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Resumo

O leite é um dos alimentos mais completos da natureza e sua importancia é
baseado em seu elevado valor nutritivo e a alta digestibilidade. A
pasteurizacdo € necessaria e tem a finalidade de diminuir a0 maximo o
namero de microrganismos. A pesquisa teve como objetivo avaliar amostras
de leite pasteurizado tipo B e tipo C (desnatado ou padronizado) do leite
comercializado em Marechal Candido Rondon, Estado do Parana quanto ao
seu aspecto microbiologico. Foram coletadas 15 amostras de leites
pasteurizados. Nas andlises de coliformes totais e microrganismos
psicrotréficos, 2 amostras (13,33%) encontraram-se acima dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo. Concluiu - se que as marcas avaliadas de
leite pasteurizado comercializadas apresentam-se proprias para 0 consumo.

Introducao

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas — RIISPOA, artigo 475 (BRASIL, 1997).

O leite é considerado um dos alimentos mais completo para consumo
humano, por apresentar alto teor de proteinas e sais minerais (BORGES et
al.., 1989). Porém, devido essa riqueza nutritiva de proteinas, sais minerais,
gorduras, carboidratos, vitaminas e agua, é também um excelente meio de
cultura para desenvolvimento de microrganismos diversos (FRAZIER,1993),
podendo ainda ser contaminado durante 0 Sseu manuseio, transporte,
processamento e armazenamento (PELCZAR, 1981).

Cordeiro et al (2002) cita que 0os microrganismos presentes no leite
podem provocar alteragbes como degradacdo de gorduras, proteinas e
carboidratos, o que torna inaceitavel para o consumo.

O Brasil possui 0 maior rebanho bovino do mundo, totalizando 207,2
milhdes de animais. Minas Gerais é o principal produtor nacional de leite de
vaca, com 28,1%, e o Parana encontra-se na terceira colocacdo com
(10,3%) (IBGE, 2005). Possuindo 118.884 estabelecimentos com produgéo
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de leite de vaca, o que totaliza aproximadamente 2.048.486 mil litros de leite
produzidos anualmente (IBGE, 2006).

A regido oeste do Parana lidera a producao de leite dentro do estado,
com uma produgédo de 745.715 mil litros e uma produtividade de 2.502
litros/animal/ano (EMBRAPA, 2005), representando 36,40% da producéo
estadual.

Dentro da microrregidao de Toledo, o municipio de Marechal Candido
Rondon, apresenta uma produgéo de 97.630 mil litros de leite, com uma
produtividade de 3.984 litros/vaca/ano (EMBRAPA, 2005), o que representa
4,76% da producédo estadual, 13,09% da produgcéo da regido oeste do
Parana e 0,39% da producé&o nacional.

Os microrganismos sao 0s principais responsaveis pela transmissao
de doencas a partir do leite e seus derivados, e pela deterioracdo da
gualidade destes alimentos (GOMES e GALLO, 1995). De acordo com
Zadow (1989), esses microrganismos contaminantes podem causar
alteragdes fisico-quimicos e sensoriais, além de problemas econémicos e de
saude publica, limitando a durabilidade do leite e seus derivados.

Segundo Silveira (1997), um leite de baixa qualidade microbiolégica
nao se conserva por longos periodos, mesmo sob refrigeracao, devido a sua
contaminacgdo principalmente por bactérias psicotréficas formadoras ou nao
de esporos, que apesar do seu crescimento lento, produzem grandes
quantidades de enzimas, principalmente lipases e proteases que iram
causar alteracdes no produto rapidamente.

A pasteurizacdo € um tratamento térmico obrigatério em todo leite
produzido no Brasil, a sua nao utilizacdo, faz com que o produto seja
classificado como clandestino. Esse tratamento tem como objetivo principal
a destruicdo de microrganismos patogénicos associados ao alimento em
questdo. Um objetivo secundario € aumentar a vida de prateleira do
alimento, reduzindo as taxas de alteracdes microbiologicas e enzimaticas. A
pasteurizacdo é, muitas vezes, combinada com outros métodos de
conservacdo e muitos produtos pasteurizados sao estocados sob
refrigeracdo (POTTER e HOTCHKISS, 1995).

A pasteurizacdo é dividida em lenta, a temperatura utilizada é de 65°C
durante 30 minutos. Na pasteurizacdo rapida utiliza-se temperaturas de 75°C
durantes 15 a 20 segundos, na literatura freqiientemente encontramos este
tipo de pasteurizacdo com a denominacdo HTST (High Temperature and
Short Time), alta temperatura e curto tempo. E utilizada para leite tipo A, B e
C. Outro tipo de processo é a pasteurizacdo muito rapida, na qual as
temperaturas utilizadas vdo de 130°C a 150°C, durante trés a cinco
segundos, este tipo € mais conhecido como UHT (Ultra High Temperature)
ou longa vida.

O leite pasteurizado é mantido em baixas temperaturas para sua
conservagcao. Embora o resfriamento possa exercer um importante papel na
melhoria da qualidade do leite, pode haver comprometimento da qualidade
do produto devido a proliferacdo de microrganismos psicrotroficos (SOUZA
et al 1999). Os microrganismos psicotréficos sdo um grupo importante no
leite, sob o ponto de vista deteriorativo, principalmente porque produzem

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



enzimas que agem sobre os constituintes do leite causando alteracdes
fisico-quimicas e organolépticas. Sao considerados como aqueles que sao
capazes de crescer em temperaturas igual ou inferior a 7°C, independente
da sua temperatura 6tima de crescimento (SHAH, 1994).

Com a implantacéo e difusdo dos sistemas de refrigeracao do leite na
propriedade rural, esse grupo de microrganismos tornou-se uma das
principais populacdes da microbiota do leite (CHAMPAGNE et al, 1994),
respondendo por ndo menos que 10% da populagdo microbiana total do leite
e rapidamente predominando com o resfriamento (SHAH, 1994). A
populacdo de microrganismos psicotréficos pode representar de 70% a 75%
de toda microbiota do leite, dependendo do grau de higiene do processo (DE
SANTANA, 2001).

Segundo Adams (1975), bactérias psicrotréficas na quantidade de 1,0
x 10* UFC/mL podem produzir enzimas termoestaveis responsaveis por
cheiro e sabor desagradaveis e coagulacao do produto, encurtando sua vida
atil.

Enzimas termorresistentes originadas de microrganismos psicotroficos
sao responsaveis pelo desenvolvimento de “off flavor” de leite pasteurizado e
pela eficiéncia de determinados processos de fabricacdo, como a perda de
rendimento (2% a 16%) e aparecimento de defeitos na producao de queijos
além de serem capaz de provocar a gelatinizacdo do leite UHT, e amargor
em ambos produtos (CUNHA e BRANDAO, 2000).

Os principais grupos de microrganismos encontrados em leite cru séo
bactérias Gram-negativas, com grande incidéncia de bactérias do género
Pseudomonas, principalmente Pseudomonas fluorecens (SORHAUH e
STEPANIAK, 1997), além disso, sdo as mais comuns bactérias degradativas
que contaminam o leite resfriado depois da pasteurizacdo. As espécies
Gram-positivas constituem minoria, mas podem estar presentes em leite e
derivados. Outros géneros  Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Lactobacillus, Listeria, Microbacterium, Micrococcus,
Sarcina, Staphylococcus e Streptococcus tém sido isolados do leite, com
énfase para os géneros Bacillus e Arthrobacter (CHAMPAGNE, 1994).

As bactérias do género Bacillus sdo de ocorréncia comum, sendo
encontradas no solo, na dgua, em matérias-primas e alimentos processados.
Suas células vegetativas sdo destruidas na pasteurizacédo, entretanto, nédo
h4 a eliminacdo de seus esporos, podendo ativar sua germinacao
(ANDERSSON, 1995).

Grosskopf e Harper (1969) descreveram inicialmente a presenca de
bactérias esporogénicas psicrotroficas do género Bacillus em leite cru e
pasteurizado. Dentre as varias espécies de bactérias desse género, a
Bacillus cereus, isolada em leite cru, pasteurizado e UHT por varios autores
(GIFFEL et al, 1996; GIFFEL et al, 1997; LARSEN, 1997; NOTERMANS,
1997) é a mais importante, pois além de reduzir a vida de prateleira do leite
pasteurizado em especial, pode produzir toxinas.

Temperaturas de estocagem do leite pasteurizado acima de 8°C
podem propiciar o crescimento de B. cereus provocando amargor no produto
pela acao de uma lecitinase (lipase extracelular) que atua na nata.
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Os coliformes totais sdo aqueles que pertencem a familia
Enterobacteriaceae representados principalmente pelos géneros Klebsiella,
Escherichia, Citrobacter e Enterobacter e que fermentam a lactose,
produzindo &cido e gas quando incubados a 35°C durante 24 a 48 horas
(SILVA et al, 1997).

Os coliformes sé@o anaerdbicos facultativos e apresentam temperatura
ideal de crescimento entre 30°C e 37°C. Sao proteoliticos e causam odores
indesejaveis no leite. Seu crescimento é bloqueado em pH (potencial
hidrogeniénico) inferior a 6,0. Os coliformes s&o destruidos pela
pasteurizacdo rapida (HTST). Eles séo utilizados como microrganismos teste
no monitoramento da qualidade microbiolégica de processos em laticinios.
Se coliformes séo detectados no leite e na canalizagdo apods o pasteurizador,
isso indica um sistema de limpeza desinfeccéo deficiente.

A presenca de coliformes totais indicam contaminagdo pos
processamento ou pasteurizacdo inadequada, ja que este grupo nao é
termodurico, e, portanto, sensivel as temperaturas de pasteurizacdo
(ROBINSON, 1987).

Objetivou-se com este estudo avaliar a qualidade microbiol6gica com
relacdo a bactérias psicrotroficas e coliformes totais do leite comercializado
no Municipio de Marechal Candido Rondon, comparando os resultados
obtidos com os padrdes da legislacdo nacional vigente.

Materiais e Métodos

As amostras de leite foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais do municipio de Marechal Candido Rondon - PR no periodo de
Dezembro de 2007 a Marco de 2008. Foram analisadas 15 amostras no
total, sendo 3 amostras do tipo B (marca X); 6 amostras do tipo C
Padronizado (3 amostras da marca Y e 3 amostras da marca Z); e 6
amostras do tipo C Desnatado (3 amostras da marca T e 3 amostras da
marca V). Foram feitas 3 repeticdes de analises.

Em cada analise foram coletadas cinco amostras de diferentes
marcas comerciais de leite pasteurizado (1 amostra do tipo B, duas amostras
do tipo C Padronizado e 2 amostras do tipo C Desnatado) comercializados
no municipio, sendo transportadas em caixa isopor contendo frascos de gel
congelados para manter o ambiente interno da caixa resfriado.

As amostras foram transportadas até o Laboratorio de Microbiologia e
Bioguimica da UNIOESTE, onde foi feita a desinfeccdo externa das
embalagens com a utilizacdo de alcool etilico 70%, agitacdo da embalagem
para homogeneizacdo dos soélidos e microrganismos do leite e preparacao
das diluicGes para analise.

Na primeira analise, as amostras foram adquiridos no periodo da
manha, proximo as 9:30h, sendo observada a temperatura de 10°C na
gondola expositora. Na segunda e terceira andlise, as amostras foram
adquiridas a tarde as 14:00h e 15:00 horas, respectivamente, apresentando
temperatura dentro do limite (10°C).
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Todas as amostras se encontravam dentro do prazo de validade,
variando entre elas de um a dois dias para a data de vencimento.

Para todas as amostras foram feitas analises microbiolégicas para
contagem total de bactérias psicrotroficas (UFC/mL) e coliformes totais
(NMP/mL).

Foi utilizado 1 mL de cada amostra de leite, que foi colocado em tubo
de ensaio esterilizado contendo 9 mL de &agua destilada esterilizada,
obtendo-se assim a diluicdo 10 . A partir dessa diluicdo, foram feitas
diluicdes em série até a obtencdo da diluicdo 10 .

As diluicdes 10°% 10 *; 10 2 10 3 10 * foram semeadas em PCA
(Agar Padrao de Contagem), utilizado para contagem de microrganismos
psicrotroficos, com incubacéo de 7°C durante 10 dias em incubadora do tipo
B.O.D. Com o auxilio de um contador de coldnias, foi feita a contagem do
namero de coldnias e multiplicada a média aritmética das duplicatas pelos
respectivos fatores de diluicdo. Os resultados foram expressos em UFC/mL
de leite (Unidade Formadora de Col6nia por mililitro de leite).

De acordo com a metodologia, foram transferidas aliquotas de 1 mL
das diluicbes 10 *; 10 % 10  para 10 mL de Caldo Lactosado. Essas
amostras foram incubadas em estufa a 35°C por 24/48 horas em 3 séries de
3 tubos (contendo tubo Durhan). As amostras positivas para formagéao de
gas em Caldo Lactosado tiveram aliquotas transferida para tubos contendo
Caldo Bile Verde Brilhante 2%, os quais foram incubados a 35°C por 24/48
horas para o teste confirmativo de coliformes totais. Os resultados foram
expressos em NMP/mL de leite (NUmero Mais Provavel por mililitro de leite).

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises microbiolégicas das amostras de leite
avaliadas estédo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 — Analises Microbiol6gicas dos leites das Marcas X, Y, Z, T,V

Amostra Contagem Psicrotrofico Coliformes Totais

(Marca) Andlise UFC/mL NMP/mL
X 1 8,35 x 102 3
X 2 2,50x101 0
X 3 2,78 x 104 4
Y 1 1,15x 102 2
Y 2 <10 0
Y 3 3,0x101 0
Z 1 9,85 x102 3
Z 2 2,35 x 104 0
Z 3 3,0x101 0
T 1 2,0x 101 7
T 2 <10 0
T 3 <10 0
\% 1 4,1 x 103 6
V 2 3,0x101 0
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V| 3 | 6,05x102 | 0

De acordo com os limites estabelecidos pelo MAPA, através da IN 51,
2002, das 15 amostras analisadas, 13 (86,66%) foram aprovadas,
apresentando coliformes totais inferior a 4 NMP/mL.

Para microrganismos psicrotroficos, o Regulamento da Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — R.LLS.P.O.A.
estabelece o limite de 4,0 x 10° UFC/mL e 1,5 x 10* UFC/mL para o leite
pasteurizado tipo B e C, respectivamente.

De acordo com esses limites, as amostras X3 (2,78 x 10%) e 72 (2,35x
10%) encontraram-se acima do limite padréo, representando 13,33% do total
de amostras analisadas.

Esses valores podem ser efeitos do horario no qual as amostras
foram adquiridas, pois a amostra X3 foi adquirida as 15:00 horas, e a
amostra Z2 foi adquirida as 14:00 horas.

A diferenca de horario ao adquirir as amostras pode ter influenciado
nos diferentes resultados do leite pasteurizado tipo B (marca X), sendo
valido também para os resultados obtidos para o leite tipo C desnatado da
marca T.

As amostras de leite da marca Y (tipo C padronizado), podem ter
sofrido influéncia do manejo deficiente na obtencdo do leite e
processamento, pois 0S microrganismos sao eliminados no processamento
industrial, mas suas enzimas continuam atuando sobre os componentes do
leite (lipidios e proteinas).

O resultado encontrado neste trabalho difere do encontrado por
Cordeiro et al. (2002), que avaliando 43 amostras de leite pasteurizado tipo
C proveniente de micro-usinas de Campos dos Goytacazes — RJ
constataram que todas as contagens (100%) para bactérias psicrofilas
estavam dentro dos padrdes oficiais. Resultado semelhante ao encontrado
por Maricato et al. (2002), que avaliando 50 amostras de leite tipo C
verificaram contagens de psicrotréficos inferior a 3,0 x 10> UFC/mL em todas
as amostras.

Zocche et al. (2002) pesquisando 40 amostras de leite B e C
coletadas em Palotina (PR) verificaram que as contagens de psicrotroficos,
no geral, foram baixas, sendo que ndo ha padrdo na legislacdo para este
grupo de microrganismo. A excecdo concentrou-se em uma analise cuja
contagem foi de 2,5 X 10" UFC/mL.

Segundo Adams (1975), bactérias psicrotréficas na quantidade de 1,0
x 10* UFC/mL podem produzir enzimas termoestaveis responsaveis por
cheiro e sabor desagradaveis e coagulacao do produto, encurtando sua vida
atil.

Ferreira et al (2006) analisando 30 amostras de uma Unica marca de
leite pasteurizado tipo C comercializado em Jaboticabal — SP, encontraram
valores que variaram de 1,0 x 10®> a 5,9 x 10° para microrganismos
psicrotroficos e para coliformes totais e fecais, 16 amostras (53,0%) e 18
amostras (60,0%), encontraram - se em desacordo com a legislacdo,
respectivamente.

Anais do | Seminario Internacional de Ciéncia, Téogia e Ambiente,
28 a 30 de abril de 2009. UNIOESTE, Cascavel —rZareBrasil.



Em relacdo a coliformes totais, apenas 2 amostras (13,33%),
encontraram-se acima do valor permitido (4 NMP/mL), resultado muito
semelhante ao encontrado por Carvalho et al (2004) em Patos — PB, onde
10,0% das amostras estavam em desacordo com a legislagéo.

Para todas as amostras da primeira analise (X1, Y1, Z1, T1, V1),
encontrou-se a presenca de coliformes totais, ainda que dentro do padréo do
MAPA, exceto T1 e V1, que estavam acima do permitido com 7 e 6 NMP/mL,
respectivamente, podendo ser resultado de influéncia do ambiente rural,
higienizacdo de equipamentos na industria, no laboratorio de analises e no
manejo dos equipamentos dentro do laboratorio.

A amostra X3 apresentou 4 NMP/mL, podendo ser resultado da
higienizacdo deficiente na inddstria, no propriedade rural, pois as outras
amostras analisadas no mesmo dia (Y3; Z3; T3; V3) ndo apresentaram
contagem para coliformes totais.

Outro resultado semelhante foi descrito por Timm et al (2001) ao
analisar 74 amostras de tipo pasteurizado tipo C na regido sul do Rio Grande
do Sul verificaram que 16,22% e 2,70% das amostras estavam fora dos
padrdes para coliformes totais e fecais, respectivamente.

Tamanini et al (2007) avaliando 80 amostras de leite pasteurizado tipo
C na regidao norte do Parand, verificaram que apenas 3,7% das amostras
estavam acima dos padrbes para microrganismos mesofilos, porém 30,0%
das amostras apresentavam altos indices de coliformes totais, indicando
insatisfatoriedade na qualidade microbiolégica do leite. Freitas et al.. (2002)
encontraram resultados semelhantes ao analisar 51 amostras de leite
pasteurizado tipo C em Belém — PA, onde 32,3% das amostras estavam
acima do limite estabelecido pela legislacdo. Sena et al (2001) analisaram 61
amostras de leite tipo C comercializadas em Recife e constataram que
36,1% das amostras apresentaram valores acima dos padrbes legais
estabelecidos para NMP de coliformes totais, muito semelhante aos
descritos anteriormente.

Leite et al (2002) avaliando 20 amostras de leite pasteurizado tipo C
comercializado em Salvador — BA, determinaram que 55,0%( llamostras)
estavam em desacordo com a legislacéo para coliformes totais, e 35,0% (7
amostras) se encontravam em desacordo para coliformes fecais, indicando
um risco para a saude da populacao.

Em andlise de 30 amostras de leite pasteurizado comercializado em
Itapetinga — BA, Maciel et al (2003) determinaram que 70,0% das amostras
estavam em desacordo para coliformes totais, e ainda mais preocupante,
90,0% das amostras se encontraram acima dos padrdes legais para
coliformes fecais. Resultado semelhante ao encontrado por Vieira e
Carvalho (2003) em analise de uma Unica amostra de leite pasteurizado tipo
C comercializado em Patos — PB, onde constataram que 42 amostras
(70,0%) se encontravam fora do padréo.

Bastos et al (2006) analisando o leite pasteurizado comercializado no
municipio de Muriaé — MG e regido determinaram a presenca de
microrganismos do género Klebsiella em 100% das amostras, este
microrganismo, pertence ao grupo dos coliformes totais, comumente
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presente nas fezes animais e natureza, indicando precarias condicdes
higiénico-sanitarias e uma grande deficiéncia no controle de qualidade
microbioldgica.

Freitas e Gléria (1993), Moreno et al (1999) e Hoffmann et al (1998),
encontraram, respectivamente, 83%, 90,9% e 100% das amostras fora dos
padrées, com contagens de coliformes totais acima dos limites toleraveis. A
presenca de quantidade elevada de coliformes totais no leite corretamente
pasteurizado é claro sinal de recontaminacéo.

Essa recontaminacdo pode ser atribuida a deficiéncia na limpeza e
sanificacdo de equipamento ou a qualidade da agua utlizada nos
procedimentos de limpeza e enxaguie. As falhas nos procedimentos de
higienizacdo permitem que os residuos aderidos aos equipamentos e
superficies se transformem em potencial fonte de contaminacédo (ZOTTOLA,
1994). Esses residuos constituem fontes de energia para que
microrganismos possam se multiplicar. A evolucdo deste processo forma
uma massa composta por residuos, microrganismos e seus produtos
extracelulares que recebe o nome de biofilme (SILVA JUNIOR, 2002). No
biofilme os microrganismos se tornam mais resistentes a acdo de agentes
quimicos e fisicos usados nos procedimentos de higienizacdo, tornando
dificil sua eliminacdo (PARIZI, 1998).

Bueno et al. (2007) avaliando a qualidade do leite pasteurizado de 35
amostras provenientes de trés industrias da regido Sul do Rio Grande do Sul
verificaram que apenas duas (5,7%) apresentaram coliformes fecais acima
do limite da legislacdo e em 1 amostra foi identificada a presenca de
Salmonella spp, sendo portanto, improprias para 0 consumo, evidenciando
falhas na pasteurizacéo e/ou envase do produto.

Kozusny-Andreani e Mendes (2007) pesquisando bactérias
patogénicas em 100 amostras provenientes de quatro diferentes marcas de
leite tipo C observaram que 100% das amostras de leite da marca 1
apresentaram contaminacdo por Escherichia coli e as marcas 2 e 3
apresentaram 22% e 18% respectivamente de contaminacao.

Conclusao

Para a maioria das amostras analisadas conclui-se que com relacédo a
bactérias psicrotroficas e coliformes totais o leite pasteurizado
comercializado no municipio de Marechal Candido Rondon, Parana, no
periodo avaliado, apresentou-se proprio para o consumo.
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