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RESUMO

O leite é um alimento perecivel, pois suas propriedades nutricionais sdo favoraveis ao
crescimento microbioldgico. Aliado a isso, as condi¢Ges de saude do bovino leiteiro,
processo da ordenha, higienizacdo do ambiente, condicdo e controle de refrigeracdo do leite
sd0 essenciais para garantir um padrdo sanitario apropriado na producgdo leiteira até sua
coleta e transporte para o laticinio. Assim, o controle microbiolégico do leite antes de seu
processamento é de grande importancia, desde sua manipulacdo em propriedades produtoras,
colheita, transporte até sua chegada e estocagem em area industrial. O leite in natura pode
ser estocado por até 48 horas antes de seu processamento, sendo isso regulamentado pela
Instrucdo Normativa 77 (2018), sob condicdo de que a contagem bacteriana total (CBT) do
leite ainda na propriedade rural esteja em até 300.000 UFC/mL ou que em laticinios a CBT
do que for estocado ndo ultrapassem as 900.000 UFC/mL. Assim, hipotetizou-se nesse
estudo que leites estocados nos frigorificos por até 48h possuem diferentes comportamentos
na comunidade microbiolégica, a depender da qualidade inicial do leite vindo de
propriedades rurais, sendo que pode haver mudangas nas contagens microbianas sem haver
modifica¢fes nos parametros fisico-quimicos no leite, o que geraria a falsa impressao de boa
qualidade sanitaria latica. Assim, avaliou-se a qualidade do leite in natura produzido em
Pato Branco-PR frente as metodologias fisico-quimicas e microbioldgicas em funcdo do
tempo de armazenamento do leite sob refrigeracdo, considerando leites de diferentes
condicGes microbioldgicas (com e sem historico de alta concentragdo microbioldgica),
avaliados por até 48 horas com analises a cada 12 horas. Avaliou-se parametros de
temperatura, CBT, acidez, pH e tempo de redutase do leite. Os resultados mostraram que a
CBT foi modificada desde o0 momento da chegada do leite no laticinio até as 48 horas de
estocagem em tangue de armazenamento, porém sem alteracbes de parametros fisico-
quimicos. Os resultados apontam para a necessidade de mensurar a contagem microbiana
em funcdo do tempo de estocagem e ndo apenas no campo de colheita do leite ou na sua
chegada no laticinio, melhorando assim qualidade e seguranca sanitarias do préprio leite e
seus derivados.

Palavras-chave: Leite in natura; Armazenamento; Microbiologia aplicada.



ABSTRACT

Milk is a perishable food, as its nutritional properties are favorable to microbiological
growth. Allied to this, the health conditions of dairy cattle, the milking process,
environmental hygiene, condition and control of milk refrigeration are essential for the
protection of adequate sanitation in the production of dairy until its collection and transport
to the dairy. Thus, the microbiological control before its processing is of great importance,
from its handling in milkproducing properties, harvesting, transporting to its arrival and
storage in an industrial area. Fresh milk can be stored for up to 48 hours before processing,
and this is regulated by Normative Instruction 77 (2018), under the condition that the total
bacterial count (CBT) of the milk still on the rural property is up to 300,000 UFC / mL or
that in dairy products the CBT than in storage does not exceed 900,000 UFC / mL. Thus, it
was hypothesized in this study that milks stored in slaughterhouses for up to 48 hours have
different behavior in the microbiological community, depending on the initial quality of the
milk coming from rural properties, and there may be changes in microbial counts without
changes in physical-chemical parameters in milk, which would generate the false impression
of good lactic sanitary quality. Thus, the quality of fresh milk produced in Pato Branco-PR
was evaluated against physical-chemical and microbiological methodologies as a function
of milk storage time under refrigeration, considering milks of different microbiological
conditions (with and without a history of high concentration microbiological), elaborated for
up to 48 h with analyzes every 12 h. Parameters of temperature, CBT, acidity, pH and milk
reductase time were recorded. The results induced that a CBT was modified from the
moment the milk arrived in the dairy until 48 h of storage in a storage tank, but without
changes in physical-chemical parameters. The results point to the need to measure the
microbial count as a function of storage time and not just in the milk harvest field or on its
arrival at the dairy, thus improving the quality and sanitary safety of the milk itself and its

derivatives.

Keywords: Fresh milk; Storage; Applied microbiology.
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1 INTRODUCAO

A implementacdo da estocagem de leite in natura iniciou no Brasil na década de
90, em 2002 foi regulamentado pelo 6rgdo Ministério da Agricultura e Abastecimento
(MAPA). Trata-se da estocagem adequada do leite cru refrigerado, que pode acarretar muitas
perdas econdmicas devido a atividade acidificante de bactérias mesofilicas (BRASIL, 2002).

O leite é um alimento perecivel, pois possui propriedades favoraveis ao crescimento
microbioldgico, rico em fontes de proteinas, lipidios, carboidratos, vitaminas e sais minerais,
com aproximadamente 87,6% agua, 12,4% de sdlidos totais, 3,28% de proteina, 3,61% de
gordura e 4,52% de lactose (NORO, 2006).

As condigdes que geram contaminacao de microrganismo no fluido sdo geralmente
a saude do animal, a forma do processo da ordenha, a higienizacdo do ambiente, resfriador,
instrumento de ordenha, das glandulas mamarias do animal, a temperatura do
armazenamento, pois a qualidade do leite inicia na propriedade, apos o leite ser extraido do
animal, e for contaminado nao € possivel realizar melhoria na qualidade, apenas manté-la. O
principal objetivo da refrigeracdo do leite é controlar o crescimento dos microrganismos
mesofilos, pois a multiplicagdo de tais microrganismos geram a fermentacdo da lactose,
liberando o &cido latico, acidificando o leite. Com uma refrigeracdo prolongada possuindo
mais de 48 horas, ocorre o crescimento de bactérias psicotroficas, as quais possuem
capacidade de desenvolverem com o produto sob refrigeracdo (GUERREIRO, 2005).

A qualidade do leite pode ser avaliada por meio da contagem padrdo em placas de
crescimento microbiano (mesofilos totais), bem como inferida pelo teste da redutase, por

meio da reducdo do azul de metileno (TRAM).

11 CONTAGEM BACTERIANA TOTAL

A contagem bacteriana total (CBT) do leite in natura visa avaliar a qualidade
microbiologica, verificando as condi¢des de higiene no processo de obtencdo do produto
(Hill et al., 2011). A Contagem Bacteriana Total alta impacta na qualidade dos produtos que
ird chegar a mesa do consumidor, possui importancia econémica para a cadeia agroindustrial
(SANTOS e FONSECA, 2001).



As bactérias sdo as principais contaminantes do leite, entre 0s agentes
contaminadores possui com carga reduzida virus e fungos, porém dependendo do processo
em inddstria tem sua devida importancia. Ao analisar o conjunto dos microrganismos que
estdo constituindo contagem bacteriana total, observa-se que eles podem ser divididos em
grupos distintos:

Microorganismos psicrotroficos; microorganismos termoduricos; coliformes (BRITO,
2010).

Segundo a Instrucdo Normativa n°® 76, de 26 de Novembro de 2018, nas propriedades
rurais o leite cru deve apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem de Bactéria
Totais - CBT e Contagem Padrdo em Placa - CPP inferiores a 300 mil UFC/mL e de
Contagem de Células Somaéticas - CCS abaixo de 500 mil CS/mL. Ja nos estocadores o leite
cru refrigerado antes de ser processado, deve apresentar limite maximo para Contagem
Padrdo em Placas de até 900 mil UFC/mL (novecentas mil unidades formadoras de col6nia
por mililitro). Cabe ressaltar que o método de contagem recomendado pela IN 77 leva em
consideragdo o Meétodo citometria em fluxo com conversdo para a contagem padrdo em

placas ancoradas ao método de referéncia 1SO 4833-1 segundo norma ISO 21187 / IDF 196.

1.2 TESTE DE REDUTASE

O teste de redutase tem como objetivo de estimar a atividade metabdlica de
bactérias presente no leite fresco, sendo um método simples e rapido, caracterizado pelo
tempo de descoloracdo do azul de metileno (indicador) em funcdo da atividade de
oxirreducdo bacteriana. Portanto, quanto menor o tempo da redutase, maior é a quantidade
de bactérias presentes no leite. Outros métodos analiticos para avaliacdo da carga microbiana
do leite, ndo apresentam resultado quantitativo e sim presuntivo, ou seja, qualitativo. Como
por exemplo, pode-se citar o teste de redutase com azul de metileno que corresponde a uma
analise utilizada nos laticinios. Esse método analitico apesar de ndo indicar a quantidade de
microrganismos permite que se faga uma estimativa da qualidade do leite (SANTOS e
BARREIRO, 2010). Envolve apenas a utilizacdo do azul de metileno e ndo demanda a

utilizacdo de equipamentos sofisticados, sendo por isso, considerado um método simples e



mais baixo custo cuja interpretacdo dos resultados € de facil compreensdo (SANTOS e
VIEIRA, 2020).

Na Instrucdo Normativa 51 do Ministério da Agricultura (2002), estabelece que o
tempo minimo para redutase seja de 90 minutos, a normativa citada foi substituida por nova
legislacdo IN 62 em que ndo cita a analise de redutase, que é utilizado como provas de

qualidade do leite, tanto quanto a contagem padrdo em placas (BRASIL, 2002).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a qualidade do leite in natura produzido em 6 propriedades do municipio
de Pato Branco-PR frente a metodologias fisico-quimicas e microbioldgicas em funcdo do
tempo de armazenamento do produto (até 48h), considerando leites de diferentes condigdes

microbioldgicas (alta, mediana e baixa contagem bacteriana).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar leite in natura provenientes de produtores em que se
possuia variados historicos microbiolégicos em teste de
Contagem Bacteriana Total (CBT);

e Auvaliar temperatura, CBT, acidez, pH e tempo de redutase em
funcdo de tempo de estocagem do leite por até 48h;

e Comparar resultados de qualidade microbioldgica vs parametros
fisico-quimicos em funcdo do tempo de estocagem a cada 12 h,

durante 48 h de armazenamento.



3 REFERENCIAL TEORICO

O Brasil apresenta grande potencial no consumo e na producdo de lacteos,
possuindo grande crescimento na producao e também no mercado externo. Segundo Moraes
(2005), mesmo com muita tecnologia, tratando-se de laticinios que possuem produtos in
natura ocorre a desvalorizagdo da matéria-prima, tratando-se de um alimento perecivel,
sendo inapropriado para o consumo humano. Segundo dados do Instituto Brasileiro
Geografia e Estatistica - IBGE, o Brasil é classificado o quarto maior produtor mundial de
leite de vaca, com producdo em 2015 de 35 bilhGes de litros de leite, sendo as vacas
ordenhadas um total de 21,75 milhdes.

Cada ano possui mais exigéncias perante a qualidade e eficiéncia na producéo
leiteira, com isso os produtores necessitam realizar investimentos visando um produto com
mais seguranca para os consumidores (TRAVASSOS et al., 2016).

O leite € um produto de origem no Ubere das vacas leiteiras sadias, extraido através
da ordenha, com condices de higiene (BRASIL, 2002). Este produto deve possuir 0s
parametros exigidos pelas legislacdes brasileiras da qualidade do fluido, composicdo
quimica (solidos totais, gordura, proteina, lactose e minerais), microbioldgica (contagem
total de bactérias) e sensoriais (sabor, odor, aparéncia), estas composicdes fisico-quimicas
esta relacionadas com o animal, os fatores da fisiologia, raca, nutricdo e estacbes do ano
(ZANELA, 2006).

A diversos fatores que influenciam na qualidade do leite cru, destacam-se a
zootécnicos, alimentacdo, a0 manejo, a satde da glandula mamaria e potencial genético dos

rebanhos, além da forma de manejo do produto ap6s a ordenha (GUERREIRO, 2005).

3.1 LEITE

O leite € um composto rico em proteinas, gorduras, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, por isso, é considerado o mais nobre dos alimentos (MULLER, 2002). E um
produto elaborado em larga escala mundial, tendo uma importancia na formacdo de

empregos e renda de agricultores, especialmente aqueles que produzem em baixa escala.



Sendo assim, toda a cadeia produtiva do leite tem uma importancia consideravel no
agronegocio nacional (TRAVASSOS et al., 2016).

Existem vérios fatores que alteram a composicdo do leite, como alimentac&o, raca,
época do ano, genética, salde da glandula mamaria entre outros (SIMILI e LIMA, 2007). A
gordura é considerada o elemento que mais varia no leite, podendo oscilar de 1,5% a 7,0%
sendo que a media € em torno de 3,5% (SIMILI e LIMA, 2007).

A gordura ou fragdo lipidica do leite possui uma constituicdo complexa, serve como
fonte de energia e possui um alto valor de vitaminas A e D, por isso é importante no
crescimento e desenvolvimento de mamiferos jovens. Elem disso, possui altas concentracdes
de acidos graxos de cadeia curta, os quais sdo volateis e por esse motivo conferem o sabor e
o aroma dos produtos lacteos, principalmente da manteiga e dos queijos (SIMILI e LIMA,
2007).

O extrato seco total transforma o leite em coprodutos e leite fluido, em que para
realizacdo de outro produto depende da qualidade da matéria prima. O leite é um produto
oriundo da secrecdo das glandulas mamarias sendo um fluido viscoso que é constituido de
uma fase liquida com particulas em suspensdo. Possui composi¢do aproximadamente de
87,3% agua e 12,7% constitui todos os componentes do leite exceto a 4gua, o extrato seco
desengordurado possui todos os elementos do leite, menos a 4gua e a gordura, em que
distribui-se as proteinas totais, 3,3% a 3,5%; gordura, 3,5% a 3,8%; lactose, 4,9%;
constituido também por minerais, 0,7%, e vitaminas. As proteinas do leite fornecem

micronutrientes entre eles o calcio e fésforo, os aminoacidos (SGARBIERI, 2005).

A composicdo do leite pode ser diversificada conforme o estagio de lactagdo do
animal, alguns fatores também interferem nas propriedades do fluido sdo a: raca das vacas,
alimentacdo temperatura ambiente manejo e intervalo entre as ordenhas, producdo de leite e
infeccdo da glandula mamaria (SIMILI e LIMA, 2007).

3.2 REFRIGERACAO

A refrigeracdo dos alimentos € de extrema importancia para conservacgéo, reduzindo

a velocidade do crescimento de microrganismos (TOLEDO, 1991). A refrigeracéo evita a



multiplicacdo de muitos microrganismos, porém alguns se multiplicam bem em alimentos
refrigerados como psicrofilos e psicotroficos, sendo agentes de deterioracdo de leite, carnes,
pescado, ovos e frangos (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

A multiplicacdo das bactérias pode ser evitada com a refrigeracdo do leite apds a
ordenha visando manter a qualidade do leite cru e seus derivados, porém para ser eficiente
esse resfriamento, é de extrema importancia manter a higiene adequada durante todas as
etapas do processo da ordenha (SANTOS; PIRES; SANTQOS, 2013). A recomendacdo para
melhor eficiéncia no processo de resfriamento do leite, é que seja resfriado a 4°C logo apds
aordenha. A temperatura maxima de resfriamento do leite nas propriedades rurais é de 7°C
(BRASIL, 2003). Para conservacao do leite nas industrias, a contaminacao inicial deve ser
controlada mesmo a industria seguindo todos os controles de temperatura perante as
legislacBes, sendo que esse controle inicial comeca nas propriedades rurais, quando realizado
adequadamente garante a qualidade do produto (MARTINS, ARAUJO, et.al, 2003).
Conforme a instrugdo normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011, estabelece que o tempo
entre a ordenha do leite e 0 processamento seja no periodo de 48 horas, sendo o recomendado
para manter a seguranca do alimento este processamento entre 24 horas.

Manter a matéria prima estocada por um longo tempo afeta a qualidade do leite e
derivados, proporcionando o desenvolvimento dos microrganismos psicotréficos
(NORBERNG, FRIEDRICH, et.al, 2010). Além disso, ocorre a desnaturacdo do complexo
das caseinas, com reducdo na dimensdo das micelas e solubiliza¢&o do célcio, que podem
gerar desestabilizacdo na coagulacdo do leite tornando inadequado o processo. Ja na fase
lipidica esta estocagem longa gera, via cristalizacdo dos triglicerideos, rompimento da
membrana dos globulos de gordura, levando a anulacdo da estabilidade da emulsdo e a
aglomeracdo, com isso gera acdo lipase naturais e alteracdo na andlise sensorial do leite,
devido a formacdo de espessa camada de creme ou de grumos de gordura no leite
(LOURENCGCO, 1998).

3.3 MICRORGANISMOS PRESENTES NO LEITE

O leite é um alimento ideal para o desenvolvimento de varios microrganismos, entre eles

bacterias, leveduras, fungos e virus, que podem afetar a qualidade do leite, acarretar



alteracOes nas caracteristicas do fluido com contaminagdes, tornando inapropriado para o
consumo humano ou para qualquer processamento.

A auséncia de resfriamento associado a falha na higiene das ordenhas, ocorre o
desenvolvimento das bactérias mesofilas, como lactobacillus, streptococcus, lactococcus e
enterobactérias, possuem habilidade de desenvolver fermentar a lactose, o acglcar do leite,
com isso ocorre a producdo de &cido latico, causando a acidificacdo do leite, com esse
processo promove a coagulacdo da caseina, separando o leite em coégulo e soro. Para evitar
a proliferacdo destas bactérias, basta realizar o processo de ordenha em condi¢6es de higiene
adequada, cuidar da saude do animal e resfriar o leite logo apds o término do processo
(SANTQOS, 2000).

O grupo destas bactérias se desenvolve principalmente em temperaturas baixas (<
7 °C), sdo resistentes ao processo de pasteurizacdo, devido a producdo de enzimas. A
pasteurizacdo possui funcdo de eliminar as bactérias psicotroficas, porém a pasteurizacdo
ndo elimina as enzimas desenvolvidas durante o crescimento microbiolégico, por tanto estas
continuam a agir, sendo responsaveis pela degradacdo de proteinas e gordura do leite. As
bactérias psicotroficas sdo as mais criticas no controle de qualidade do leite (SANTOS,
2000).

3.4 ANALISE DE REDUTASE NO LEITE

O teste de redutase é utilizado para estimar aproximadamente a quantidade de bactérias
presente no leite cru. O leite cru é incubado a uma temperatura de 37°C, com uma substancia
indicadora do potencial de 6xido-reducédo, como azul de metileno, é um corante que altera a
coloracdo com o crescimento das bactérias, o crescimento das mesmas é inversamente
proporcional ao tempo de redutase, ou seja, quanto maior o nimero de bactérias presentes
no fluido, mais rapidamente ocorrera a reducdo da substancia indicadora, voltando a
coloracédo branca. Sendo este resultado dado em tempo e ndo em numero de bactérias, a

qualidade do leite pode ser observada conforme a quadro 1 (TRONCO, 2013).

Quadro 1: Relacéo do tempo x classe do leite.



Tempo em horas Classe

5 ou mais Leite de qualidade 6tima

3 horas ou mais Leite bom (qualidade satisfatoria)
Entre 1 e 3 horas Leite ligeiramente contaminado

1 a2 horas Leite bastante contaminado
Menos de 1 hora Leite altamente contaminado

FONTE: Adaptado de TRONCO, 2013.

35  ANALISES MICROBIOLOGICAS DO LEITE

O leite possui valor nutricional elevado, contendo vitaminas, sais minerais,
gorduras, proteinas, carboidratos e 4gua, tornando este alimento um meio para o crescimento
dos microrganismos. Inicia-se a contaminacdo na sala de ordenha, em que possui
microrganismos nos tetos das vacas, pela forma que esse leite for manipulado, higiene de
superficies, armazenamento, transporte e distribuicdo. No Brasil, de modo geral, o leite é
obtido sob condicdes higiénico-sanitarias deficientes, e em consequéncia, apresenta elevados
ndmeros de microrganismos, 0 que constitui um risco a satde da populacdo, principalmente
quando consumido sem tratamento térmico (CATAO; CEBALLOS, 2001). Para Silva
(2008), este controle é fundamental, desde a obtencéo de leite cru nas propriedades rurais até
a embalagem do produto final, pois a sua producéo de forma higiénica inadequada torna o
alimento um veiculo de transmissdo de doencas aos consumidores.

Para o consumo humano é de extrema importancia, o controle microbioldgico do
leite e produtos lacteos, sem este controle o leite e os produtos lacteos tornam-se
inapropriados, pois a proliferacdo das bactérias altera as propriedades do produtos,
determinadas contaminacg0es, refletem em problemas sanitarios e diminui¢cdo econémicas
(PADILHA, 2001).

As bactérias que contaminam o leite podem ser divididas em trés grupos principais:
mesofilas, que se multiplicam bem na faixa de temperatura de 20 a 40°C, termoduricas, que
sobrevivem a pasteurizacdo e psicrotroficas, que se multiplicam em temperaturas baixas
(7°C ou menos). (FONSECA e SANTOS, 2000). As bactérias psicrotroficas séo



responsaveis por produzir enzimas termoestaveis, que acarretam a coagulagdo do produto,

consequentemente gerando cheiro e sabor desagradaveis (ADAMS, 1975).

3.6 BACTERIAS MESOFILAS

As bactérias mesofilas contaminam o leite devido a higienizacdo no manejo da
ordenha e estocagem, com sua presenca ocorre fermentacéo da lactose do leite, acidificando
o leite com a proliferagdo de &cido lactico consequentemente diminuindo a qualidade do
alimento. Quando ocorre uma acidificacdo significativa no leite fluido, consequentemente
diminui o pH chegando ao ponto isoelétrico da caseina desestabilizando as micelas
formando grumos tornando o alimento impréprio para o processamento (SPEXOTO, 2003).
Os microrganismos mesofilos quando encontrado na alta Contagem de Bactérias Totais
(CPP), com destaque para os mesoéfilos aerdbios, influéncia na acidez com resultando a
acidez alta devido o &cido lactico liberado, pois deterioram o leite através da fermentacédo da
lactose. A temperatura ideal para esses microrganismos é entre 20°C a 40°C, porém podem
se desenvolver, em temperaturas baixas (RIBEIRO, 2012). O controle das bactérias
mesofilas pode ser controlado mantendo a matéria-prima refrigeradas com baixas
temperaturas, sendo que, mesmo com a refrigeracao pode ocorrer a proliferacéo das bactérias
psicotréficas (SANTOS; PIRES; SANTOS, 2013).

3.7 BACTERIAS TERMODURICAS

Estes microrganismos sdo capazes de sobreviver ao tratamento térmico pasteurizacao
(63°C por 30 minutos ou 72°C por 15 segundos) e produzem esporos que sdo formas de
resisténcia contra condigdes adversas, esses esporos sdo inertes, ndo se multiplicando e nem
apresentou atividade metabolica, resistentes ao calor, para inativacdo necessita cerca de 20
minutos a 120°C (SANTOS,2010). Os termoddricos se proliferam em ambientes de manejo
de ordenha inadequado, entre eles glandulas mamarias sujas de lama, higienizagéo

desapropriada de equipamentos ou estocadores (equipamentos danificados também inibem



a higienizacdo adequada). Parte das rejeicOes dos alimentos em prateleiras como leite
pasteurizado e de produtos lacteos cremosos sucedem pelo desenvolvimento de bactérias
psicrotroficas termoddricas (BRITO, 2010).

3.8 BACTERIAS PSICROTROFICAS

As espécies de bactérias que contaminam o leite sdo Gram-negativas e Grampositivas,
estas bactérias possuem proliferacdo, entre 0 °C e 7 °C, e de crescimento de temperatura
baixa, de até - 10 °C. A contaminacdo no alimento ocorre por uso de dgua inadequada (sem
cloro) para higienizacdo de utensilios de armazenamento, por higienizacdo dos utensilios e
mastite (PINTO, 2006). As bactérias psicotréficas sdo os principais deterioradores de leite
cru refrigerado e de seus derivados, elas hidrolisam e proteina a gordura do leite através da
producdo de proteases, lipases e fosfolipases. Grande maioria das bactérias ndo sobrevive a
pasteurizacdo, porém possuem enzimas hidroliticas que ermorresistentes, resistindo até
mesmo em temperaturas elevadas é o caso do leite UHT, neste caso o leite UHT fica estocado
para garantir que ndo possua contaminacdo antes de ir para as prateleiras no caso de
contaminacdo por essa enzima é muito prejudicial para qualidade do produto, além do leite
UHT tem seus derivados que acabam interferindo na qualidade e rendimentos (ARCURI,
2004). Quando o leite cru é refrigerado por um longo tempo, pode equacionar o
comprometimento da qualidade com a proliferacdo de bactérias psicotréficas (PINTO et al.,
2006).

3.9 MICRORGANISMOS PATOGENICOS

O leite é considerado de qualidade boa quanto possui baixa carga bacteriana, auséncia
de microrganismos patogénicos, a contagem de células somaticas baixas e livre de qualquer

tipo de substancias quimicas (SANTOS, 2006). O leite contaminado por microrganismos


https://pt.engormix.com/mbr-9622/maria-aparecida-vasconcelos-paiva-brito

pode gerar muitas doengas infecciosas que sdo transmitidas para o ser humano. Entre os
microrganismos patogénicos existem dois grupos importantes na contaminacdo em
laticinios: os ndo patogénicos, que devido a acidez ou producdo de enzima alteram as
propriedades do leite, e 0s patogénicos, que nos alimentos sdo responsaveis por toxinfecgdes
(MORAES, 2005). Os principais causadores de contaminacdo no leite, podem atingir
diversas bactérias de milhdes por mL, sendo 0s microrganismos patogénicos como
deterioradores (BRITO,2001).

Entre os patogénicos atualmente mais graves estdo Salmonella, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica e Staphylococcus
aureus. As bactérias identificadas como agentes patdgenos do leite sdo as Escherichia coli e
a Listeria monocytogenes. Os surtos de doengas por esses microrganismos sdo raros porém
severos (BRITO, 2010). Na industria de alimentos a contaminacdo gerada por esses
microrganismos possui um elevado perigo para a saude do consumidor, principalmente se
tratando de grupos populacionais vulneraveis como, pacientes imunodeprimidos, idosos,
criangas e gestantes, além de um surto alimentar acarreta prejuizos econémicos (REZER,
2010).
Sendo uma preocupacdo para saude publica a contaminacdo de microrganismos
patogénicos no leite cru, devido ao risco elevado para o consumidor. O leite in natura
proveniente desta contaminacdo pode gerar contaminacdo cruzada para 0s demais produtos

lacteos processados em industria de alimentos (ARCURI, 2006)



4 MATERIAL E METODOS

41 AMOSTRAGENS, PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS DO LEITE

Foram selecionados leites in natura provenientes de propriedades
leiteiras e que possuiam historicos de positividades em ensaios de CBT. Para
isso, realizou-se parceria com um laticinio que recebe leite da regido do
municipio de Pato Branco, Parana. O leite foi coletado diretamente do tanque de
estocagem e 6 unidades produtoras leiteiras (Unica coleta). Abaixo, segue a
Tabela 1 com os dados das unidades produtoras e histérico de contaminacao

microbiana.

Tabela 1: Caracteristicas das amostragens de leite in natura.

Propriedades Historico de CBT — UFC/mL
(média dos Gltimos 3 meses)

Propriedade 1 18.000
Propriedade 2 11.000
Propriedade 3 312.000
Propriedade 4 195.000
Propriedade 5 824.000
Propriedade 6 97.000

Um total de 1,5 L de leite de cada propriedade foi coletado e as
amostras avaliadas em duplicata ao chegar na usina de leite do laticinio
parceiro na cidade de Pato Branco-PR.



Na tabela 2, consta a temperatura inicial de chegada das amostras na usina de
laticinio e 0 monitoramento a cada 12 horas.

Tabela 2: Temperatura e tempo de armazenamento do leite avaliado.

Tempo de armazenamento Temperatura das amostras
00:00 8,0°C
12:00 6,5°C
24:00 6,2°C
36:00 6,0 °C
48:00 6,5°C

4.2  ANALISES FiSICO-QUIMICAS DURANTE A ESTOCAGEM

As analises fisico-quimicas foram realizadas nas dependéncias do

laticinio parceiro, sendo aferidas: Acidez, pH, temperatura e teste de redutase.

42.1 ACIDEZ TITULAVEL, PH E TEMPERATURA

A determinacdo da acidez titulavel esta descrita na Instrucdo Normativa
n°68, com o método de Dornic, é expressa em graus Dornic (°D) ou em
porcentagem (%) de &cido latico, sendo que 1°D ou 0,1g de acido lactico/L
(MAPA, 2006) . Ja o pH foi avaliado usando pHmetro e a temperatura usando

termdmetro digital do tipo espeto.

421 REDUTASE



O método utilizado para esta andlise seguiu a IN 51, 2002. Trata-se de método
simples, utilizando 1 mL de azul de metileno e 10mL de leite em um tubo de ensaio. O
material foi incubado em banho maria a 37°C durante o tempo de mudanca de coloracao do

indicador azul de metileno.

4.3 DETERMINACOES DE CONTAGEM BACTERIANA TOTAL (CBT) DO
LEITE

A analise de CBT foi realizada pelo método de citometria de fluxo, considerando a
conversdo de células contadas a contagem padrdo em placas, como recomenda a IN 77,
ancorada ao método de referéncia 1SO 4833-1 segundo norma ISO 21187 / IDF 196.
Resumidamente o leite é adicionado de brometo de etidio, para que o DNA e RNA das
bactérias sejam corados. Este leite é injetado em capilar e por citometria de se contabiliza o
numero de bactérias. A contagem bacteriana é expressa individual de bactérias (CIB) e
posteriormente convertida em UFC/mL. A determinacdo de CBT das amostras de leite foi
realizada no laboratorio da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa — APCBRH, situada na cidade de Curitiba — PR. Para isso, 50 mL de leite foram
coletados as 12, 24, 36 e 48h de estocagem, conforme Tabela 2. Vale ressaltar que as
amostras foram coletadas em frascos estéreis fornecidos pela APCBRH, contendo
conservante azidiol que atua impedindo a deterioracdo do leite entre a coleta e sua analise

bacteriana.



5 RESULTADOS

O armazenamento da matéria prima teve uma variacdo de temperatura entre 6 e
6,5°C, sendo que as mesmas chegaram no laboratério com temperatura inicial de 8°C, em
fungéo do armazenamento em geladeira. Segundo a IN 77, 2018, a temperatura exigida para
o resfriamento do leite é de até 4 °C, de acordo com Leite 2006 ou de até 10°C por até 10
dias.

Na Tabela 3 apresentam-se as caracteristicas iniciais em zero h de coleta dos leites

avaliados.

Tabela 3. Caracteristicas iniciais dos leites (zero h de armazenamento).

Amostra/ Acidez pH Tempo redutase (UFC/mL)
Propriedades (°Dornic) (horas)

Propriedade 1 14 6,79 6:35 20.000
Propriedade 2 14 6,82 7:30 13.000
Propriedade 3 14 6,80 7:25 275.000
Propriedade 4 14 6,80 7:50 148.000
Propriedade 5* 14 6,82 7:30 1.012.000
Propriedade 6 15 6,78 7:50 94.000

*contagem microbiana elevada.

Na tabela 3, como analise inicial observa-se que todas as analises atendiam 0s
parametros da legislacdo IN 76/2018, exceto a CBT da propriedade 5, ja que o limite é de
300.000 UFC/mL e tal propriedade apresentou 1.012.000.

Na tabela 4, apds 12 horas de armazenamento é possivel observar que a propriedade

5 aumentou a contagem da CBT e consequentemente diminuiu os demais parametros



fisicoquimicos, porém os mesmos se mantiveram dentro dos padres recomendados pelas
legislagdes. J& as 12 h de estocagem a propriedade 3 apresentou também teve a CBT acima
de 300.000 UFC/mL. Essa contagem microbiana diz respeito a microrganismos totais,
bacteérias, leveduras e fungos, estando os leites vindos das propriedades 3 e 5 inconformes
com a IN 76/2018.

Tabela 4. Caracteristicas iniciais dos leites (12 h de armazenamento).

Amostra/ Acidez pH Tempo da UFC/mL
Propriedades (°Dornic) redutase (horas)

Propriedade 1 14 6,79 05:50 22.000
Propriedade 2 14 6,81 06:50 17.000
Propriedade 3 15 6,79 05:20 834.000
Propriedade 4 14 6,80 06:30 153.000
Propriedade 5 14 6,81 05:40 1.754.000
Propriedade 6 15 6,74 05:50 104.000

Na tabela 5 apds 24 horas de armazenamento, o desenvolvimento de a contagem da
propriedade 3 aumentou aproximadamente 4,5 vezes. Os rebanhos que apresentam mastite
podem vir a contribuir para elevacao significativa da CBT no leite, dependendo do tipo de
microrganismo causador da infeccdo, a severidade da mastite e a quantidade de animais
infectados. Se caso o rebanho tenha um animal contaminado por mastite clinica, pode
contaminar o leite com estreptococos em niveis acima de 10.000.000 UFC/mL. Um dos

principais causadores desta doencga nos animais é o Streptococcus sp (SANTQOS, 2001).



Tabela 5. Caracteristicas iniciais dos leites (24 h de armazenamento).

Amostra/
Propriedades

Propriedade 1
Propriedade 2

Propriedade 3

Propriedade 4
Propriedade 5

Propriedade 6

Acidez
(°Dornic)

14
14

15

14
14

15

pH

6.75
6,79

6,69

6,75
6,74

6,69

Tempo

da UFC/mL

redutase (horas)

05:40
06:40

05:00

06:10
05:30

05:30

55.000
21.000

3.602.0
00
220.000

1.901.0
00
194.000

Na tabela 6 é possivel observar a elevacdo no CBT significativa na propriedade 3,

mantendo os parametros fisico-quimicos.

Tabela 6. Caracteristicas iniciais dos leites (36 h de armazenamento).

Amostra/ Acidez pH Tempo da UFC/mL
Propriedades (°Dornic) redutase (min)

Propriedade 1 14 6,71 05:20 133.000
Propriedade 2 14 6,78 06:00 62.000
Propriedade 3 15 6,68 04:30 8.311.000
Propriedade 4 14 6,75 06:00 351.000
Propriedade 5 15 6,72 05:10 2.031.000
Propriedade 6 15 6,67 05:20 618.000

No leite in natura a partir de 36h o tempo da redutase foi diminuido, em fungdo do

crescimento microbiano. A Instrucdo Normativa 51 (IN51), para qualidade do leite cru, prevé

a possibilidade do uso do teste de redutase por meio da prova da reducdo do azul de metileno



com no minimo 90 minutos, conhecida como TRAM. O método é baseado na reducdo do
corante azul de metileno, funciona como receptor de ions H + resultantes da acdo da
desidrogenase do metabolismo microbiano. O tempo de reducdo € inversamente
proporcional ao numero de bactérias redutoras presente no leite, quanto maior a
contaminacdo do leite mais rapidamente a solucdo ira descolorir voltado para cor original
branca. Esta metodologia é de baixo custo, simples e rdpidas, muito utilizadas na industria
de produtos lacteos para avaliar a qualidade microbiana geral do leite fluido in natura
(PEREIRA, 2012).

Na tabela 7 apds 48 horas de armazenamento, foi possivel observar que houve uma
alteracdo com a elevacdo da CBT e leve alteracdo nos parametros fisico-quimicos, sendo
que, segundo Cabral (2016) elevados niveis de CBT possuem grande influéncia na qualidade
do leite fluido e de seus derivados, com alteracdo nos parametros fisico-quimicos, elevando
0 &cido latico, interferindo na estabilidade da caseina, no pH e acidez indesejada, gerando a
formagao de grumos em teste de estabilidade térmica do leite. A acidez do leite pode ocorrer
pela acdo de bactérias mesofilas, que consomem a lactose e produzem &cido latico,
consequentemente diminuindo o pH do leite, ocorrendo devido ao longo tempo de

armazenamento e o elevado indice de CBT.

Tabela 7. Caracteristicas iniciais dos leites (48 h de armazenamento).

Amostra/ Acidez pH Tempo da UFC/mL
Propriedades (°Dornic) redutase (horas)

Propriedade 1 14 6,69 05:10 533.000
Propriedade 2 14 6,78 05:30 400.000
Propriedade 3 16 6,64 01:00 9.991.000
Propriedade 4 14 6,73 05:20 611.000
Propriedade 5 15 6,70 04:30 5.791.000

Propriedade 6 16 6,66 05:00 832.000




Quando comparamos a cinética de crescimento microbiano ao longo do tempo de
estocagem (Gréfico 1), observa-se que o crescimento microbiano sofreu aumento aparente

apos 12h de armazenamento, apresentado em contagem bacteriana total.

Gréafico 1. Analises do leite de acordo com a contagem bacteriana total por tempo de

armazenamento.
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De maneira geral das propriedades, os resultados apontam que nas amostras n° 3 e
5 (propriedades com historico de maior contaminagdo microbiana do leite coletado) as 12 h
de armazenamento continha 834.000 e 1.754.000 (UFC/mL), respectivamente, indicando
alta proliferacdo microbiana que pode oferecer riscos a qualidade do produto. Ja nas amostras
com menor histérico de contaminacao microbiana, propriedades n° 1 e 2, tiveram contagens
de 22.000 e 17.000 (UFC/mL), respectivamente, as 12 h de armazenamento.
Intermediariamente, as amostras que continham histérico de contaminacdo mediana,
propriedades n° 4 e 6, as 12 h de armazenamento, tiveram 153.000 e 104.000 UFC/mL.

De acordo com a legislacdo vigente da IN 77, permite-se a armazenagem por até
48h, considerando que a contagem bacteriana total seja de até 900.000 (UFC/mL) nos
estocadores. E importante ressaltar que as analises microbianas sdo realizadas em até 48h, a
qualquer tempo, sendo evidente que a proliferagdo microbiana aumenta em funcdo do tempo
de estocagem. Outro fator importante € manter a refrigeracdo constante desde o inicio da

recolha em propriedades rurais.



Pode-se verificar também que as alteracbes em CBT ao longo das 48h néo
correspondem as grandes modifica¢6es nos perfis fisico-quimicos, ressaltando a necessidade
de testes tanto fisico-quimicos, quanto bacterianos, bem como a revisao e maiores estudos
dos tempos de redutase previstos em legislacao.

E importante ressaltar que a temperatura, as falhas na higiene das ordenhas e
tanques de armazenamento contribuem para a contaminacdo com bactérias mesofilas, como
os lactobacilos, estreptococos, lactococos e enterobactérias, que possuem habilidade de se
desenvolver e fermentar lactose, levando a producdo de acido latico, causando a acidificagdo
do leite, que desencadeia a coagulacdo da caseina, separando o leite em coagulo e soro —
vulgo

“azedo” (SANTOS, 2001).

Segundo Santos (2006) uma boa qualidade no leite cru acarreta uma baixa carga
bacteriana, auséncia de microrganismos patogénicos, reduzida contagem de células
somaticas e auséncia de residuos de substancias quimicas. Segundo Mendonga (2012), o
manejo e higiene da ordenha tém muita relevancia na contagem bacteriana do leite, sendo
que as glandulas mamariam podem abrigar bactérias do ambiente. A alta Contagem Padréo
em Placas reflete nas falhas na higiene realizada na producéo do leite, desde 0 manejo do
animal, ordenha e o resfriamento do produto final (ARCURI, 2006; BELOTI, 2011,
RADOSTITIS, 2002). Segundo Cassoli (2013), dentre os fatores que interferem na CBT
sdo: higienizacdo de equipamentos de ordenha e utensilios, manuseio no processo da ordenha
do animal na higienizacdo dos tetos antes e ap0s a ordenha, temperatura de armazenamento

do leite e, mastite.


http://www.weizur.com.br/pecuaria/higiene-e-desinfeccao
http://www.weizur.com.br/pecuaria/higiene-e-desinfeccao

6 CONCLUSAO

Conclui-se por meio dos resultados obtidos neste trabalho que a CBT no leite foi
modificada desde 0 momento da chegada da matéria-prima na inddstria beneficiadora até as
48 h de sua estocagem em tanques de armazenamento. Porém, os parametros fisico-quimicos
do leite ndo oscilam durante esse tempo de armazenamento, ressaltando-se a importancia da
realizacdo de analises microbianas como um método de monitoramento periddico ao longo

de sua estocagem, visando seguranca sanitaria do leite e de seus derivados.
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