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Resumo

A granelizacao trouxe uma melhoria da qualidade do leite recebido pela industria, pois o arma-
zenamento e o transporte do leite refrigerado até a industria reduzem o problema de proliferacao
de microrganismos mesofilos que aumentam a acidez deste, prejudicando o beneficiamento.
Entretanto, com a permanéncia do leite a temperaturas de refrigeracao por periodos prolonga-
dos, tem sido notada a substituicao da microbiota deteriorante mesoéfila por uma microbiota de
bactérias psicrotréficas. Os microrganismos psicrotréficos contribuem para a deterioracao do
leite da seguinte forma: produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas que sao excretadas no leite
cru durante a estocagem antes do processamento. Estas enzimas sao termorresistentes, assim
resistem ao processamento térmico e causam alteracoes durante o skelf life (vida de prateleira)
dos produtos lacteos. Este trabalho verificou a incidéncia de microrganismos psicrotroficos e
mesofilos no leite cru destinado a producao de leite UHT. Foram coletadas amostras de leite
cru refrigerado as quais mostram contagens para mesofilos e psicrotréficos acima de 10°, o que
aponta a producdo de enzimas psicrotroficas, resultando em aumento na quantidade de sedi-
mentos produzidos. Observou-se que a alta contagem inicial de microrganismos psicrotréficos
teve relacdo direta com a vida de prateleira do leite UHT.
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1 INTRODUCAO

A qualidade insatisfatoria do leite produzido no Brasil é um problema cronico, de dificil
solucao, em que fatores de ordem social, econdmica, cultural e até mesmo climatica estao envol-
vidos, e que nao tém merecido a devida atencao no campo politico, apesar do importante papel
representado pelo leite na alimentacao da populacao. O leite, por ser considerado um alimento
completo em nutrientes, facilmente assimilaveis, torna-se um excelente alimento para o homem

e um meio de cultura para a maioria dos microrganismos encontrados na natureza.
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Com crescimento do setor de lacteos, fez com que surgisse a necessidade do armazena-
mento prolongado. Isso acabou se tornando uma realidade, no entanto, o desafio se encontra na
manutencdo da qualidade desses produtos. Entretanto, nao se pode garantir um produto com
vida util prolongada se ndo for dada atengao a producio e estocagem da matéria-prima. Com
1880, iniciou-se no Brasil na década de 1990 a estocagem do leite cru refrigerado, regulamentado
pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) em 2002 com a IN n. 51 (Re-
gulamento técnico de identidade e qualidade do leite cru refrigerado). Isso reduziu os prejuizos
por deterioragao do leite por atividade acidificante das bactérias mesofilas. Mas, por outro lado,
surgiu outro problema para a inddstria de lacteos, que, em razao do tempo prolongado de per-
manéncia do leite cru em temperatura de refrigeracao, favoreceu o desenvolvimento de bactérias
psicrotroficas, as quais produzem enzimas termorresistentes que mesmo apds a pasteurizacao e
o tratamento UHT, continuam agindo sobre o leite.

Em geral, quanto maior o nimero de contaminantes € quanto mais alta a temperatura na
qual o leite permanece (préxima de 30 °C), menor serd o seu tempo de conservacao. De forma
geral, a qualidade do leite estd associada a carga microbiana presente no produto (MUTUKU-
MIRA et al., 1996). No Brasil, o leite iz natura apresenta baixa qualidade; este fator esta relacio-
nado a influéncia das estagoes do ano, as praticas de produgao e manuseio em nivel de fazenda,
localizagao geografica, temperatura de permanéncia do leite e a distancia do transporte entre
a fazenda e a plataforma de recepcao da industria, que contribuem para o desenvolvimento de
microrganismos contaminantes do leite.

Os principais beneficios alcancados com o resfriamento do leite nas propriedades e seu
transporte a granel sao a melhoria da qualidade da matéria-prima e o aumento da eficiéncia
produtiva para o produtor e também para a inddstria. Obviamente, apenas o resfriamento do
leite ndo soluciona o problema da falta de qualidade do leite. A cadeia deve ser trabalhada como
um todo, incluindo a ordenha e o manejo dos animais, com treinamento dos produtores a fim
de implementar as boas praticas agropecudrias; a carga microbioldgica do leite cru é de extrema
importancia para a qualidade final de produtos lacteos.

Um leite de baixa qualidade microbioldgica nao se conserva por longos periodos, mesmo
sob refrigeracao, em razao da sua contaminagao principalmente pelas bactérias psicrotréficas
formadoras ou nao de esporos, que apesar de seu crescimento lento, produzem grandes quan-
tidades de enzimas (lipases e proteases), que rapidamente alteram o produto. A contaminagao
do leite por microrganismos psicrotroficos produz perdas econdmicas e problemas tecnolégicos
para a industria, pois as enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas por esse grupo de micror-
ganismos estdo relacionadas a perda de qualidade e a reducéo de vida de prateleira do leite UHT
e de outros lacteos. Assim, o presente trabalho avaliou a influéncia das enzimas psicrotroficas

sobre a vida de prateleira do leite UHT.

2 REVISAO DE LITERATURA

O leite € definido a grosso modo como um produto da secrecdo mamaria. De acordo com o

Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), em
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seu artigo 475, denomina-se leite, sem outra especificagdo, o produto normal, fresco, integral,
oriundo da ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias (TRONCO, 2003).

Do ponto de vista bioldgico, o leite é o produto da secrecao das glandulas mamarias de
fémeas mamiferas, cuja funcao natural € a alimentacdo dos recém-nascidos (LIMA; COSTA;
YAMAGUCHLI, 2007).

Do ponto de vista fisico-quimico, o leite ¢ uma mistura homogénea de grande namero de
substancias (lactose, glicerideos, proteinas, sais, vitaminas, enzimas, etc.), em que algumas estao
em emulsao (a gordura e as substancias associadas), em suspensao (as caseinas ligadas a sais mi-
nerais) e outras em dissolucao verdadeira (lactose, vitaminas hidrossoluveis, proteinas do soro,
sais, etc.) (LIMA; COSTA; YAMAGUCHI, 2007).

A qualidade do leite cru produzido em diversas regioes do Brasil é considerada insatisfa-
tdria; este fator estd intimamente relacionado a taxa de multiplicacdo dos microrganismos conta-
minantes. Fatores como a qualidade bacterioldgica das dguas, utensilios nao perfeitamente higie-
nizados, sanidade dos ordenhadores e dos animais, contribuem, de modo decisivo, para o estado
microbioldgico do leite. Dessa forma, a higienizacdo prévia dos tetos, maos do ordenhador e do
local de ordenha, que inclui teteiras, latdes, ordenhadeira e piso, € fundamental para a reducao da
contaminacao por microrganismos deteriorantes e patogénicos no leite (YAMAZI et al., 2010).

Entende-se por leite cru refrigerado o produto oriundo da ordenha completa, ininter-
rupta, em condicoes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas, descansadas; refrigerado e
mantido nas temperaturas constantes, transportado em carro-tanque isotérmico da propriedade
rural para um posto de refrigeracdo de leite ou estabelecimento industrial adequado, para ser
processado (BRASIL, 2002).

O leite, considerado um alimento importante na dieta humana por ser altamente nu-
tritivo, torna-se um produto de facil deterioracdo, sendo necessaria a utilizacdo de métodos
de conservagio para reduzir parcial ou totalmente a microbiota patogénica e deteriorante para
prolongar o seu tempo de consumo com seguranca e qualidade.

A industria leiteira brasileira passou por um periodo de transformacoes em sua estrutu-
ra com significativas mudancas nos sistemas de armazenamento e transporte de leite, aliado a
constante preocupacao dos consumidores em relacao a seguranca alimentar, passando a exigir
do produtor uma matéria-prima de melhor qualidade. Considerando essas caracteristicas, em
2002 foram implementadas normas nacionais de padrao de qualidade do leite pelo MAPA com a
publicacdo da Instrucao Normativa n. 51, gerando a implementacdo de melhorias como a coleta
do leite cru refrigerado e seu transporte a granel (YAMAZI et al., 2010). Com o transporte do
leite refrigerado em caminhodes-tanque isotérmicos, obteve-se uma diminuicao da contagem de
microrganismos do leite, melhorando a qualidade microbiolégica do produto nacional.

De acordo com a IN n. 51/2002, nesse processo de conservagao do leite pelo frio, a tempe-
ratura de refrigeracao deve ser igual ou inferior a 4 °C, ap6s a segunda hora da ordenha, condicao
esta que pode favorecer a proliferacao de microrganismos psicrotréficos. Porém, segundo Santos
et al. (2009), a contagem de psicrotroficos sera baixa no leite refrigerado a 4 °C que for produzido
sob condicoes higiénicas adequadas.
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A IN n. 51/2002 estabelece ainda que a temperatura maxima de conservagao do leite na pro-
priedade rural dever ser de 7 °C e 10 °C no estabelecimento onde a matéria-prima sera processada;
o tempo transcorrido entre a ordenha e o recebimento do leite no estabelecimento industrial deve
ser de, no maximo, 48 horas, recomendado como ideal um periodo nao superior a 24 horas.

Deve-se considerar ainda, que o armazenamento do leite cru sob refrigeracao possibilitou
areducao de custos operacionais de producio, evitando perdas desta matéria-prima pela ativida-
de acidificante de bactérias mesofilicas (SHIRAI, 2010). Entretanto, a refrigeracao por periodos
prolongados pode comprometer a qualidade do leite cru, em razao da possibilidade de selecao de
bactérias psicrotréficas com atividade enzimatica, formadoras ou nao de esporos.

Muitas dessas enzimas proteoliticas sao termorresistentes, mantendo sua atividade apods
a pasteurizacao, resultando na perda de qualidade e na reducio da vida de prateleira do leite e
de outros produtos lacteos, pois provocam alteracdo no sabor e odor, perda de consisténcia e
gelatinizacdio (NORNBERG, TONDO; BRANDELLLI, 2009).

A gelatinizagio € considerada um dos principais problemas relacionado a qualidade do
leite UHT. Estudos relacionados apontam que esta alteracdo ocorre inicialmente pela acao das
proteases termorresistentes presentes na flora psicrotréfica do leite; essas enzimas degradam as
caseinas e promovem agregacao das micelas do leite.

Os niveis de contaminagdo por microrganismos psicrotréficos tém se tornado um sério
agravante relacionado a baixa qualidade microbiolégica do leite, visto que algumas espécies
psicrotréficas sdo patogénicas. Apesar da importancia dos psicrotroficos, o Ministério da Agri-
cultura nao estipula um padrao de identidade e qualidade do leite, baseado na contagem de
unidades formadoras de colonia destes microrganismos. Contudo, é considerada inviavel a uti-
lizacao de leite em que a contagem de psicrotroficos tenha excedido a 5,0 x 10° UFC/mL, pois,
nesse caso, ¢ grande a possibilidade da presenca de enzimas hidroliticas extracelulares durante
a fase log (SHIRAI, 2010).

Microrganismos psicrotroficos sdo aqueles que conseguem crescer em alimentos sob re-
frigeracdo em torno de 7 °C, independente de sua temperatura 6tima de crescimento, entre 20 °C
e 30 °C, podem ser bastonetes, cocos, vibrios, formadores ou nao de esporos, aerobios ou anaero-
bios (NORNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009).

As bactérias psicrotroficas encontradas no leite nao constituem um grupo taxondmico
especifico, suas cepas descritas pertencem aos dois grandes grupos de bactérias Gram positi-
vas ¢ Gram negativas, incluidas em pelo menos 15 géneros. Os principais géneros envolvidos
na alteracao do leite sao Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Alcaligenes, Micrococcus, Yersinia,
Staphylococcus, Listeria, Serratia, Corynebacterium e Clostridium, em que Pseudomonas e Bacillus sao
os principais géneros envolvidos, sendo Pseudomonas em razao do curto tempo de geracao a tem-
peraturas de refrigeracdo; o predominante, o leite cru, particularmente, a espécie Pseudomonas
fluorescens. A Yersinia, Bacillus e Listeria sao capazes de provocar enfermidades em humanos pela
ingestao de leite cru, em condicoes especiais (SHIRAI, 2010).

Na atual situagao de desenvolvimento da cadeia agroindustrial de leite, é de suma impor-
tancia uma andlise dos pontos criticos que podem levar a um alto risco de contaminacao do leite

por microrganismos psicrotréficos, havendo uma grande necessidade de associar a refrigeracao
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as boas praticas de fabricacdo, para que se evite ou monitore a contaminacao do leite por micror-
ganismo psicrotroficos, prolongando, assim, a vida 1til do leite e de seus derivados.

3 MATERIAIS E METODOS

As amostras foram coletadas semanalmente nos meses de junho a dezembro de 2011, nos
silos de leite cru refrigerado, que serviu de matéria-prima para a producao de leite UHT de um
laticinio da regiao Oeste de Santa Catarina.

O leite cru refrigerado foi coletado semanalmente dos silos por meio de valvulas, previa-
mente esterilizadas com alcool 70% e flambadas. As primeiras porc¢oes de leite obtido da valvula
de coleta foram descartadas, e, posteriormente, coletado com frasco esterilizado aproximadamen-
te 50 mL de leite. Apds a coleta os frascos foram fechados imediatamente e encaminhados ao la-
boratério de microbiologia, no qual foram realizadas as seguintes anélises: contagem-padrao de
aerobios mesoéfilos e de psicrotréficos. As andlises foram realizadas em capela de fluxo laminar
e os frascos com as amostra de leite foram desinfetados externamente com alcool 70%. Apods a
desinfeccao dos frascos, estes foram homogeneizados por inversao (invertidos de 20 a 25 vezes).
Com o auxilio de um pipetador automatico de 1 mL e ponteiras esterilizadas, foi transferido 1
mL da amostra para um tubo de ensaio contendo 9 mL de 4gua peptonada, sendo esta a primeira
diluicao (107), e assim, sucessivamente até a dilui¢ao 10%. A seguir, foi adicionado nas placas o
Agar Plate Count Agar — Merck (PCA), preparado de acordo com as orientacdes do fabricante,
contidas no rétulo, esterilizado a 121 °C por 15 minutos a 1 ATM fundido em micro-ondas e
resfriado a temperatura de 45 °C, e entao, vertidos em torno de 15 a 20 ml em cada placa. Apos
a adicao do meio, foi realizada a homogeneizacao das placas sobre a superficie do fluxo laminar,
fazendo-se esta em forma de 8, em torno de 10 vezes, e incubadas. As placas para a contagem de
mesofilos foram incubadas em estufa a 35 + 1°C, durante 48 horas. As placas para a contagem
de psicrotréficos foram incubadas em estufa a 7 °C = 1 °C por 10 dias. As temperaturas das es-
tufas foram monitoradas duas vezes ao dia (manha e tarde), garantindo, assim, sua linearidade.
Decorrido o tempo de incubagio foi realizada a leitura das placas da seguinte forma: o niimero
de coldnias crescidas vezes a diluicao do inoculado e expressadas como Unidades Formadoras
de Colonias por mL (UFC/mL). A contagem foi realizada nas placas com um intervalo de 25 a
250 colonias. A metodologia utilizada foi conforme Lanara (2001).

4 RESULTADO E DISCUSSAO

Das amostras de leite cru, avaliou-se a contagem bacteriana total de meséfilos e psicrotro-
ficos conforme mostra o Grafico 1.
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Grafico 1 — Contagem bacteriana total de mesofilos e psicrotréficos
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Fonte: os autores.

Do total de amostras avaliadas, trés apresentaram contagem bacteriana total de mesofilos
inferior a 750.000. Esses valores estdo de acordo com os padrdes da Instrucdo Normativa n. 51
(BRASIL, 2002), que a partir de 1 de julho de 2008 contempla que para as regides Sul, Sudeste
e Centro Oeste a contagem bacteriana total de meséfilos é de 7,5 x 10° (log 5,8750). No entanto,
convém salientar que essa legislacdo estabelece esse padrao para o leite no tanque do produtor,
mas € importante segui-la como base a fim de verificar se a qualidade nao se perdeu durante o
transporte. Pode-se observar no Grafico 1 que algumas amostras apresentaram valores acima
deste padrao. Com esses resultados verificou-se que ha uma deficiéncia da qualidade do leite,
que pode ser desde a obtencao dessa matéria-prima quanto ao percurso até a chegada na indus-
tria. Se na inddstria nao tivermos os cuidados adequados de higiene e resfriamento, isso pode
contribuir com o aumento da contagem de bactérias. Conforme Silveira, Carvalho e Teixeira
(2008), a qualidade do leite cru esta intimamente relacionada ao grau de contaminacao inicial e
ao bindémio tempo/temperatura em que o leite permanece desde a ordenha até o processamento.
Em geral, quanto maior o nimero de contaminantes e quanto mais alta for a temperatura na
qual o leite permanece (préxima de 30 °C), menor serd o seu tempo de conservagao; por isso,
iniciou-se o sistema de granelizacdo e resfriamento do leite.

Para as contagens de bactérias psicrotroficas, nao existe padrao descrito em legislacao. No
entanto, na literatura sao descritos valores que causariam problemas de qualidade na producao
de lacteos. Segundo Furtado (2005), se o nimero de psicrotréficos no leite refrigerado estiver
entre 500.000 e 1.000.000 por mL, nao haveria motivos para preocupacio, desde que o leite fosse
imediatamente pasteurizado. Quando o nimero exceder a 5 milhoes/mL, ha um consideravel
risco de alteragoes das proteinas e gordura do leite. Também conforme Furtado (2005), o maior
problema causado pelo grupo psicrotréficos € a termorresisténcia das enzimas produzidas. Os
microrganismos sao destruidos, mas tanto as proteases quanto as lipases resistem a pasteuriza-
¢do, algumas até mesmo ao aquecimento a 100 °C por alguns minutos, e a tratamentos UHT.

Com base nos resultados obtidos, o leite de todos os silos apresentaram valores acima do

relatado por Furtado (2005); dessa forma, € possivel presumir que houve produgao de enzimas
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proteoliticas termorresistentes pelas bactérias psicrotréficas, ocasionando protedlise durante a
estocagem do leite UHTT, elevando a viscosidade, caracteristica propria do processo de gelifica-
cao e sedimentacao do leite UHT (Grafico 2).

Quanto a importancia da qualidade microbioldgica do leite cru, com énfase nas bactérias
psicrotroéficas, conforme Sorhaug e Stepaniak (1997), a producao de proteinases termorresisten-
tes por bactérias psicrotréficas antes do processamento representa o maior fator de deterioracao
do leite estocado. Neira (1986) concluiu que a atividade proteolitica no leite apds processamento
UHT pode ser atribuida em 93,17% pela atividade proteolitica anterior ao tratamento.

Esses dados também confirmam a ma qualidade do leite desde a sua obtencao, seja pelo
nao seguimento das boas praticas de producao da matéria, seja pelo resfriamento e pela falta de
qualidade da agua utilizada nos procedimentos, apresentados no Grafico 2.

Grafico 2 — Massa de sedimentos formada em 30 dias de vida de prateleira versus
contagem bacteriana total de mesofilos e psicrotréficos
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Fonte: os autores.

Os resultados apresentados no Grafico 2 comprovam a associacio entre as contagens de
psicrotréficos e meso6filos no leite cru e a sedimentacdo ao longo da vida de prateleira do leite
UHT, confirmando dados encontrados por Furtado (2005), os quais afirmam a incidéncia da
liberacdo de proteases responsaveis pelo inicio do processo de sedimentacao.

De forma similar, Neira (1986) concluiu nao ser constante a taxa de sedimentacdo em
diferentes amostras de leite UHT, mas sempre se observa aumento no transcurso do tempo.

Shew (1981) afirmou que os tipos de microrganismos presentes no leite cru tém influén-
cia na qualidade de produtos UHT e que proteases extracelulares produzidas por psicrotréficos
nao completamente destruidas entre 140 °C e 150 °C podem produzir protedlise, sabor amargo
e gelificacao do leite UHT.

Gomes (1995), estudando a atividade proteolitica residual do leite UHT, concluiu que
esta aumentou durante o armazenamento a temperatura ambiente, provavelmente em razao de
uma intensificacdo da protedlise decorrente da resisténcia térmica de enzimas.

Conforme os resultados obtidos, demonstra-se que a qualidade microbioldogica do leite
cru, particularmente a contagem de microrganismos psicrotroficos, é fator preponderante para
se obter leite UHT com menor tendéncia a sedimentacao.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos e nas condig¢oes empregadas, foi possivel concluir que
a contagem de microrganismos psicrotroficos e aerobios mesoéfilos causa grande impacto sobre
a qualidade do leite UHT, devendo haver uma maior fiscalizacdo no que se refere a esse proble-
ma. Além disso, constatou-se que boas praticas de producao aplicadas na producao de leite cru
sao eficazes para reduzir o nivel de contaminacdo em pontos especificos da linha de ordenha. A
refrigeracao do leite cru, por periodos prolongados, na fonte de producdo ou na industria, pode
comprometer a sua qualidade, considerando a possibilidade de selecao de bactérias psicrotrofi-
cas proteoliticas. Portanto, ha a necessidade de investimentos continuos em boas praticas para
a prevenc¢ao da contaminacao e do crescimento microbiano na cadeia produtiva do leite para

reduzir problemas tecnolégicos e econdémicos na industria de laticinios.

Abstract

The bulk milk brought a best quality to the milk recerved by industry, because the storage and transportation of
refrigerated milk to the industry reduce the problem of proliferation of mesophilic microorganisms that increase
the acidity of the milk, damaging the beneficiation. However, with the permanence of the milk in refrigeration
temperatures for long periods have been notice the replacement of the deteriorating macrobiotics for a psychro-
trophic bacterial macrobiotics. The psychrotrophic microorganisms contribute to the deterioration of milk as
Sollows: produce proteolytic and lLipolytic enzymes that are excreted in raw milk during the storage, before the
processing. These enzymes are thermo resistant, and resist to the thermic processing and cause changes during the
shelf life of lactic products. This work checked the incidence of psychrotrophic mesophilic microorganisms in raw
milk designated to production of UHT milk. There were collected refrigerated raw milk samples which shown
up counting for mesophilic and psychrotrophic over than 105, what points to the production of psychrotrophic
enzymes, what reflected in an increase of the quantity of produced sediments. We saw that the high begin count-
ing of psychrotrophic microorganisms had straight relation with the shelf life of the UHT mulk.

Keywords: Milk. Psychrotrophic. Mesophilic.
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