modificagdes fisicas e quimicas empregadas, tais como
temperatura, atividade de agua, potencial redox e pH (Moreno et al., 2002). Geralmente, o
resultado dessas modificagdes ¢ uma diminuicdo da microbiota total ¢ uma selecdo de
microrganismos especificos, como por exemplo, os psicrotroficos em produtos refrigerados e os

esporulados em produtos tratados termicamente (MORENO et al.,2002).

2.2.6 Contagem de células somaticas no leite

A mastite ¢ definida como uma inflamagdo da glandula maméaria que em sua grande
maioria tem origem bacteriana. Essa resposta inflamatoria da glandula mamadria apresenta como
conseqiiéncia direta o aumento no numero de leucocitos de origem sangiiinea que sao
transportados para dentro do limen alveolar. Dessa forma, o termo “células somaticas no leite” €
utilizado para designar todas as células presentes no leite, que incluem as células de origem do
sangue (leucdcitos) e as células de descamacao do epitélio glandular secretor (NATZKE, 1981).

Em animais sadios, 65% a 70% do total de células somaticas sdo células de origem
epitelial, enquanto esse nimero cai para 50% em animais com mastite cronica, € alcanca valores
ainda mais baixos (10% a 45%) nos casos mais severos do processo inflamatério. O aumento da
contagem de células somaticas (CCS) no leite nos casos de mastite se da pela maior passagem de
leucocitos do sangue para a glandula mamaria, aliada a maior descamacgdo do epitélio lesado
(Fonseca e Santos, 2000). A elevagao da CCS no leite em um quarto afetado por mastite esta
geralmente associada a diminuicdo da produgdo de leite naquele quarto. Essa reducdo na
producdo de leite ocorre devido ao dano fisico nas células epiteliais secretoras da glandula
mamadria, assim como a alteragdes na permeabilidade vascular no alvéolo secretor (Kitchen,
1991). Em leites provenientes de animais com mastite, ocorre aumento da rota paracelular de

secre¢do de constituintes do sangue no leite. Como conseqiiéncia, tem-se aumento de fragdes de
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soro do sangue e desequilibrio salino. Ocorre elevagdo no pH e diminuicdo da estabilidade das
proteinas nativas do leite. Tais fatores contribuem para a redugdo da estabilidade térmica do leite
(WALSTRA e JENNESS, 1984).

A presenca de altas CCS afeta a composicao do leite e o tempo de vida de prateleira dos
derivados, causando enormes prejuizos para a industria de laticinios. A ocorréncia de mastite
subclinica, e conseqiientemente de altas CCS, causa diminui¢do da sintese de caseina que ¢
importante para a fabricacdo de queijo e aumenta a sintese das proteinas do soro, que sdo
indesejaveis. Leite com altas CCS causa redug@o na produgado e rendimento industrial de queijos,
aumento do conteido de dgua, aumento do tempo de coagulacdo, aumento do contetdo de
solidos no soro e, como resultado, o produto final apresenta sabor inferior (Natzke, 1981). O leite
com alta CCS apresenta ainda redugdo do nivel de lactose e calcio, que sdo constituintes nobres
do leite, enquanto h4 aumento da concentragdo de sodio e cloro, o que causa o sabor salgado do

leite com mastite (FONSECA e SANTOS, 2000).

2.2.7 Gordura do leite

A gordura do leite ¢ composta em sua quase totalidade por triglicerideos (98% da gordura
total). Esses triglicérides presentes no leite sdo sintetizados nas células epiteliais da glandula
mamaria, sendo que os acidos graxos que compdem esses triacilglicerideos podem vir de duas
fontes: a partir de lipideos presentes no sangue e pela sintese nas células epiteliais (FONSECA e
SANTOS, 2000).

Ocorre uma grande remog¢do de triglicerideos da corrente sanguinea pela glandula
mamaria, os quais sao utilizados para a sintese da gordura que seré secretada no leite. Os acidos
graxos de cadeia longa podem ser transferidos diretamente do sangue para a glandula mamaria,
mas a maioria dos acidos graxos encontrados no leite ¢ de cadeia curta (menos de 16 carbonos),
os quais sdo sintetizados pelas células da glandula mamaria (FONSECA e SANTOS, 2000).

Devido a sintese de gordura do leite ser um processo dinamico, mudangas na dieta podem
alterar a propor¢do de diferentes acidos graxos na sintese do leite. Como exemplo, quando sao
utilizadas grandes quantidades de alimentos concentrados na dieta de vacas leiteiras, ocorre uma
diminui¢do da proporgao de sintese de acido acético em relagdo ao acido propidnico, o que leva a
uma diminuicao da sintese total de gordura pela glandula mamaria (RIBAS, 1998).

A gordura presente no leite pode sofrer alteragdes durante a vida de prateleira do produto



18

e causar sabores indesejaveis nos produtos finais devido a acdo de lipases produzidas por
microrganismos psicrotroficos. Os lipidios presentes no leite encontram-se na forma globular
envoltos por uma camada composta por proteinas, fosfolipidios, glicolipidios, esterdis e
gliceridios. Desta forma, para que as enzimas lipoliticas tenham acesso aos lipidios no interior do
glébulo de gordura do leite é necessario que haja o rompimento dessa membrana, o que pode
ocorrer por agao mecanica ou enzimatica de fosfolipases e glicosidases (COUSIN, 1982).

As fosfolipases de origem microbiana podem, assim, hidrolisar os fosfolipidios da
membrana do glébulo de gordura e, conseqiientemente, aumentar a capacidade lipolitica das
lipases sobre os triglicerideos. O resultado da acdo das lipases ¢ a formagdo de acidos graxos
livres, mono, e digliceridios, resultando em altos niveis de acido butirico e caprdico. A presenca
de 4cidos graxos livres e a sua posterior degradacdo como resultado da acdo de lipases resulta no
aparecimento de sabor rangoso no leite e seus derivados, em especial quando esses acidos sdo de

cadeia curta, menos de 12 carbonos (ANDERSON, 1983).

2.3 MICRORGANISMOS NO LEITE

Os microrganismos que normalmente contaminam o leite crescem numa ampla faixa de
temperatura, podendo ser divididos em psicrotréficos, mesofilos, termofilos (Silva, 1991). Os
psicrofilos constituem o grupo de bactérias que encontram em temperaturas que podem variar de
0° a 20°C sua temperatura 6tima de crescimento. Na area de microbiologia de alimentos, os
organismos capazes de se desenvolver na faixa de temperatura considerada adequada para os
psicrofilos, mesmo que essa temperatura ndo seja 6tima para o seu crescimento, sdo denominados
psicrotroficos e sdo assim denominados por crescerem entre temperaturas de 0 a 40°C
(COLLINS, 1981; SANTANA, 2001).

Os mesofilos constituem o grupo que inclui a maioria dos microrganismos acidificantes
no leite, e podem ser caracterizados por se desenvolverem entre temperaturas de 20 a 45°C, com a
temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 40°C (Jay, 1996). As bactérias termofilas sao
definidas como aquelas cuja temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 45 a 65°C, e para
algumas espécies consideradas como termofilos extremos as temperaturas de crescimento podem
atingir 90°C e o minimo em torno de 35°C (ICMSF, 1994).

Tem-se observado que um grande nuimero de espécies consideradas estritamente

mesofilas ja estd sendo incluidas também entre os psicrotroficos (Silveira et al., 1998). Antunes et
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al. (2002) relataram a presenca de microrganismos psicrotroficos representando 23% da
microbiota do leite in natura os quais em condi¢des de refrigeracdo multiplicam-se mais
rapidamente do que a microbiota mesofilica, tornandose predominante. Santana (2001) citou que
temperaturas em torno de 4°C controlam o crescimento de microrganismos mesofilos, que em
geral provocam acidificagdo e causam perdas econdmicas para produtores e industrias. O termo
psicrotrofico tem confundido os microbiologistas desde o comeg¢o do século. Outros termos
sindnimos sdo usados, tais como: psicrofilos facultativos, tolerantes ao frio ou psicrotolerantes
(Gounot, 1986). Segundo Collins (1981), de acordo com as normas da Internacional Dairy
Federation, os psicrotroficos foram definidos como sendo os microrganismos que podem
desenvolver-se a 7°C ou menos, independente da temperatura 6tima de crescimento. Esse grupo ¢
extremamente importante em produtos que sdo conservados ou armazenados em condi¢des de
refrigerag@o por periodos relativamente longos (1 a 4 semanas). O problema torna-se ainda mais
sério quando se considera que o uso intensivo da refrigeracdo, desde a fazenda até a residéncia do
consumidor, pode provocar uma gradativa selecao para esse grupo (SILVEIRA et al., 1998).
Quanto maior o tempo de armazenamento do leite resfriado, maiores as chances de
multiplicagdo microbiana, em especial dos microrganismos psicrotroficos. Geralmente, esta
microbiota se torna predominante no leite resfriado apos 2 a 3 dias. Uma importante caracteristica
dos psicrotroficos comumente encontrados no leite e produtos derivados ¢ a sua capacidade de
sintese de enzimas extracelulares que degradam os componentes do leite. Ainda que durante a
pasteurizagdo do leite, a grande maioria dos psicrotroficos seja destruida, este tratamento térmico
tem pouco efeito sobre a atividade das enzimas produzidas por estes microrganismos, sendo

consideradas enzimas termorresistentes (SANTOS e FONSECA, 2003).

2.3.1 Microrganismos psicrotroficos no leite

Os psicrotréficos nao constituem um grupo taxondmico especifico de microrganismos,
apresentando aproximadamente 15 géneros diferentes que foram isolados do leite e produtos
derivados (Suhren, 1989). Estes géneros sdo compostos por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bacilos, cocos, vibrios, formadores ou ndo de esporos; assim como microrganismos
aerébios e anaerobios. Fazem parte deste grupo tanto bactérias Gram-negativas — Pseudomonas,

Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium spp -
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como bactérias Grampositivas — Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus,
Lactobacillus e Microbacterium. Alguns géneros de bolores e leveduras também apresentam
caracteristicas do grupo dos psicrotroficos e podem causar problemas de qualidade do leite
(SORHAUG e STEPANIAK , 1997).

Uma importante caracteristica dos psicrotréficos encontrados no leite e produtos
derivados ¢ a sua capacidade de sintese, durante a fase log, de enzimas extracelulares que
degradam os componentes do leite. Ainda que durante a pasteurizacao do leite a grande maioria
dos psicrotroficos seja destruida, este tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das
enzimas termorresistentes produzidas por estes microrganismos (SANTOS e FONSECA, 2003).

Referindo-se a capacidade de produgao de enzimas, Silva (2004) 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. A concentrag¢do destas enzimas depende
da raca do animal, da alimentacdo, do estagio da lactacdo e de doencas como a mastite. As
principais proteases sdo plasmina, plasminogénio, ativadores de plasminogénio, trombina,
catepsina D, proteases acidas do leite, aminopeptidases e proteases derivadas de leucdcitos
(células somaticas). De acordo com Sorhaug e Stepaniak (1997), um dos principais fatores que
influenciam a qualidade dos produtos lacteos fabricados com matéria-prima mantida a 7°C ou
menos por periodos prolongados, ¢ a multiplicagdo da microbiota psicrotrofica contaminante
produtora de proteases termoestaveis. A inativacdo completa destas enzimas pelos tratamentos
térmicos adotados pela industria de laticinios ndo ¢ possivel, considerando a sua elevada
termorresisténcia (ZALL e CHAN, 1981).

Uma ampla gama de problemas de qualidade de produtos lacteos pode estar associada a
acdo de proteases e lipases de origem microbiana como: alteracdo de sabor e odor do leite, perda
de consisténcia na formagdo do codgulo para fabricacdo de queijo e geleificacdo do leite longa
vida (COUSIN, 1982).

Estas enzimas de origem microbiana podem estar localizadas dentro das bactérias
(intracelulares), associadas a parede celular (periplasmaticas) ou serem excretadas para o meio
(extracelulares) (Santos e Fonseca, 2003). As enzimas intracelulares e aquelas associadas com a
parede celular podem ser liberadas no leite quando ocorre a lise celular das bactérias, apds o
tratamento térmico e, desta forma, em conjunto com as enzimas extracelulares, apresentar acao

sobre os componentes do leite (Kohlmann et al., 1991). A lipdlise resulta da a¢do de lipases
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(naturais e/ou microbianas), enzimas que tem a propriedade de hidrolisar os triglicerideos da
gordura, liberando os acidos graxos de cadeia curta (butirico, capréico, caprilico e caprico), que
sdo os principais responsaveis pelo aparecimento de odores desagradaveis no leite. A lipase
natural presente no leite ¢ uma enzima termo-sensivel, facilmente destruida pelas temperaturas de
pasteurizagdo, nao causando danos aos lipideos de um leite manuseado e processado
adequadamente. Entretanto, as lipases microbianas podem causar alteracdes na gordura do leite
ap0s o processamento térmico, uma vez que sdo resistentes a temperatura de pasteurizacdo e
permanecem ativas em temperaturas muito baixas (GOMES, 1988).

As lipases produzidas por bactérias psicrotroficas sdo resistentes a temperatura empregada
na pasteurizacao (72- 76°C por 15-20 segundos) e no tratamento com temperatura ultra-alta (142-
145°C por 4-6 segundos). Portanto, essas enzimas apresentam grande importincia na qualidade e
na vida de prateleira de produtos lacteos como queijos, leite longa vida e creme de leite
(Swaisgood e Bosoglu, 1984). Ja as proteases produzidas por bactérias psicrotroficas agem sobre
a caseina de forma semelhante a quimosina, liberando o caseinomacropeptideo — CMP, porém
apresentam menor especificidade (Datta e Deeth, 2001). Na industria de queijos, os produtores
tém sérios problemas com relagdo ao rendimento dos mesmos, devido a atuagdo de bactérias,
principalmente psicrotroficas, sobre a proteina do leite. Também os microrganismos utilizam em
seu metabolismo outros componentes do leite, podendo produzir produtos metabolicos de sabores
e odores estranhos, assim como enzimas termoestaveis que vao trazer ao alimento alteragdes
indesejaveis.

Desamasures e Gueguen (1997), em extenso trabalho relatando os resultados do
monitoramento da qualidade do leite cru refrigerado, apontaram o microrganismo psicrotrofico
do género Pseudomonas como o mais importante em termos de contaminagdo microbiologica.
Outros microrganismos isolados neste estudo foram lactococos, lactobacilos e leveduras.

O principal género da microbiota psicrotrofica envolvida na producdo de enzimas no leite
cru € o género Pseudomonas. Esse género inclui espécies que se caracterizam por apresentar alta
diversidade genética e mecanismos fisiologicos de adaptagdo e crescimento a baixas temperaturas
PINTO et al.(2004).

O género Pseudomonas, considerado o mais importante dentre os psicrotréficos, pode ser
encontrado em aproximadamente 10% da microbiota do leite recém-ordenhado (Muir, 1996),

sendo que sob condigdes de refrigeragdo este género rapidamente predomina na microbiota tanto
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do leite cru como do leite pasteurizado (Sorhaug e Stepaniak, 1997). Este género ¢é representado
por espécies que apresentam os menores tempos de multiplicagdo em temperaturas entre 0 e 7°C
(4-12 horas) e podem crescer em temperaturas tdo baixas quanto 10°C (MUIR, 1996).

A qualidade de um produto estd diretamente relacionada com a qualidade da matéria-
prima empregada na sua elaboragdo. A microflora inicial influencia grandemente nessa qualidade
do leite cru e consequentemente dos produtos com ele fabricados. As técnicas usuais de manuseio
de leite cru freqiientemente resultam em altas contagens de psicrotroficos antes da fabricacdo de
produtos lacteos, que através de suas atividades proteoliticas e lipoliticas produzem substancias
indesejaveis aos produtos (Fonseca e Santos, 2000). Apesar da importancia dos psicrotroficos, o
Ministério da Agricultura ndo estipula um padrao de qualidade e identidade do leite, baseado na
contagem de unidades formadoras de colonia destes microrganismos. No Brasil ndo existe uma
regulamentacdo sobre a qualidade microbiologica do leite in natura destinado a fabricagdo de
produtos lacteos especificos.

Mesmo nas temperaturas de refrigeragdo propostas pela legislacdo brasileira para a
conservagdo do leite na fonte de producdo e no estabelecimento industrial pode ocorrer perda de
qualidade da matéria-prima se um controle efetivo de contaminacao inicial ndo for realizado
(Martins et al., 2004). Na atual conjuntura de desenvolvimento da cadeia agroindustrial do leite, ¢
pertinente que se faca uma analise dos pontos criticos que podem levar a um alto risco de
contaminagdo do leite com microrganismos psicrotroficos (Santos e Fonseca, 2003). H4 uma
grande necessidade de se associar a refrigeracdo as boas praticas de producgdo e fabricacdo para
que se evite ou controle a contaminagao do leite por microrganismo psicrotroficos (FONSECA e

SANTOS, 2000).
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Artigo 1- Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas de leites provenientes de
tanques de expansao da regido de Curvelo-MG

RESUMO

Objetivou-se verificar se o leite produzido na regido de Curvelo-MG esta em condigdes de
cumprir o estabelecido na Instru¢do Normativa 51. As caracteristicas fisico-quimicas foram
determinadas através da acidez titulavel, crioscopia, estabilidade ao alizarol, formol, peroxido,
substancia alcalina, cloretos, teor de gordura de amostras de leite coletadas em tanques de
expansdo. As caracteristicas microbiologicas foram determinadas através da contagem de
mesofilos, psicrotroficos, células somdticas e o teste da redutase. Avaliaram-se 22 tanques de
expansdo com trés repeti¢des. Os resultados foram submetidos & analise estatistica descritiva e as
médias obtidas comparadas pelo teste de fukey 5% e aos valores padrdes estabelecidos.
Constatou-se que 9,09% dos tanques estiveram em desacordo com a legislagdo quanto ao indice
crioscopico e 22,72% quanto a acidez dornic. Os testes fisico-quimicos ndo detectaram presencga
de 4gua oxigenada, formol, ou substincias alcalinas em 100% das amostras analisadas. Todas as
amostras dos tanques apresentaram teor de gordura acima de 3%. Para contagem de mesofilos
81,81% dos tanques avaliados mantiveram-se abaixo do requerido pela instru¢ao normativa que €
de 7,5x10° UFC/mL e 90,91% dos tanques avaliados apresentaram contagens abaixo da
regulamentagdo para a contagem de células somaticas que é de 7,5x10° células/mL. Na contagem
de psicrotroficos 72,72% dos tanques apresentaram contagens superiores em mais de 10% &
contagem de mesofilos. Os tempos de redugdo do azul de metileno apresentaram-se acima de 90
minutos em 90,91% dos tanques. Conclui-se que o leite produzido na regido de Curvelo atende
aos parametros previstos na legislagdo, no entanto, a contagem de psicrotroficos evidencia a
necessidade de programas de assisténcia aos produtores para que possam melhorar qualidade

microbiologica do leite.

Palavras-chave: crioscopia, gordura, psicrotréficos, refrigeracao
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Article 1 - Physicochemical and microbiological testing of milk from cooling tanks in the
region of Curvelo-Minas Gerais state, Brazil

ABSTRACT

The objective was to verify if the milk produced in the region of Curvelo, in Minas Gerais state,
Brazil was attending the provisions of Normative Instruction n°51, published in Brazil in 2002.
The physicochemical characteristics were determined through acidity, freezing point, stability to
alizarol, formaldehyde, hydrogen peroxide, alkaline substance, sodium chloride and fat content of
milk samples collected from cooling tanks. The microbiological characteristics were determined
by counting of mesophilic, psychrotrophic, and somatic cell reductase test. There had been
evaluated 22 expansion tanks with three replicates. The results were analyzed by descriptive
statistics and averages compared by Tukey test at 5% and the standards values established. It was
found that 9.09% of the tanks were in compliance with the legislation regarding the cryoscopic
index and 22.72% for the Dornic acidity. The physical-chemical tests found no presence of
hydrogen peroxide, formaldehyde, or alkaline in 100% of the samples. All samples from the
tanks had fat above 3%. To mesophilic counting 81.81% of the tanks assessed remained below
the statement required by the regulation that is 7.5x10° UFC/mL and 90.91% of the tanks
evaluated presented under regulation scores for somatic cell counting that is of 7.5x10° cells/mL.
On the counting of psychrotrophic 72.72% of the tanks had higher scores in more than 10%
comparing to mesophilic counting. The time of reduction of methylene blue showed up longer
than 90 minutes in 90.91% of the tanks. It is concluded that milk produced in the region of
Curvelo meets the parameters laid down in legislation, however, the count of psychrotrophic
highlights the need for programs of assistance to producers to enable them to improve the

microbiological quality of milk.

Keywords: cryoscopy, fat, psychrotrophic, refrigeration
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Introducio

O mercado internacional vem exigindo, cada vez mais, a melhoria da qualidade do leite.
Com isso, a matéria prima utilizada pela indtstria deve ser de altissima qualidade, tanto para se
obter o maximo de rendimento na producdo de produtos lacteos e aumentar o tempo de vida util,
quanto para atender as exigéncias do mercado. Sendo assim;o Brasil vem estabelecendo normas e
padrdes oficiais para se enquadrar neste contexto o que tem levado as industrias a implantarem
sistemas que garantam a qualidade de seus produtos. Tendo em vista a necessidade destas
melhorias na pecudria leiteira de todo o pais, o Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), juntamente com centros de pesquisa, universidades e industrias
laticinistas, elaboraram normas que culminaram com a publica¢do da Instru¢do Normativa 51, de
18 de setembro de 2002 em prol da qualidade do leite produzido no pais. Com a aprovagdo dos
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade do Leite e do Regulamento Técnico da
Refrigeracao do Leite na Propriedade Rural e seu Transporte a Granel, os novos parametros
estabelecidos pela normativa 51 prevéem a contagem de células somadticas, contagem de
bactérias, crioscopia, deteccdo de residuos de antimicrobianos, avaliagdo dos teores de gordura,
proteina e solidos totais (BRASIL, 2002).

A legislagdo (Brasil, 2002), estabeleceu um maximo de 10° UFC/mL de bactérias
mesofilas no leite cru resfriado, a partir de Julho de 2005 para as regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste, e a partir de Julho de 2007 para as regides Nordeste e Norte. Este valor devera reduzir
gradualmente a cada trés anos, de modo que em 2011 a contagem total de bactérias mesofilas
devera ser de 10° UFC/mL para produtores individuais e 3x10° UFC/mL para o leite de conjunto.
Os valores para Contagem de células somaticas (CCS) para a regido sudeste brasileira, devem ser
obtidos mensalmente, e estar abaixo de 7,5x10° células/mL até julho de 2011, e permanecendo
em até 4x10° células/mL a partir de julho de 2011. Apesar dos padrdes impostos, verifica-se uma
situagdo preocupante, pois em alguns estabelecimentos ndo ha uma realizagao diaria das analises
fisico-quimicas e microbioldgicas. Esse fator inviabiliza a rdpida identificagdo e imediata
corre¢do das provaveis falhas no processo de beneficiamento (NADER FILHO et al., 1997).

O valor de cada litro de leite estd relacionado a sua qualidade fisico-quimica. Sendo a
avaliacao desses parametros considerada por muitas empresas para o pagamento. De acordo com

Ceballo (1999), a qualidade do leite ¢ determinada por dois aspectos bésicos: a composicdo



31

fisico-quimica e o nivel higiénico-sanitario, os quais definem seus potenciais nutricionais,
industriais e de seguranca alimentar. A composi¢ao do leite e sua qualidade tém fundamental
papel para a agroindustria, pois a producdo de derivados depende da quantidade de constituintes
especificos presentes no leite cru, como a gordura e o extrato seco desengordurado. Basicamente,
o fundamento em que se baseia o pagamento de bonificagdo extra para elevados teores de gordura
reside no fato de que esta gordura resulta na produgao de derivados lacteos de alto valor agregado
no mercado, tais como manteiga e creme de leite. Além disso, o teor de gordura do leite estd
intrinsecamente relacionado com o rendimento industrial para fabricacdo de queijos (PICININ,
2003).

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas do leite, o indice crioscopico destaca-se como
parametro para efeito de penalizacdo no programa de pagamento por qualidade. Basicamente, o
indice crioscopico (IC) estd associado a fraude no leite pela adigdo voluntdria ou involuntaria de
agua.

Além da crioscopia e acidez, a densidade também tem sido utilizada como teste de analise
de qualidade do leite por alguns laticinios. A estabilidade do leite ao alizarol também ¢ um teste
rapido empregado nas plataformas de recepcdo da industria leiteira como indicador qualitativo de
acidez e da estabilidade térmica do leite e constitui ainda uma das poucas provas utilizadas pelos
carreteiros para sele¢do de leite granelizado nas fazendas.

A avaliacdo microbioldgica ¢ um pardmetro importante para a determinag¢do da qualidade
do leite cru, pois indica as condi¢des de higiene em que o leite foi obtido e armazenado, desde o
processo de ordenha até o consumo.

A pratica de estocagem do leite cru sob refrigera¢ao, imediatamente apos a ordenha, com
posterior coleta e transporte em caminhdes-tanque isotérmicos, tem reduzido o numero de
bactérias mesofilas. Sabe-se que estes microrganismos sdo capazes de multiplicar entre 10 e 45°C
sendo a temperatura ideal em torno de 30°C, de modo a provocar acidificagdo do leite pelo
acumulo de acido latico resultante da fermentagdao da lactose (Santos e Fonseca, 2001; Brito &
Dias, 1998; Celestino et al., 1996). Entretanto, com o uso destes equipamentos e a manutencao do
leite cru em temperaturas de refrigeracdo por longos periodos, tém ocorrido problemas de
qualidade para a industria de laticinios associados a multiplicacdo e a atividade metabodlica de
microrganismos psicrotréficos (Cousin, 1982; Santos & Fonseca, 2001). Essas bactérias se

multiplicam em temperaturas abaixo de 7°C, embora a temperatura 6tima de desenvolvimento se
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situe entre 20 e 30°C (JEFREY, 1990; BRITO & BRITO, 1998).

Ainda que durante a pasteurizacdo do leite, a grande maioria dos psicrotroficos seja
destruida, este tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das enzimas produzidas por
estes microrganismos, pois estas enzimas sdao consideradas termorresistentes. Os dois grupos de
enzimas mais importantes produzidos pelas bactérias psicrotroficas sdo as proteases e a lipases,
que podem atuar, no leite cru estocado e também no leite pasteurizado e seus derivados
(SANTOS & FONSECA, 2003).

A contagem de células somaticas do leite ¢ considerada o principal indicador de
qualidade, pois ¢ capaz de detectar anormalidades que indicam alteracdes na qualidade
microbiologica, fisico-quimica e nutricional do produto. Esta investigagdo pode ser efetuada
diretamente no leite do tanque de expansdo ou no leite de animais individualmente.

No Brasil a redutase destaca-se como um teste aferidor de qualidade microbiologica do
leite, sendo utilizado para efeito de pagamento diferenciado. No entanto, ndo deve ser utilizado
como Unica andlise para verificar a qualidade microbioldgica do leite cru, visto que ha uma
grande variagdo na capacidade redutora do azul de metileno pelos diferentes grupos de
microrganismos, principalmente pelos psicrotroficos (PICININ, 2003).

Portanto objetivou-se verificar se as caracteristicas fisico-quimicas ¢ microbioldgicas do
leite produzido na regido de Curvelo atende aos parametros estabelecidos em regulamentacao

especifica. (BRASIL, 2002).

Material e Métodos

Amostras de leite provenientes de tanques de expansdo de propriedades rurais que
fornecem leite para um laticinio no municipio de Curvelo-MG foram analisadas no periodo de
fevereiro a maio de 2009. Avaliaram-se 22 tanques de expansao, sendo 13 de uso individual ¢ 9
de uso coletivo. Foram realizadas trés coletas por tanque. Coletou-se cerca de 200 mL de leite cru
em frascos esterilizados que foram acondicionados em caixa de isopor com gelo reciclavel e
transportados sob refrigeracdo aos laboratérios de Higiene de Alimentos do Departamento de
Nutricdo e de Analises de Alimentos de Origem Animal do Departamento de Zootecnia, da

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM) para realizacdo das
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analises microbiologicas

No laboratdrio do laticinio, foram realizadas as analises fisico-quimicas de: presenca de
cloretos através de nitrato de prata 0,1N e cromato de potassio 10%; presenga de dgua oxigenada,
através de guaiacol a 1,0 %; presenca de substincia alcalina através da solugdo de acido rosolico
a 2% de alcool etilico neutralizado; presenca de formol através da solug¢ao de floroglucinaa 1 % e
solucdo de hidroxido de sodio a 10%. A analise de acidez, a estabilidade ao alizarol, a
determinacdo do ponto crioscdpico, o teste de reducdo do azul de metileno, densidade foram
realizadas conforme Lanara (1981). J4 o teor de gordura foi obtido pelo método eletronico
analisador de ultra-som Ekomilk, o qual foi calibrado segundo as instru¢des contidas no manual
de operagdes do equipamento, utilizado pelo laboratorio do laticinio.

A contagem de células somaticas foi realizada através da utilizagdo de um Contador
eletronico DCC (DeLaval Cell Counter) e os resultados foram expressos em células por mL de
leite (Células/mL).

As contagens de microrganismos mesoOfilos e psicrotroficos foram realizadas
homogeneizando as amostras e com auxilio de uma pipeta foram retirados 10 mL da amostra para
realizagdo de diluigdes decimais das amostras de 10" a 10~°. Posteriormente, foi retirado 1 mL de
cada dilui¢do e estes foram semeados em placas de Petri as quais foram adicionadas Agar Padrio
para Contagem(PCA - Himedia). Apds a homogeneizagao e solidificacdo do agar, as placas
foram incubadas a 35-37°C por 48 h para contagem de mesoéfilos e a 7°C por sete a dez dias para
psicrotroficos. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias por mL de
leite (UFC/mL) (APHA, 2001).

Os dados obtidos foram analisados segundo um delineamento inteiramente casualizado
com 66 repeticdes. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Para a obtencdo das

analises estatisticas foi utilizado o programa ASSISTAT Versao 7.5 beta (2008).

Resultados e Discussao

A Tabela 1 indica os resultados encontrados no leite cru refrigerado coletado em tanques
de expansdo individual e coletivo da regido de Curvelo, Minas Gerais.



34

Tabelal. Médias das caracteristicas fisico-quimicas de leites provenientes de tanques de expansao

da regido de Curvelo.

Acidez Gordura Densidade Crioscopia
Tanque (° Dornic) (g/100g) (g/L) (°Hortvet)
Individual
1 15.00 abc 3.86 bedefg 1033.23 ab -0.535 be
2 14.73 abc 3.96 bede 1030.83 b -0.537 be
3 13.00 de 4.06 bed 1031.53 b -0.536 be
4 15.16 ab 4.13 be 1033.63 ab -0.547 a
5 13.66 bede 345¢ 1031.90 ab -0.531 bed
6 14.33 abed 472 a 1033.33 ab -0.537 be
7 12.50 e 3.61 efg 1031.00 b -0.526 d
8 13.50 cde 3.77 cdefg 1031.86 ab -0.530 cd
9 15.00 abc 3.94 bedef 1032.40 ab -0.538 b
10 15.00 abc 422D 1035.40 a -0.535 be
11 1550 a 4.02 bede 1033.16 ab -0.537 be
12 1583 a 3.53 fg 1032.90 ab -0.537 be
13 15.16 ab 3.69 defg 1033.13 ab -0.537 bc
Média 14.49 3.92 1032.64 - 0.536
Dms 1.59 0.43 3.59 0.007
Coletivo
14 14.50 bede 349 cd 1031.70 b -0.535 abc
15 15.50 abc 4.26 abc 1032.86 ab -0.539 abc
16 14.33 bede 3.84 cd 1032.43 ab -0.535 abc
17 14.00 cdef 3.65cd 1031.53 b -0.527 ¢
18 14.50 bede 3.90 cd 1031.86 b -0.534 bc
19 14.00 cdef 3.70 cd 1030.8 b -0.536 abc
20 16.33 a 3.84 cd 1033.06 ab -0.541 ab
21 15.50 abc 4.11 abced 1032.66 ab -0.535 abc
22 16.00 ab 4.82a 1032.93 ab -0.535 abc
M¢édia 14.96 3.96 1032.21 -0.535
Dms 1.55 1.00 1.638 0.016

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey (p > 0,05).
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As médias encontradas para a andlise de acidez foram de 14,49°D para tanques
individuais e 14,96°D tanques coletivos conforme mostra a Tabela 1, houve diferenca estatistica
entre os tanques avaliados. Os valores encontrados ndo estdo dentro da variagdo permitida de
acordo com a legislacio (BRASIL, 2002) que ¢ de 14 e¢ 18°D (ou 0,14 a 0,18g acido
lactico/100mL). No presente estudo 22,72% (5) dos tanques avaliadas estdo abaixo da variacao
permitida. Isto pode indicar um principio de alcaliniza¢do do leite que pode ser atribuido a varios
fatores como: leite proveniente de vacas com mamite, adicdo de substancia alcalina, estado
nutricional do rebanho ou a presenca de agua. De acordo com Gounot (1986) valores de acidez
dentro da legislag@o indicam que o leite coletado possui baixa carga de microrganismos mesofilos
e que este leite foi transportado sob refrigera¢do adequada, pois sdo os microrganismos mesofilos
presentes no leite que sob temperatura inadequada de transporte transformam a lactose do leite no
acido lactico que ¢ medido nesta prova de acidez.

O ponto crioscopico do leite apresentou diferengas estatisticas entre as médias dos
tanques avaliados. Dos tanques avaliados, 9,09% (2) estiveram em desacordo com a legislacao
quanto ao indice crioscopico, indicando presenca de agua no leite. As médias para os tanques
individuais foi de -0,536°H, e para os coletivos -0,535°H e se encontram dentro da variagao
permitida de —0,530 + 0,01°H de acordo com a legislagdo (Brasil, 2002). Este valor depende de
uma série de fatores relacionados ao animal, ao leite, ao ambiente, ao processamento e as técnicas
crioscopicas, resultando em dificuldades para o estabelecimento de padrdes crioscopicos (Silva,
2004). Achado inferior ao obtido neste trabalho foi encontrado por Farias et al. (2005), em estudo
conduzido na Zona da Mata de Minas Gerais, que observaram que das 60 amostras colhidas, 5%
(3) apresentaram fraudes por adi¢do de 4gua. A alteragdo do indice crioscopico acarreta diversos
prejuizos a industria produtora de leite, visto que ha um menor rendimento de producdo, com
perda da qualidade dos produtos (Monardes, 2004). Neste sentido, sabe-se que a ocorréncia de
fraude no leite por adi¢do de dgua reduz de forma significativa seu valor nutritivo, procedimento
este que além de prejudicar a qualidade microbiolégica do produto, reflete a falta de
comprometimento com a producdo de leite com qualidade. J& Brito et al. (2002) avaliando 335
amostras de leite de 22 tanques comunitarios na regido da Zona da Mata observaram a ocorréncia
de uma amostra (0,3%) com valor de densidade relativa, 48 (14,3%) com valores de acidez
titulavel e 15 amostras (4,6%) com valores do indice crioscopico fora dos padrdes legais.

A instrugdo normativa (Brasil, 2002), estabelece a realizagdao de pesquisa de indicadores
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de fraude e adulteragdo pelo menos duas vezes ao més em cada propriedade rural e ndo permite a
adicao de conservantes, substancias capazes de “corrigir” o pH, de aditivos ou de substancias no
leite cru. Nos testes fisico-quimicos realizados ndo se detectou presenca de agua oxigenada,
formol, ou substancias alcalinas em 100% das amostras analisadas, no entanto detectou-se
presenga cloreto nas amostras relativas a um tanque. Resultados semelhantes foram encontrados
por Martins et al. (2008) que realizaram testes fisico-quimicos no leite cru produzido e
armazenado em tanques de expansdo no estado de Goias e ndo detectaram a presenga de agua
oxigenada, formol, bicarbonato de s6dio ou hidréxido de s6dio em 100% das amostras de leite
cru.

A instabilidade ao alizarol 76% ndo foi verificada nas amostras avaliadas, evidenciando
aparentemente uma boa qualidade da matéria-prima quanto a resisténcia ao processamento
térmico. A prova do alizarol estabelece o padrdo de qualidade do leite a ser recebido pela
industria de laticinios. O leite que ndo resistir a prova e coagular ndo estard apto ao
processamento térmico, devido a provavel coagulagdo na tubulagdo durante a pasteurizagdo do
leite, o que poderia gerar sérios prejuizos a industria de laticinios.

A densidade do leite se enquadrou nos parametros de 1,028 a 1,034 g/l estabelecido na
legislacdo (Brasil, 2002). Assim como o teor de gordura, que manteve-se acima de 3%, que € o
minimo estipulado, com valores médios de 3,92% para tanques individuais e 3,96% para os
coletivos.

Souza (2006) avaliando 72 amostras de leite cru provenientes de nove propriedades rurais
que entregavam leite no tanque de expansdo comunitdrio em Sacramento-MG no periodo de
Abril a Julho de 2005 evidenciaram que 13,9% (10) das amostras mostraram-se em desacordo
com pelo menos um dos requisitos fisico-quimicos constantes na IN-51, visto que uma mesma
amostra apresentou variagdes na densidade, crioscopia e ESD. J4 quando foram avaliadas as 12
amostras do tanque comunitario verificou-se que estas se apresentaram de acordo com o proposto
pela Instrucdo Normativa 51, para os requisitos fisico-quimicos, apesar de algumas amostras
individuais de cada propriedade ter apresentado variacdes.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da contagem de células somaticas, contagem
bacteriana total e de psicrotroficos e teste da redutase do leite cru refrigerado obtido em

propriedades rurais da regido de Curvelo, Minas Gerais.
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Tabela 2. Médias das contagens de mesoéfilos, psicrotréficos, células somaticas e teste da redutase
dos tanques de expansdo avaliados na regido de Curvelo- MG.

Redutase Mesofilos CCS Psicrotroficos
Tanques (Minutos) (logUFC/mL) (Células/mL) (logUFC/mL)
Individual

1 240 abcde 5.16 bedef 151000 de 5.50 ab

2 360 ab 4.39 ef 567666 bed 331 ab

3 337 abc 5.12 bedef 693666 be 4.17 ab

4 360 ab 413 f 155333 de 3.23 ab

5 315 abed 4.65 def 315333 cde 4.47 ab

6 363 ab 424 129980 ¢ 4.88 ab

7 360 ab 4.49 def 853500 b 3.68 ab

8 240 abcde 5.24 bedef 90000 cde 6.04 a

9 360 ab 5.01 cdef 380000 cde 4.04 ab

10 147 cdef 5.23 bedef 446000 bcde 6.27a

11 185 bedef 5.14 bedef 165666 de 5.72 ab

12 298 abcde 5.33 bedef 442333 bede 4.38 ab

13 383 a 4.55 def 734000 be 251 b
Média 303 4.82 417267 4.48
Dms 178 1.25 320909 3.63

Coletivo

14 260 abcde 5.82 abced 404333 cde 4.61 ab

15 300 abcde 5.27 bedef 1514000 a 5.43 ab

16 295 abcede 5.06 cdef 325666 cde 4.94 ab

17 243 abcde 5.70 abcde 411666 cde 5.53 ab

18 135 def 6.43 abc 50466 bcde 6.31a

19 240 abcde 5.12 bedef 493666 bede 5.02 ab

20 30 f 6.92 a 243666 de 4.94 ab

21 30 f 6.88 a 515666 bede 5.43 ab

22 115 ef 6.53 ab 260333 de 5.54 ab
Média 183 5.97 519296 5.31
Dms 180 1.41 475413 2.17

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey (p > 0,05).
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Analisando a tabela 1 verifica-se que 18,18% (4) dos tanques avaliados com contagens
padrdo de bactérias mesofilas acima de 7,5x10° UFC/mL, o padrdo estabelecido pela legislagdo
(BRASIL, 2002) No total, 81,81% dos tanques avaliados ficaram dentro do padrdo exigido,
sendo 27,27% (6) apresentaram-se abaixo de 10° UFC/mL e 54,54% (12) dos tanques ficaram
entre 10° ¢ 7,5x10° UFC/mL.. Esses resultados corroboram em parte com aqueles verificados em
Goids por Martins et al. (2008) que avaliando 30 tanques de refrigeracdo encontraram 23,34%
amostras de leite cru com contagem abaixo de 10° UFC/mL, 46,66% de amostras com contagens
entre 10° ¢ 10° UFC/mL e 30,00% das amostras com contagens acima de 10° UFC/mL. As
amostras com contagem abaixo de 10° UFC/mL de leite somaram 70%. Em Minas Gerais,
Fonseca et al. (2004) também encontraram resultados semelhantes em que 33,4% de amostras
apresentaram contagem bacteriana abaixo de 10° UFC/mL. No mesmo estudo, em 42% das
amostras a contagem bacteriana ficou entre 10° ¢ 10° UFC/mL e 24,6% ficaram acima desse
limite. J&4 Arcuri et al. (2006), avaliando 24 rebanhos situados nas regides Sudeste de Minas
Gerais e Norte do estado do Rio de Janeiro, verificaram resultados semelhantes ao presente
estudo sendo que 79% (19) rebanhos atenderiam ao padrdo de 7,5x10° UFC/mL do periodo de
2008/2011. Mais ainda, 11 (46%) rebanhos atenderiam a exigéncia de 1,0x10° UFC/mL a partir
de 2011.

Em um estudo realizado por Nero et al. (2005), objetivando verificar se o leite cru
produzido em areas de quatro estados produtores de leite no Brasil estaria em condi¢des de
cumprir o estabelecido na IN-51, especialmente quanto ao atendimento dos padroes
microbiologicos previstos, observaram que 48,57% das amostras analisadas apresentaram-se em
desacordo com a presente instru¢do normativa. Foram analisadas amostras de 210 diferentes
propriedades das regides de Vigosa, MG (47), Pelotas, RS (50), Londrina, PR (63) e Botucatu, SP
(50) quanto aos niveis de contaminacdo por aerobios mesofilos. Como descrito anteriormente,
parcela significativa das amostras (48,6%) apresentaram contagens acima do determinado pela
normativa 51, sendo 21,3% na regido de Vigosa (MQG), enquanto 56,0% na regido de Pelotas
(RS), 47,6% na regidao de Londrina (PR) e 68,0% na regido de Botucatu (SP). De acordo com
esse estudo, concluiram que algumas &reas poderiam enfrentar dificuldades de adequacdo as
normas estabelecidas pela IN-51, j4 que resultados obtidos em pesquisas mostraram uma alta
freqiiéncia de amostras com elevados niveis de contaminagdo por aerdbios mesofilos.
Evidenciaram também que a adocdo de resfriamento da producdo nas propriedades e a

granelizag¢do da coleta sdo importantes medidas para garantir a qualidade microbiologica do leite.
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Os parametros para contagem em placa de mesoéfilos em vigor é de 7,5x10° UFC/mL chegando
ao limite de 10° UFC/mL em 1° de julho de 2011. Considerando essa redu¢io é preocupante se os
produtores conseguiram diminuir as contagens em pouco tempo. A ocorréncia de tanques fora
dos padrdes aumentaria para 73,73% (14) para os limites estabelecidos para 2011,

As analises estatisticas para contagem de microrganismos psicrotroficos nio revelaram
diferencas estatisticas significativas para os tanques avaliados. Na Tabela 2 ¢ possivel verificar
que as médias para os tanques sdo semelhantes. Nao h4 padrio estabelecido quanto a contagem
de psicrotroficos em amostras de leite cru, no entanto se preconiza que nao deve ultrapassar 10%
da contagem de mesofilos(Brasil- Rispoa, 1980). Com isso verifica-se que 72,72% (16) dos
tanques avaliados apresentaram contagens de psicrotroficos superiores em mais de 10% a
contagem de mesofilos, isto pode ser atribuido ao resfriamento lento do leite, estocagem por
longos periodos, ordenha de vacas com tetos sujos, deficiéncias nos procedimentos de
higienizacdo do ubere antes da ordenha ou qualidade ndo satisfatoria da dgua (Murphy, 1997).
Em 22,71% dos tanques de leite as contagens de psicrotroficos encontradas foram superiores as
contagens de mesofilos, mostrando que a contagem de mesofilos pode subestimar a real
quantidade de microrganismos presentes. Esses resultados evidenciam o comprometimento da
qualidade microbiolégica do leite ja que ndo ha parametros quanto a enumeracdo desses
microrganismos que sdo capazes de produzir enzimas termorresistentes, que influenciam na
qualidade principalmente de derivados lacteos e leite UAT.

Mesmo ndo existindo uma legislagdo especifica para contagem de microrganismos
psicrotroficos no Brasil, a legislagdo vigente possui como contagem bacteriana maxima permitida
o valor de 10° UFC/mL (Brasil, 2002) e segundo Fox (1989), as bactérias psicrotroficas causam
protedlise quando a populagdo excede 10° UFC/mL. Com excegdo dos tanques 8, 10 e 18 as
contagens ficaram abaixo desses valores. A elevada contagem de psicrotroficos pode ser
explicada pelo fato de o tempo de refrigeragdo nos tanque 8 e 10 ter sido superior a 48 h, quanto
ao tanque 18 pode-se atribuir essa alta contagem ao fato do uso coletivo do tanque com leite de
baixa qualidade uma vez que a contagem de mesoéfilos também se apresentou elevada.

A média para as contagens dos tanques individuais foi inferior as observadas para os
tanques coletivos. Contagens semelhantes de psicrotroficas foram encontradas por Pinto et al.
(2006) para leite de fornecedores de uma industria de laticinios localizada na Zona da Mata

Mineira.
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Os tempos de redu¢do do azul de metileno apresentaram-se acima do tempo minimo
exigida pela legislagdo ¢ de 90 minutos (Brasil, 2002) em 90,91% dos tanques. Conforme
mostrado na Tabela 2, ¢ possivel observar que o tempo médio de prova de redutase para os
tanques individuais de 303 minutos, foi quase o dobro da redutase encontrada para os tanques
coletivos que foi de 180 minutos. O leite proveniente dos tanques de expansdo apresenta
resultados que atendem a legislagdo, mas as analises demonstraram que os tanques individuais
apresentaram qualidade microbiologica ja que o tempo de redutase ¢ uma forma indireta de medir
a contagem de microrganismos mesofilos.

De acordo com Jay (1996) nem todos os microrganismos apresentam producdo igual de
enzimas oxiredutoras no leite, fato este que pode explicar os diferentes tempos de reducao
apresentados para tanques com elevada contagem bacteriana. Os resultados desse teste devem ser
analisados com cautela, pois os microrganismos psicrotroficos apresentam menor poder de
reducdo do corante azul de metileno e, conseqiientemente, podem aumentar o tempo, sugerindo a
producao de leite de “qualidade superior” (SOUZA et al., 1999).

Para a contagem de células somaticas 90,91% estiveram abaixo do limite atendendo ao
padrdo estabelecido que € de 7,5x10° células/mL de leite (Brasil, 2002). As células somaticas sdo
células de defesa do organismo, que migram do sangue para o interior da glandula mamaria com
o objetivo de combater agentes agressores, mas podem ser células secretoras descamadas
(Machado et al., 2000). O limite maximo para contagem dessas células nas regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste atualmente estabelecido ¢ de 7,5x10° células/mL com redugdo para 4,0x10°
células/mL em 2011. Considerando-se os valores médios estipulados para 2011 verifica-se que o
numero de tanques fora dos padrdes aumentaria para 54,54% (12) indicando que grande parte dos
fornecedores do laticinio teria dificuldades em se adequar as novas exigéncias, caso nenhuma
atitude seja tomada.

Analisando as médias de CCS nos tanques individuais verifica-se que mantiveram baixas
embora tenha sido verificada contagem acima do padrdo em um tanque (Tabela 1). A CCS no
tanque de expansdo ¢ um indicativo do estado sanitario do rebanho a inadequacdo deste tanque
pode ser explicada pelo descaso do produtor com o estado sanitdrio do rebanho, possibilitando
assim a ocorréncia de mamite

Verificou-se que os valores médios de CCS foram mais elevados nos tanques coletivos

em relacdo aos tanques individuais. Entretanto, somente um tanque coletivo estava em desacordo
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com o padrdo para CCS. Médias de CCS superiores para tanques coletivos eram esperadas uma
vez que estes tanques recebem leite oriundo de varios produtores. Casura et al. (1995)
informaram que o limite de 5x10° células/mL pode ser utilizado para dividir os animais ndo
infectados dos infectados. Desta forma, os valores obtidos para a CCS sinalizaram para uma
incidéncia de mastite no rebanho, o que pode resultar em prejuizos para os produtores rurais ,
principalmente, para as industrias, devido a alteracdes nas caracteristicas sensoriais ¢ a redugao
no rendimento industrial de queijos.

A incidéncia de mastite no rebanho resulta no aumento da CCS, que ¢ um dos principais
parametros utilizados para avaliagdo da qualidade do leite, por estar relacionada a diminuicao das
concentracdes dos componentes do leite e alteracdo nas caracteristicas sensoriais dos derivados
lacteos. De acordo com Santos et al. (2006), o leite com alta CCS apresenta maior taxa de

protedlise durante o periodo de armazenamento que o leite de baixa CCS.

Conclusoes

Conclui-se que o leite produzido na regido de Curvelo atende aos parametros previstos na
legislagdo, no entanto, a contagem de psicrotroficos evidencia a necessidade de programas de

assisténcia aos produtores para que possam melhorar a qualidade microbioldgica do leite.
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Artigo 2- Crescimento de microrganismos psicrotréficos em leite cru refrigerado
RESUMO

Objetivou-se avaliar o crescimento de microrganismos psicrotroficos nas temperaturas
estipuladas para armazenamento do leite cru refrigerado (4, 7 ¢ 10°C). As amostras de leite cru
foram coletadas na regido do Serro, Minas Gerais. Aliquotas de 80 mL de cada amostra foram
acondicionadas em frascos de vidro e incubadas em banho Maria nas temperaturas de 4, 7 e 10°C.
A contagem foi determinada nos tempos 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas apds incubagdo. Os resultados
foram analisados pela analise de variancia (ANOVA) e os contrastes entre as médias comparadas
pelo teste de Tukey 5%. O crescimento médio nas temperaturas de 4, 7 e 10°C apds 24 horas de
incubagdo foi de 0,06, 0,84 ¢ 1,55 logUFC/mL respectivamente. Apos 48 horas de incubagdo foi
de 0,74, 2,37 ¢ 3,17 logUFC/mL. Ja no tempo de incubagao de 96 horas foi de 0,90, 2,96 ¢ 3,71.
O crescimento de psicrotroficos no leite cru refrigerado foi mais lento a 4°C do que nas
temperaturas de 7 e 10°C (p<0,05) em todos os tempos avaliados. Nas temperaturas de 7 e 10°C,
ndo houve diferenca (p>0,05) no crescimento em todos os tempos avaliados. O crescimento
médio de psicrotroficos a 10°C foi 4 vezes maior que a 4°C, enquanto que a 7°C foi 3,3 vezes
maior que o crescimento a 4°C. Sob as temperaturas de refrigeracao avaliadas os microrganismos
psicrotroficos continuam a desenvolver-se, sugerindo que um tempo méaximo de estocagem deve

ser utilizado como parametros de identidade e qualidade para leite cru refrigerado.

Palavras chave: bindmio tempo-temperatura, legislacdo, qualidade microbiologica
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Article 2- Growth of psychrotrophic microorganisms in refrigerated raw milk
ABSTRACT

The objective was to evaluate the growth of psychrotrophic microorganisms under stipulated
temperatures for refrigerated storage of raw milk (4, 7 and 10°C). The raw milk samples were
collected in the region of Serro, Minas Gerais, Brazil. Aliquots of 80 mL of each sample were
packed in glass jars and incubated in a water bath at temperatures of 4, 7 and 10°C. The counting
was determined at 0, 24, 48, 72 and 96 hours after incubation. The results were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) and the contrasts between the means compared through Tukey
test 5%. The average increase in temperatures of 4, 7 and 10°C after 24 hours of incubation were
of 0.06, 0.84 and 1.55 logCFU/mL respectively. After 48 hours of incubation these marks were
0.74, 2.37 and 3.17 logCFU/mL. In the incubation time of 96 hours they were 0.90, 2.96 and
3.71. The growth of psychrotrophic in refrigerated raw milk was slower at 4°C than at
temperatures of 7 and 10 degrees C (p <0.05) at all times evaluated. At temperatures of 7 and
10°C, there were no differences (p> 0.05) on growth, at all times assessed. The average growth of
psychrotrophic 10°C was four times higher than at 4°C, while at 7°C it was 3.3 times greater than
the increase at 4°C. Under refrigeration temperatures evaluated, the psychrotrophic
microorganisms continue to thrive, suggesting that a maximum time of storage should be used as

parameters of identity and quality of refrigerated raw milk.

Keywords: binomial time-temperature, legal parameters, microbiological quality
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Introducio

A refrigeracao do leite, logo apds a ordenha, visa diminuir a multiplicagdo microbiana e
garante a qualidade do leite cru e conseqiientemente de seus derivados, entretanto, sua eficiéncia
¢ maximizada se associada a outros fatores, especialmente de ordem higiénica. O nimero de
bactérias psicrotroficas presentes no leite cru estd relacionado as condigdes higiénicas na
produgdo e ao tempo e a temperatura em que o leite ¢ armazenado.

A pesquisa de microrganismos psicrotroficos no leite serve como parametro para indicar a
qualidade do mesmo, sendo que ao encontra-los em grande quantidade, indicam baixa qualidade
do leite, insatisfatorias condi¢des higiénicas no processamento, ou até uso improprio da
tecnologia do resfriamento (Roque et al., 2003). H4 uma grande necessidade de associar a
refrigeragdo boas praticas de obtencdo e manipulacdo para que se evite ou monitore a
contaminagao inicial do leite por microrganismo psicrotroficos.

Recomenda-se que, na segunda hora apds a ordenha, a temperatura deva estar a 4°C
(Brasil, 2002). Na grande maioria das propriedades leiteiras, a temperatura de refrigeracao oscila
entre 5°C a 10°C, o que configura um “resfriamento marginal do leite”, contribuindo para
multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos, resultando na queda de qualidade do leite e
derivados (Santos & Laranja, 2001). Mesmo nas temperaturas de refrigeracdo propostas para a
conservagdo do leite na fonte de produgdo (4°C) e no estabelecimento industrial (7°C) pode
ocorrer perda de qualidade da matéria-prima se um controle efetivo de contaminacao inicial nao
for realizado (MARTINS et al. 2004).

A refrigeracdo ndo corrige falhas de higiene durante a ordenha, visto que essa mesma
pratica favorece o desenvolvimento de microrganismos psicrotroficos, os quais produzem
proteases e lipases extracelulares. Tais enzimas sdo geralmente resistentes ao tratamento térmico
e limitam a vida de prateleira do leite pasteurizado e de outros derivados, pois favorecem a
lipolise e proteodlise, com consequente desenvolvimento de sabor amargo e de rango no produto
(SANTOS, 2008).

Bactérias psicrotroficas sdo aquelas capazes de se desenvolver em temperaturas abaixo de
7°C (Frank et al., 1992), sendo os principais agentes de deterioragdo de leite cru refrigerado e de
seus derivados. A agdo deterioradora das bactérias psicrotroficas se deve principalmente a
produgdo de proteases, lipases e fosfolipases, que hidrolisam respectivamente a proteina e a

gordura do leite. A maioria das bactérias psicrotréficas ndo sobrevive a pasteurizacdo, porém,
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muitas de suas enzimas hidroliticas sdo termorresistentes, podendo resistir mesmo ao tratamento
UHT e permanecerem ativas. A presenga de enzimas termoestaveis no leite cru ¢ especialmente
prejudicial para a qualidade do leite UHT devido a sua estocagem a temperatura ambiente por
longos periodos de tempo. Outros defeitos dessas enzimas incluem alteragdes de sabor e odor em
diversos produtos e reducio do rendimento dos queijos (CHEN et al., 2003).

Objetivou-se avaliar o crescimento de microrganismos psicrotroficos nas temperaturas

estipuladas para armazenamento do leite cru refrigerado (4, 7 e 10°C).

Materiais e métodos

Foram coletadas amostras de cerca de 250 mL de leite cru produzido por pequenos
agricultores na regido do Serro, Minas Gerais. As amostras foram coletadas em frascos pléasticos
estéreis utilizando-se um coletor de ago inoxidavel, e transportadas em caixas de material
termoisolante até o laboratorio. Em seguida, aliquotas de 80 mL de cada amostra foram
acondicionadas em frascos de vidro, os frascos foram incubados, em banho, nas temperaturas de
4,7 e 10°C. A contagem de microrganismos psicrotréficos foi determinada nos tempos 0, 24, 48,
72 e 96 horas apos incubagcdo em banho-maria. Para a contagem, foram realizadas diluigoes
decimais até 10-5, em seguida foram semeados 0,1 mL de cada dilui¢cdo sobre a superficie de
placa de petri contendo Agar para Contagem Padrdo em placa (PCA - Himedia). As placas foram
incubadas a 7°C por 10 dias. Os resultados foram analisados por meio de andlise de variancia
(ANOVA) e os contrastes entre as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Na Tabela 1 estdo expressas as médias para crescimento dos psicrotroficos apds

incubagdo em diferentes tempos e temperaturas.
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Tabela 1. Médias do crescimento de psicrotroficos em logUFC/mL no leite cru em fungao dos
tempos e das temperaturas de armazenamento

Temperatura
Tempo (horas) 4°C 7°C 10°C
24 0,06 Aa 0,84 Aa 1,06 Aa
48 0,11 Ba 1,63 Bb 2,37 Bb
72 0,74 Ca 2,37 Cb 3,17 Cb
96 0,90 Ca 2,96 Cb 3,71 Cb

Me¢édias seguidas pela mesma letra, maiuscula nas colunas e minuscula na linha, ndo diferem pelo teste Tukey
(P<0,05).

As contagens de microrganismos psicrotroficos expressos em log UFC/mL foram
crescentes até as 96 horas de estocagem do leite (Tabela 1). O crescimento médio ap6s 24 horas
de incubagdo foi de 0,06, 0,84 e 1,55 logUFC/mL, nas temperaturas de 4, 7 e 10°C,
respectivamente. Apos 48 horas de incubacao foi de 0,74, 2,37 e 3,17 logUFC/mL, nas
temperaturas de 4, 7 e 10°C, respectivamente. Ja no tempo de incubacdo de 96 horas, o
crescimento nas temperaturas de 4, 7 e 10°C, foi de 0,90, 2,96 e 3,71, respectivamente.

O crescimento de psicrotroficos no leite cru refrigerado foi mais lento a 4°C do que nas
temperaturas de 7 e 10°C (p<0,05) em todos os tempos avaliados, exceto a 24 horas. Nas
temperaturas de 7 e 10°C, ndo houve diferenca (p>0,05) no crescimento em todos os tempos
avaliados. Apds 96 horas o crescimento médio de psicrotroficos a 10°C foi 4 vezes maior que a
4°C, enquanto que a 7°C foi 3,3 vezes maior que o crescimento a 4°C.

Os resultados da contagem de microrganismos psicrotroficos diferiram significativamente
de 24 horas para 96 horas de estocagem do leite cru refrigerado. Foi observado um aumento
crescente da contagem desse grupo de microrganismos a medida que aumentou o tempo e a
temperatura de armazenamento. Deve haver um controle rigoroso com relagdo ao tempo de
estocagem e a temperatura do leite na propriedade rural, pois se o leite for submetido a periodos
longos de estocagem sob refrigeracdo, como o encontrado neste estudo, o controle de
microrganismos psicrotroficos na matéria-prima serd mais importante do que o realizado ap6s o
seu processamento. Isso porque ndo ¢ possivel recuperar um leite de qualidade insatisfatoria,

além de diminuir a vida de prateleira do produto pode vir a ocasionar problemas tecnoldgicos e
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econdmicos.

Verifica-se que independente da temperatura de armazenamento, as populacdes
aumentaram durante o armazenamento sendo que o tempo de armazenamento por 24 horas
apresentou um crescimento menor em todas as temperaturas avaliadas seguida do tempo de 48
horas que apresentou crescimento intermediario e os tempos de 72 horas e¢ 96 horas um
crescimento mais elevado.

Observa-se que os menores crescimentos ocorreram na menor temperatura de incubagao e
0s maiores crescimentos na maior temperatura a qual o leite foi submetido, com isso menores
temperaturas de estocagem tendem a retardar o crescimento desses microrganismos. Griffiths et
al. (1987) observaram uma reducdo de 25% nas contagens de microrganismos psicrotroficos no
leite cru, ao compararem a temperatura de refrigeracdo a 6°C e 2°C num mesmo tempo.

Bactérias psicrotroficas, por si ndo representam um problema muito sério para industria,
pois sdo eliminadas pelo tratamento térmico, entretanto as enzimas produzidas e secretadas por
estes microrganismos apresentam efeitos deteriorantes (Martins, 2003). Portanto, treinamentos
devem ser direcionados para a melhoria das condicdes de higiene de ordenha, de armazenamento
do leite e refrigeracio adequada a fim de manter uma baixa contaminagdo inicial nao
comprometendo a qualidade final do produto.

Costa et al. (2002), estudando a espécie de microrganismos psicrotroficos Pseudomonas
fluorescens, constataram aumento significativo na produgdo de proteases em leite estocado a 6°C
apos 72 horas, quando a concentragdo celular era de, aproximadamente, 10’ UFC/mL. Dados
obtidos por Dias et al. (2007), avaliando a influéncia da temperatura de refrigeracdo sobre a
qualidade microbiolégica do leite cru, demonstram que as contagens de psicrotroficos variaram
de 1,0x10% a 7,2x107 UFC/mL, sendo que as maiores foram verificadas nos tanques onde a
temperatura do leite estava exatamente no limite superior permitido legalmente (4°C) ou mais alta
(8°C), confirmando que a faixa entre 7 ¢ 10°C ¢ favoravel a este grupo de microrganismos.

Os microrganismos psicrotroficos mantém sua capacidade de multiplicagao em condigdes
de refrigera¢do e tendem a se tornar predominantes na microbiota do leite cru (Hantsis-Zacharov,
2007). Isto sugere que a refrigeragdo do leite cru, até a chegada na unidade de processamento,
prevista na legislagdo de no méaximo 10°C (Brasil, 2002) nao ¢ suficiente para a manutenc¢ao da
qualidade microbiolégica da matéria prima dependendo de quanto tempo que esse leite fique

submetido a essa condi¢do. O ideal ¢ que este leite seja armazenado e transportado 4 temperatura
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de 4°C ou menos ja que esta temperatura garante o menor crescimento no periodo de 24 horas e
acima deste tempo o crescimento tende s6 a aumentar. Vale ressaltar que uma contagem inicial
baixa de psicrotréficos no leite ¢ de fundamental importancia para garantir sua qualidade e um
menor crescimento desses durante o armazenamento.

A redugdo do tempo em que o leite ¢ mantido refrigerado deve ser um objetivo a ser
alcancado. Para isto, € necessario garantir boas condi¢des higiénicas na ordenha e transporte € o
menor tempo possivel de manutengdo do leite cru sob refrigeracdo entre a ordenha e o

processamento.

Conclusoes

Sob as temperaturas de refrigeragdo avaliadas os microrganismos psicrotroficos
continuam a desenvolver-se levando o comprometimento da qualidade do leite e seus derivados,
com isso conclui-se que um tempo maximo de estocagem deve ser alcancado como parametro de

identidade e qualidade para o leite cru refrigerado.
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Consideracoes finais

O leite produzido na regiao de Curvelo atende aos parametros previstos na legislagdo para
as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas, no entanto, a contagem de psicrotroficos
evidencia a necessidade de programas de assisténcia aos produtores para que possam melhorar a
qualidade microbiologica do leite.

Observou-se um elevado teor de gordura para o leite avaliado, tanto para tanques
individuais como coletivos.

A acidez dornic do leite d4 um indicativo de que as praticas adotadas durante a ordenha
do leite, bem como o armazenamento e transporte estdo dentro do esperado, contribuindo com a
manutencao de sua qualidade.

As médias para contagem de mésofilos, psicrotroficos e ccs foram mais elevadas para os
tanques coletivos em relagdo aos individuais. Evidenciando, portanto, qualidade inferior dos
tanques coletivos frente aos individuais.

Sob as temperaturas de refrigeragdo avaliadas os microrganismos psicrotréficos
continuam a desenvolver-se levando o comprometimento da qualidade do leite e seus derivados,
com isso conclui-se que um tempo maximo de estocagem deve ser alcancado como parametro de

identidade e qualidade para o leite cru refrigerado.
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