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RESUMO

RIBEIRO, Marcos Fernando Nonato; MELOS Renato. Avaliagdo Microbiolégica e
Fisico-Quimica de Leite Pasteurizado Comercializado na Cidade de Francisco
Beltrdo - Parana. 2011. TCC (Graduacdo em Tecnologia em Alimentos) -
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana — UTFPR. Francisco Beltrdo. 2011.

Considerando o grande consumo de leite pasteurizado pela populacdo da regiao,
faz-se necesséaria a avaliagdo da qualidade microbiolégica e fisico-quimica deste
produto. O estudo teve como objetivo avaliar alguns quesitos associados a
qualidade microbioldgica e fisico-quimica de 5 (cinco) marcas de leite pasteurizado
comercializado em supermercados da cidade de Francisco Beltrdo — Parana. Foram
realizadas as seguintes analises microbiologicas: contagem de micro-organismos
aerobios mesdfilos totais, coliformes totais e termotolerantes e contagem de
Staphylococcus coagulase positiva. As analises fisico-quimicas foram: determinacéo
do extrato seco desengordurado (ESD), densidade, teor de gordura, porcentagem de
agua adicionada, ponto de congelamento e teor de proteina. Os resultados obtidos
mostraram que somente uma amostra teve seus resultados fora dos padrbes
microbiolégicos para Coliformes Totais e Coliformes a 45 °C, indicando provaveis
falhas do bindbmio tempo/temperatura durante a pasteurizacdo ou sanitizacao
deficiente das linhas de producdo ou contaminacdo poés-pasteurizacdo. Ja nas
analises fisico-quimicas, trés amostras se apresentaram fora dos padrbes da
legislacdo em pelo menos um dos parametros analisados, constatando até mesmo a
possivel fraude por adicdo de 4gua em uma das amostras analisadas, reforcando a
necessidade de mais fiscalizacdo e padronizacdo do processo produtivo deste tipo
de alimento.

Palavras-chave: Leite pasteurizado. Qualidade do leite. Andlises fisico-quimicas.
Microbiologia do leite.



ABSTRACT

RIBEIRO, Marcos Fernando Nonato; MELOS Renato. Microbiological and
physical-chemical evaluation of pasteurized milk commercialized in Francisco Beltrdo
- Parana. 2011. TCC (Graduagdo em Tecnologia em Alimentos) - Universidade
Tecnologica Federal do Parana — UTFPR. Francisco Beltrdo. 2011.

Due to the great consumption of pasteurized milk by the population of this region, it is
necessary to evaluate the microbiological and physical-chemical quality of this
product. The aim of this study is to evaluate some items related to the microbiological
and physical-chemical quality of five (5) brands of pasteurized milk commercialized in
the supermarkets in the city of Francisco Beltrdo — Parana. It was made the following
microbiological analysis: quantification of total aerobic mesophilic micro-organisms,
total and thermotolerant coliform and quantification of Coagulase positive
Staphylococcus. The physical-chemical analysis were: determination of defatted dry
extract (ESD), density, milk-fat content, the amount of water added, freezing point
and protein content. The results obtained show that just one sample had its
microbiological results substandard for Coliform at 45 € and Total Coliform. It
indicates prospective failures in the binomial time/temperature during the
pasteurization or sanitization default procedures in the production line or post-
pasteurization contamination. Concerning the physical-chemical analysis, there were
three samples that were substandard for the legislation patterns in at least one of the
parameters analyzed. One of the analyzed samples can even show a possible fraud
by addition of water, emphasizing the need of more supervision and standardization
in the production process of this kind of food.

Keywords :  Pasteurized milk. Milk Quality. Physical-Chemical Analysis. Milk
microbiology.
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1 INTRODUCAO

O leite tem sido utilizado na alimentacdo humana por oferecer uma
equilibrada composicdo de nutrientes que resulta em elevado valor bioldgico,
considerado um dos mais completos alimentos in natura por ser fonte de proteina,
gordura, energia e outros constituintes essenciais, por isSso a importancia do controle
da qualidade deste produto amplamente consumido em todo o mundo (TRONCO,
2008).

De acordo com a Instrugdo Normativa - IN 51/2002 (BRASIL, 2002), entende-
se por leite, sem outra especificagdo, o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se segundo a espécie de
gue proceda.

O Leite Pasteurizado € o leite fluido elaborado a partir do Leite Cru
Refrigerado na propriedade rural, que apresente as especificacdes de producao, de
coleta e de qualidade dessa matéria-prima contidas em Regulamento Técnico
proprio e que tenha sido transportado a granel até o estabelecimento processador
(BRASIL, 2002).

O Leite Pasteurizado deve ser classificado quanto ao teor de gordura como
integral, padronizado a 3 % m/m, semidesnatado ou desnatado, e, quando destinado
ao consumo humano direto na forma fluida, submetido a tratamento térmico na faixa
de temperatura de 72 a 75 °C durante 15 a 20 s, em equipamento de pasteurizacao
a placas, dotado de painel de controle com termo-registrador e termo-regulador
automaticos, valvula automatica de desvio de fluxo, termGmetros e torneiras de
prova, seguindo-se resfriamento imediato em aparelhagem a placas até temperatura
igual ou inferior a 4 °C e envasado em circuito fechado no menor prazo possivel, sob
condi¢bes que minimizem contaminacgdes (BRASIL, 2002).

De acordo com a IN 51/2002 (BRASIL, 2002), o leite pasteurizado deve ter
em sua composi¢do como ingrediente obrigatorio leite cru refrigerado na propriedade
rural e transportado a granel, e como requisitos de caracteristicas sensoriais, ter
aspecto liquido, cor branca, odor e sabor caracteristicos, sem sabores nem odores
estranhos. Ser envasado com materiais adequados para as condicdes previstas de
armazenamento e que garantam a hermeticidade da embalagem e protecéo

apropriada contra a contaminagcdo. Os contaminantes organicos e inorganicos



presentes ndo devem superar os limites estabelecidos pela legislacdo especifica,
estar ausente de qualquer tipo de impurezas ou elementos estranhos; ndo possuir
aditivos e coadjuvantes de tecnologia em sua elaboracdo; ter boas condi¢cdes
higiénico-sanitarias; estar em conformidade com a legislacdo em relacdo ao seu
peso, medida e rotulagem; ser mantido, transportado e exposto a venda em
temperatura adequada, além de possuir suas caracteristicas fisicas, quimicas e
microbiolégicas em conformidade com os limites previstos.

O leite € um alimento natural completo, rico em macro e micronutrientes,
constituindo-se em um 6timo alimento néo s6 para 0 homem, mas também para uma
infinidade de micro-organismos. Sob o0 ponto de vista tecnoldgico, 0s micro-
organismos mais importantes sdo aqueles que contaminam o leite apds a ordenha,
provenientes dos equipamentos e utensilios utilizados e de contaminacdes pelo ar e
pelo homem. Dessa forma, justifica-se a realizacdo de andlises microbiologicas e
fisico-quimicas, pois permitem conhecer e avaliar as condi¢des e caracteristicas do
leite pasteurizado, a fim de saber se o leite analisado esta de acordo com os

parametros de qualidade exigidos pela legislacéo especifica vigente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a qualidade do leite pasteurizado comercializado na cidade de
Francisco Beltrdo - PR, comparando os resultados com os padrdes da legislacao

nacional vigente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar analises microbiol6gicas de micro-organismos aerébios mesdofilos
totais, coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva.

Além de realizar analises fisico-quimicas como teor de gordura, extrato seco
desengordurado (ESD), densidade, porcentagem de agua adicionada, ponto de
congelamento e teor de proteina, comparando resultados obtidos com os padrdes da

legislacao.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 COMPOSICAO E VALOR NUTRITIVO DO LEITE

De acordo com Philippi (2006) o leite contém varios nutrientes, podendo-se
destacar: proteinas, carboidratos, lipidios, vitaminas (em especial a vitamina A) e
minerais (como calcio e fésforo). A sua composicéo e proporcao dos nutrientes varia
de acordo com a espécie do animal, a sua alimentacéo, a estacdo do ano e a época
da lactagao. Os principais componentes sao:

- Proteinas, como as lactoalbuminas, lactoglobulinas e caseina sao as
principais proteinas presentes no leite, sendo a caseina em maior quantidade.

- Carboidratos, constituidos da lactose, um dissacarideo que se transforma
em glicose e galactose pela digestdo. Apesar de hidrossollvel, a lactose € menos
soltvel do que a sacarose e, algumas vezes, ela cristaliza-se quando submetida ao
aguecimento, conferindo uma textura granular ao produto final.

- Lipidios, formados principalmente, por triacilglicer6is com &cidos graxos
saturados e insaturados, fosfolipidios (lecitina) e esterois (colesterol). Os glébulos de
gordura, menos densos do que a agua, tendem a subir a superficie. O processo de
homogeneizagdo diminui o tamanho dos glébulos de gordura, que ficam mais
distribuidos no fluido, dificultando a separacdo de gordura do leite.

- Vitaminas e minerais, como as vitaminas hidrossoluveis (riboflavina) e
lipossoluveis (vitaminas A e D). Os minerais presentes no leite sdo o calcio (0 mais

importante existente no leite) magnésio, potassio e sédio.

3.2 DOENCAS VEICULADAS PELO LEITE

Devido a suas caracteristicas, o leite pode ser veiculo de algumas doencgas. O
consumo de leite cru, geralmente esta relacionado com o0s surtos registrados,
incluindo leites crus inspecionados. Sorvetes preparados em casa contendo ovos,
leite em pd ou leite pasteurizado contaminados apOs 0s processos de aquecimento
tém sido associados aos surtos alimentares. A campilobacteriose e a salmonelose ja
sdo reconhecidas como doencas que podem ser transmitidas pelo leite ou por
produtos lacteos. Casos de listeriose e colite hemorragica também tém sido
relacionados ao leite (JAY, 2005).
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3.3 AMICROBIOTA DO LEITE

Os micro-organismos presentes no leite cru geralmente sdo 0os mesmos
encontrados no Ubere e na pele da vaca, nos utensilios da ordenha ou nas
tubulagbes da coleta. Sob boas condigcbes de manuseio e conservagao, a microbiota
predominante € Gram-positiva (JAY, 2005).

O leite cru mantido sob temperatura de refrigeracdo por muitos dias
apresenta bactérias como Enterococcus, Propionibacterium, Pseudomonas, Bacillus,
Listeria entre outras, assim como alguns representantes de pelo menos um dos
géneros dos coliformes. A microbiota incapaz de crescer nas baixas temperaturas
habituais de armazenamento tende a apresentar numeros muito reduzidos (JAY,
2005).

O processo de pasteurizacdo elimina a maioria dessas bactérias, menos
linhagens termoduricas, Streptococcus, Lactobacillus e bactérias formadoras de

esporos do género Bacillus e Clostridium, se presentes no leite (JAY, 2005).

3.4 CARACTERISTICAS DOS MICRO-ORGANISMOS ANALISADOS NO LEITE

3.4.1 Bactérias Mesdfilas: Contagem Padrdo em Placas (CPP)

Todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sdao mesofilicas, e
existem relatos sobre casos de toxinfeccdo por cepas mesofilicas de Proteus,
enterococos e Pseudomonas quando presentes em numeros elevados (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Elevadas contagens totais de bactérias mesofilas, também conhecidas como
contagem padrdo em placas, podem indicar matérias-primas muito contaminadas,
falta de higiene na producéo, limpeza e desinfeccéo insuficientes e ainda condi¢cbes
de tempo e temperatura inadequadas durante a producdo e conservagao de
alimentos. A contagem total de micro-organismos no leite cru pode variar desde
inferior a 1.000 unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC / mL™), quando a
contaminacdo durante a obtenc&o foi minima, até valores maiores que 10° UFC /
mL™. No caso de leite pasteurizado e produtos similares, a contagem total de micro-
organismos reflete um indice de boas praticas de fabricacdo. Se o leite cru é de

qualidade satisfatéria € porque o0 processamento, a conservacao, o transporte e a
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distribuicdo foram corretos e a contagem total de micro-organismos deve ser baixa
(TRONCO, 2008).

A contagem total é de alto valor quando se trata de qualidade, dado que
permite a padronizacdo de equipamentos, materiais e processos e tem sido utilizada
como indicador da qualidade higiénica dos alimentos, possibilitando também avaliar
seu tempo util de conservacdo (TRONCO, 2008).

3.4.2 Coliformes

Coliformes sdo aerdbicos e facultativamente anaerobicos, que fermentam a
lactose com formacgdo de gas. A especificacdo do meio e da temperatura é critica
para a interpretacdo dos resultados (BRASIL, 1993).

Os coliformes Totais sdo bactérias da familia Enterobacteriaceae, capaz de
fermentar a lactose com producdo de gas, quando incubados a 35 — 37 °C, por 48
horas. Sao bacilos gram-negativos e nao formadores de esporos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Com base nas evidéncias disponiveis, 20 ou mais espécies representativas
atendem aos critérios que definem o grupo coliforme. O grupo coliforme, que ndo
identifica os membros individualmente, tem menor valor interpretativo que o Unico
organismo indice, a Escherichia coli, bem como o grupo coliforme de origem fecal,
pois o grupo coliforme pode conter alguns membros ndo entéricos como 0 género
Serratia e Aeromonas (BRASIL, 1993).

A denominacdo de "coliformes a 45°C" é equivalente a denominacdo de
"coliformes de origem fecal" e de "coliformes termotolerantes”. E as bactérias
pertencentes ao grupo dos coliformes termotolerantes apresentam a capacidade de
continuar fermentando lactose com producdo de gas, quando incubadas a
temperatura de 44 - 45,5 °C. Nessas condi¢cdes, ao redor de 90 % das culturas de E.
coli sdo positivas, enquanto entre os demais géneros, apenas algumas cepas de
Enterobacter e Klebsiella mantém essa caracteristica (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

A pesquisa de coliformes fecais ou de E. coli nos alimentos fornece, com
maior seguranga, informacdes sobre as condi¢coes higiénicas do produto e melhor
indicacdo da eventual presenca de enteropatégenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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3.4.3 Staphylococcus coagulase positiva

Staphylococcus sdo micro-organismos anaerobios facultativos, ocorrendo
isolamento, aos pares em aglomerados. A maioria pode multiplicar-se em 7,5% a
15% de NaCl. Sdo encontrados em muitos alimentos, mas ndo competem bem com
0S outros micro-organismos presentes. Os S. aureus podem ser produtores de
enterotoxinas nos alimentos, causando intoxicagdo quando consumidos e s&o
encontrados em lesdes de pele e nas vias aéreas superiores do homem, sendo
facilmente transferidos para os alimentos. S. epidermidis sdo também comuns na
pele humana, mas normalmente ndo sédo patogénicos (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

A determinacdo da capacidade de producdo de termonuclease e quando
necessaria a de toxina estafilococica das cepas isoladas podem ser realizadas a fim
de se obter dados de interesse a saude publica (BRASIL, 2001).

3.5 CARACTERISTICAS DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DO LEITE

3.5.1 Determinacao de Densidade a 15 T

O leite é uma emulsdo de gordura em &gua e sua densidade fornece
informagdes sobre a quantidade de gordura nele contida. De maneira geral, um
acréscimo de gordura provoca uma diminui¢do no valor da densidade (1AL, 2004).

A densidade de um corpo liquido ou sdlido é a relacdo que existe entre a
massa € 0 volume deste corpo. E no leite a densidade é relativa, ou seja, o
quociente resultante da divisdo da massa de um volume de leite por um igual de
agua, a certa temperatura. A determinacdo deste parametro serve para controlar, até
certos limites, fraudes no leite o que se refere a desnatacdo prévia ou adicdo de
agua (TRONCO, 2008).

3.5.2 Determinacéo da adicdo de Agua por Crioscopia Eletrénica

A crioscopia do leite corresponde a medida de seu ponto de congelamento,
utilizando o crioscopio eletrénico. O valor desta medida varia em fungéo da época do
ano, regiado geografica e da raca e alimentagcédo do gado. O grau crioscopico do leite
fraudado com agua tende a aproximar-se de 0 C, ponto de congelamento da agua.

A adicdo de agua ao leite ndo so6 reduz a qualidade do mesmo, como também pode
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ocasionar contaminacdo dependendo da qualidade da &gua adicionada,
representando um risco a saude do consumidor (IAL, 2004).

Neste método, a amostra € rapidamente resfriada a alguns graus abaixo do
seu ponto de congelamento, sob constante agitacdo. A vibracao resultante ocasiona
um desequilibrio térmico no interior da amostra, fazendo com que a solucgéo libere
calor de fusdo. A temperatura sobe até atingir o ponto de congelamento,
permanecendo constante por algum tempo. Este tempo é denominado plateau,

durante o qual se faz a leitura do ponto de congelamento (IAL, 2004).

3.5.3 Sdlidos N&o Gordurosos

Por sélidos ndo gordurosos (SNG) ou extrato seco desengordurado (ESD)
compreende-se todos os elementos do leite, menos a agua e a gordura (TRONCO,
2008). Também pode ser obtido diminuindo a gordura do extrato seco total
(ALMEIDA, 2007).

3.5.4 Gordura

A gordura do leite, na sua maior proporcdo, esta formada por triglicerideos
(97-98 %), pequenas quantidades de esterdis, acidos graxos livres e fosfolipideos.
Os globulos de gordura encontram-se protegidos por uma membrana de natureza
protéica, na qual ficam associados fosfolipideos, proteinas e outras substancias
(TRONCO, 2008).

3.5.5 Proteina

As proteinas do leite séo divididas em caseina (80 %) e proteinas do soro (20
%). A caseina define-se como uma substéncia coloidal complexa, associada ao
calcio e ao fosforo, podendo ser coagulada por agdo de &cidos, coalho e alcool
(TRONCO, 2008).

As proteinas do soro por, sua vez, sdo formadas pelas seguintes fracdes:
albumina do soro, alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, imunoglobulinas e
proteose-peptonas. Em comparagcdo com as caseinas, a influéncia que as proteinas
do soro apresentam sobre as propriedades fisico-quimicas do leite é pequena
(TRONCO, 2008).
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4 MATERIAL E METODOS

O procedimento consistiu ha avaliagdo fisico-quimica e microbiolégica de 5
(cinco) amostras de leite pasteurizado, sendo codificadas como “17, “2”, “3”, “4” e “5”.
Onde as marcas “1”, “2” e “3” tinham inspecdo municipal e as marcas“4” e “5” eram
de inspecéo estadual e foram adquiridas nos mercados e supermercados da cidade
de Francisco Beltrdo - Parana, e foram transportadas e mantidas em recipientes
isotérmicos até o Laboratério LGQ (Laboratorio para a Garantia da Qualidade), que
realiza analises Microbioldgicas e Fisico-Quimicas em alimentos. Este laboratorio é
credenciado na Secretaria da Agricultura e do Abastecimento do Parana (SEAB) e
localiza-se na cidade de Francisco Beltrdo. Ja as andlises fisico-quimicas foram
realizadas no Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas, da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana (UTFPR) campus de Francisco Beltrao.

E a obtencdo dos resultados de todas as analises, os dados obtidos foram
comparados com os padrbes exigidos pela legislacdo especifica vigente que é a
Resolucao da Diretoria Colegiada n® 12/2001 (BRASIL, 2001) e Instru¢cdo Normativa
n°® 51/2002 (BRASIL, 2002).

Com o objetivo de se obter uma melhor precisdo e confiabilidade dos
resultados, as andlises de cada amostra foram realizadas em triplicata, e para a
interpretacdo dos resultados foram utilizadas as médias dessas repeticoes.

A seguir serdo descritos os procedimentos que foram realizados em cada

respectiva analise.

4.1 PROCEDIMENTOS PARA PREPARO E DILUICAO INICIAL D AS AMOSTRAS
PARA ANALISES MICROBIOLOGICAS

Para todas as amostras e analises foram utilizados os mesmos
procedimentos iniciais de diluicdo, de acordo com Silva et al. (2007). Foram
adicionados 25 mL da amostra em 225 mL de Agua Peptonada 0,1 %, obtendo
assim a diluicdo 1:10 (10%). Para a segunda diluicdo (10 foi transferido
assepticamente 1 mL da diluicdo 10™ para 9 mL de diluente. Para o preparo das

diluicdes subsequentes foi seguido como na segunda dilui¢ao.
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4.2 ANALISE DE AEROBIOS MESOFILOS TOTAIS

Para a realizacédo das analises de micro-organismos aerdbios mesofilos totais,
foi utilizada a técnica de contagem padrdo em placas (CPP) por superficie, que
permite a visualizacdo de formacao de colbnias a partir de células viaveis, onde se
obteve a contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes na
amostra sob analise (SILVA et al., 2007).

- Procedimento:

Foram preparadas previamente as placas de Agar Padrdo para Contagem
(PCA) que antes do uso foram secas em estufa (50°C/15-2hou25-30°C/ 18 -
24 h). Posteriormente inoculou-se 0,1 mL de cada diluicdo na superficie das placas
previamente preparadas. Usando uma al¢ca de Drigalski, foi espalhado o in6culo por
toda a superficie do meio, até que o excesso do liquido fosse absorvido. Para a
incubacdo aguardou-se até que as placas secassem por no minimo 15 minutos,
entdo foram incubadas invertidas a 32 °C / 48 h. Para a contagem das colonias e
calculo dos resultados foram selecionadas as placas com 25 a 250 colbnias e foram
contadas as col6nias com o auxilio do contador de colbnias. Por fim, foi calculado o
nimero de unidades formadoras de colénia (UFC mL™) e multiplicado por 10, para

levar em conta o volume dez vezes menor inoculado (SILVA et al., 2007).

4.3 ANALISE DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

Para a anélise de coliformes foi utilizada a técnica do Numero Mais Provavel
(NMP), que é um método que permite estimar a densidade de micro-organismos
vidveis presentes em uma amostra sob analise. Esta técnica tem por base a
probabilidade estatistica relacionada com a frequiéncia e ocorréncia de resultados
positivos mais provaveis em funcdo do numero real dos micro-organismos
presentes. A avaliacdo estimativa do niamero de células viaveis presentes € obtida
atravées de 3 diluicbes decimais sucessivas e a transferéncia de aliquotas
determinadas de cada diluicdo em séries de tubos. Os mais comumente usados sao
séries de 3 e de 5 tubos por diluicdes. O arranjo de tubos positivos das 3 diluicbes é
transposto para tabelas estatisticas, que incluem os limites de confianca dos

nameros mais provaveis dos micro-organismos pesquisados em funcdo da tabela
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em questdo. Entretanto, a expressdo do NMP é feita somente através do namero
mais provavel que corresponde aos tubos positivos por série (SILVA et al., 2007).

- Procedimento:

Para a inoculacdo foram selecionadas as diluicdes 10, 107 e 10 da amostra
e inoculou-se uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), que
foram adicionados 1 mL de cada diluicdo por tubo de LST com tubos de Durhan
invertidos. Em seguida foram incubados a 35 °C / 24 h e observou-se se houve o
crescimento com producdo de gas. Nos casos positivos seguiram-se 0S passos
subsequentes. Nos casos negativos, foram reincubados até completar 48hs e
repetiu-se a leitura, passando para os itens subsequentes os tubos com crescimento
de gas.

Apbs foi realizada a contagem de coliformes totais. Dos tubos com LST com
producdo de gés, transferiu-se uma alcada de cada cultura para tubos de Caldo
Verde Brilhante Bile 2% (VB). Depois foram incubados a 35 °C / 24 h e observou-se
se houve o crescimento com producdo de gas. Nos casos negativos, foram
reincubados até 48 h e repetiu-se a leitura, anotando o numero de tubos de VB
positivos, confirmativos da presenca de Coliformes totais e determinar o numero
mais provavel (NMP / mL™).

A contagem de coliformes termotolerantes foi realizada a partir dos tubos com
formacao de gas, transferindo uma algada da cultura para tubos com Caldo (EC) E.
coli e incubou-se por 24 h em banho-maria a 45,5 °C. Por fim anotou-se o niumero de
tubos positivos confirmativos da presenca de coliformes termotolerantes e foi
determinado o NMP / mL™ (SILVA et al., 2007).

4.4 ANALISE DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA

Para a andlise de Staphylococcus coagulase positiva foi utilizada a técnica de
contagem padrédo em placas por superficie, que usa o0 meio ja distribuido em placas
e solidificado.

- Procedimento:

Primeiramente foi pipetado assepticamente 0,1 mL das diluicbes escolhidas e
depositou-se no centro da superficie do Agar Baird-Parker, evitando tocar a ponta da

pipeta no meio, mantendo-a o mais préoximo possivel e espalhou-se o inéculo, com
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auxilio de alca de Drigalski, das placas de maior para as de menor diluicdo, por toda
a superficie até absor¢cdo completa do in6culo. Para a incubagédo e contagem das
colonias as placas foram invertidas e incubadas a 37 °C / 45 - 48 h. Entdo foram
selecionadas para a contagem as placas com 20 a 300 colbnias, que apresentaram
como caracteristicas principais de serem pretas ou cinza escura, circulares, com 2 -
3 mm de diametro (em placas cheias sdo menores, com cerca de 1,5 mm), lisas,
convexas, com bordas perfeitas, massa de células esbranquicada nas bordas,
rodeadas por uma zona opaca.

Depois foi transferido cada colénia para tubos com Caldo Infusdo Cérebro
Coracéo (BHI), e transferido uma alcada de cada tubo de BHI para tubos com Agar
Tripticase de Soja e incubados a 37 °C / 18 — 24 h.

Para o teste de coagulase foram transferidos 0,2 mL de cada cultura obtida
em BHI para um tubo estéril com 0,2 mL de cultura, 0,5 mL de Coagulase Plama-
EDTA (plasma de coelho com EDTA) e foram incubados a 37 °C por 6 h. Ao final de
das seis horas foi observado se ocorreu a coagulacdo completa do contetudo do

tubo, confirmando uma reacéo positiva (SILVA et al., 2007).

4.5 PROCEDIMENTOS PARA ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Para a realizacdo das analises fisico-quimicas, foi utilizado o “EKOMILK”, um
analisador de Leite ultrassOnico portatil, para analises rapidas, que realiza as
analises de gordura, extrato seco desengordurado (ESD), densidade, ponto de
congelamento, proteina e % de agua adicionada intencionalmente (analise de
adulteracao e fraude) com tempo de 90 segundos, podendo processar 150 analises
por hora. Além de apresentar economia, pois reduz gastos com materiais quimicos,
vidrarias, utensilios e custos diretos. Todas essas analises foram feitas de uma sé
vez, com um alto nivel de confianca e precisdo dos resultados obtidos
(CASTANHEIRA, 2010).

Para realizar estas analises, foram colocados 20 mL da amostra de leite a ser
avaliada numa cubeta e inseriu-se a mesma no local apropriado do equipamento.
Entéo foi acionado o controle que inicia a analise da amostra. Este procedimento foi
realizado em triplicata com cada amostra, sendo o resultado final obtido da média

destes valores.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises microbiolégicas das amostras de leite
pasteurizado estdo expressos na Tabela 1. Observa-se que das 5 amostras
analisadas, somente a amostra niumero “3” apresentou valores fora dos padrdes
microbiolégicos para Coliformes a 45 °C, que de acordo com a Resolucdo da
Diretoria Colegiada n° 12/2001 (BRASIL, 2001) os limites maximos para Coliformes
a 45°C sao de 4 NMP / mL e os valores encontrados no presente trabalho foram de

46,0 NMP / mL.

Tabela 1 — Anélise Microbiol6gica de Coliformes a 30°C e a 45°C, Mesdéfilos e Staphylococcus

coagulase positiva em leite pasteurizado.

Amostra Coliformes a Coliformes a Mesofilos Staphylococcus

-1

30°C (NMP mL™Y)  450c (NMPmL™Y)  (UFcmL™)  coag. positiva (UFC mL

1 <3 <3 05x10? <10
2 <3 <3 08x10° <10
3 110,0 46,0 06x10° <10
4 <3 <3 05x10" <10
5 <3 <3 03x10° <10
Padréo "4 "4 08x10* -

Fonte: ~ IN 51/2002 - MAPA - Regulamento Técnico de Producd o, Identidade e Qualidade do

Leite Pasteurizado. (BRASIL, 2002).

“"RDC 12/2001 — ANVISA - Regulamento Técnico sobre Pa drdes Microbioldgicos para
Alimentos. (BRASIL, 2001).

Esses resultados encontrados no presente trabalho assemelham-se aos
obtidos por Oliveira et al. (2003) e Andurand et al. (2004), que detectaram
contaminacdo por coliformes a 45 € em 47,5 e 44 % das amostras de leite
pasteurizado tipo C comercializadas em Terezina - Pl e em Recife - PE, res-
pectivamente. Ja Polegato et al. (2003), evidenciaram elevada contagem de
coliformes a 45 € em 93 % das amostras de leite produzidas por mini usinas da
Regido de Marilia, S&o Paulo.

De acordo com Ornelas et al. (2002) que analisaram 46 amostras de leite
pasteurizado, das seis amostras (13 %) foram condenadas pela presenca de
coliformes a 35 T e a 45 €. Ja Padilha et al. (19 99) ao realizarem uma avaliacdo

da qualidade higiénico-sanitaria do leite tipo C comercializado no Recife,
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encontraram 82 (32,8 %) e 60 (24 %) amostras insatisfatorias para as pesquisas de
coliformes a 30 C e 45 C, respectivamente, em 250 amostras de leite analisadas.

A amostra “3” também se apresentou fora dos padrées microbiologicos para
Coliformes Totais, com valores de 110,0 NMP / mL™, que segundo a Instrucdo
Normativa n° 51/2002, esse valor deve ser no méaximo de 4 NMP / mL™ (BRASIL,
2002). Essa amostra apresentou-se fora dos padrbes para micro-organismos
aerdbios meséfilos com um valor de 6x10° UFC / mL™, onde o padrdo segundo a
Instrucdo Normativa n° 51/2002 deve ser de 8x10* UFC / mL™, mostrando-se assim
como sendo uma amostra de ma qualidade sanitaria, considerando assim seus
resultados como insatisfatorios.

Elevadas contagens de Coliformes Totais e Coliformes a 45 °C indicam
possiveis falhas na pasteurizacdo ou de contaminacdo poés-processamento em
alimentos pasteurizados. Os coliformes sao facilmente destruidos pelo calor e ndo
devem sobreviver ao tratamento térmico e por serem hospedeiras do intestino de
mamiferos, sua presenca no leite pode ser atribuida a contaminacdo fecal e
consequentemente provocar doencas infecciosas apresentando carater endémico.
Além de serem importantes do ponto de vista higiénico, sdo de grande importancia
sob o ponto de vista tecnoldgico, pois podem fermentar a lactose, formando por¢des
significativas de acido, dentre outros defeitos (TRONCO, 2008).

Como pode-se observar na Tabela 1, para os demais micro-organismos
analisados, com excecdo da amostra “3”, os resultados se mostraram satisfatorios,
pois apresentaram baixas contagens de aerdbios mesdfilos, indicando uma boa
gualidade sanitaria, além de estar de acordo com a IN 51/2002 (BRASIL, 2002) que
estabelece limite maximo de 8x10* NMP mL™. Estas contagens sdo comumente
empregadas para indicar a qualidade sanitaria dos alimentos, pois mesmo que 0s
patdgenos avaliados estejam ausentes e que ndo tenham ocorrido alteragbes nas
condi¢gBes sensoriais do alimento, um numero elevado de micro-organismos indica
que o alimento é insalubre. Portanto, uma alta contagem de mesofilos, que se
multiplicam & mesma temperatura da do corpo humano, significa que houve
condi¢cdes para que esses patdogenos se multiplicassem (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

Ja& o Staphylococcus coag. positiva também apresentou baixas contagens em

todas as amostras. Este tipo de micro-organismo nao apresenta padrbes na
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legislacdo do leite pasteurizado, porém é muito importante sua contagem, pois sao
produtores de enterotoxinas que podem causar intoxicagao ao homem.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das analises fisico-quimicas,
onde pode-se observar que trés amostras apresentaram-se fora dos padrbes da
legislacdo em pelo menos um dos parametros analisados segundo IN 51/2002
(BRASIL, 2002), expostos a seguir.

Tabela 2 - Parametros Fisico-Quimicos das amostras de leite  pasteurizado

comercializado na cidade de Francisco Beltrdo — PR.

Amostra Gordura ESD Densidade Crioscopia Fraude Proteina
(%) (%) (g/ml) °C (%) (%)
1 2,96 8,67 1,031 -0,536 0,00 3,05
2 5,10 8,12 1,027 -0,532 0,00 2,64
3 3,42 8,10 1,028 -0,506 4,45 2,59
4 3,31 8,76 1,031 -0,540 0,00 3,02
5 3,72 8,79 1,030 -0,550 0,00 3,16
Padréo 3.0 8.4 1,028 a 1,034 -0,512 0,0 29

Fonte: IN 51/2002 - MAPA - Regulamento Técnico de Producéo, Identidade e Qualidade do
Leite Pasteurizado. (BRASIL, 2002).

Através da observacdo dos resultados da Tabela 2, notou-se que a amostra
n° “1” teve o valor de 2,96 % de gordura, estando abaixo dos padrdes da IN 51/2002
(BRASIL, 2002) onde estabelece que este valor deve ser de 3 %.

Andrade et al. (2006) ao analisarem 12 amostras de leite pasteurizado
comercializado na Cidade de Araguari-MG, observaram que oito (66,66 %) amostras
apresentaram teores de gordura abaixo do padrdao desejavel de, no minimo, 3 %; e
cinco amostras (41,5 %) indicaram valores menores do que o estabelecido para
EST, o que pode ser indicativo de fraude por adicdo de agua, mesmo com a den-
sidade dentro do normal, pois existem substancias adicionadas ao leite que regulam
a densidade, como os acucares e cloretos. Silva et al. (2002) observaram que 70 %
das amostras apresentaram um teor de gordura inferior a 3 %, com variacdo entre
2,0 % e 3,0 %. Vale ressaltar que a redugéo da gordura compromete diretamente o
rendimento industrial, principalmente em relacao a fabricacdo de queijos.

JA a amostra n° “2” apresentou o valor de 8,12 % de Extrato Seco

Desengordurado (ESD) e 2,64 % de proteina, onde estes valores deveriam ser
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segundo a IN 51/2002 (BRASIL, 2002) de 8,4 % e 2,9 %, respectivamente. Este
estudo difere de Lima et al. (2006), que avaliando amostras de leite da Regidao
Agreste do Estado de Pernambuco, observaram que todas as 301 amostras
analisadas apresentaram meédias elevadas (3,06 a 3,12 %) de proteina. A proteina
do leite tem sido atualmente, um dos critérios de pagamento do leite por qualidade,
por laticinios de varios paises, pois o teor de proteina aumenta o rendimento
industrial principalmente para a fabricacdo de queijo. O fator que mais afeta a
composicao do leite é a nutricdo animal, além da questdo ambiental relacionada, o
estresse térmico tem um impacto muito grande no teor de gordura e sélidos do leite
(DURR et al., 2000).

Na amostra “2” também pode-se notar que a densidade apresentou um valor
de 1,027, estando abaixo do limite da legislacdo, que de acordo com a IN 51/2002
(BRASIL, 2002) este valor deve ser de 1,028 a 1,034. Isso ocorreu possivelmente
devido ao aumento da quantidade de gordura (TRONCO, 2008).

Os valores encontrados no presente trabalho (Tabela 1) diferem dos
encontrados por Silva et al. (2002) que, ao analisar dez amostras de leite
pasteurizado comercializados na Cidade de Sao Luis - MA, verificaram 100 % das
amostras com valores de densidade em acordo com a legislagéo.

Enquanto que a amostra n°® “3* — a mesma que estava fora dos padrbes
microbioldgicos - apresentou o valor de 8,10 % para Extrato Seco Desengordurado
(ESD), estando fora do padréo, e -0,506 °C de indice Crioscépico, onde deveria
estar com valor de no minimo -0,512 °C, indicando uma possivel fraude, por adicao
de aproximadamente 4,45 % de agua no produto. Esta amostra também apresentou
2,59 % de proteina, enquanto que o padréo é de 2,9 %. Valores abaixo dos padrdes
comprometem o valor nutricional do leite, principalmente em relacdo aos
aminoacidos essenciais. A adicdo de agua ao leite ndo s6 reduz a qualidade do
mesmo, como também pode ocasionar contaminacédo dependendo da qualidade da
agua adicionada, representando um risco a saude do consumidor (IAL, 2004).
Ferreira et al. (2006) avaliando a qualidade fisico-quimica de leite pasteurizado
comercializado na cidade de Jaboticabal — SP, observaram quatro (13,33 %)
amostras com valores inferiores ao preconizado para crioscopia, caracterizando uma
possivel fraude por adicdo de agua.

Ressaltando ainda mais a necessidade de realizar um maior controle deste

tipo de alimento por parte de todos os envolvidos na producao e fiscalizagao do leite
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pasteurizado comercializado na cidade do presente estudo, pois 0s resultados
obtidos neste trabalho podem ser considerados insatisfatérios sob o ponto de vista
higiénico-sanitario, tecnolégico e nutricional, comprometendo assim a saude e 0s

direitos dos consumidores.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, pode-se observar que
das cinco marcas de leite analisadas somente a marca n° “3” estava fora dos
padrdes microbioldgicos, pois apresentou elevadas contagens de Coliformes Totais
e Termotolerantes acima dos limites permitidos, indicando uma possivel
contaminagcdo ap0s O processamento ou tratamento térmico insuficiente, né&o
estando apto para o consumo.

Dentre as caracteristicas fisico-quimicas avaliadas, verificou-se que as
marcas “1”, “2” e “3” apresentaram valores fora dos padrdes da legislacdo em pelo
menos um dos seus parametros fisico-quimicos.

Os resultados mostraram a necessidade de maior controle, orientacdo e
inspecao da producdo em toda cadeia produtiva do leite comercializado na cidade
de Francisco Beltrdo, para se detectar e inibir falhas no beneficiamento, aplicando as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), higienizacdo dos equipamentos e instalacdes

para obtencédo de um produto final seguro e de qualidade ao consumidor.
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