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RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do tempo de armazenamento do leite cru
e da temperatura de estocagem do leite pasteurizado sobre sua qualidade fisico-
quimica, microbiolégica e vida de prateleira. Para cada experimento utilizou-se
150 litros de leite cru que foram divididos em 3 latdes de 50 litros armazenados
por 0, 4 ou 7 dias a 5 £ 1°C antes da pasteurizagdo. Durante o0 armazenamento
refrigerado, amostras de leite cru foram avaliadas quando a presenga de residuos
de antibidticos, contagem de células somaticas, pH, acidez, densidade, extrato
seco total, gordura, nitrogénio total e soluvel em pH 4,6 e em TCA 24%, coliformes
a 30-35°C e a 45°C e a contagem dos seguintes microorganismos: aerobios
mesofilos, psicrotréficos, Pseudomonas spp., termoduricos mesédfilos e
psicrotréficos, esporos mesofilos e psicrotroficos. Apdés o periodo de
armazenamento refrigerado o leite foi pasteurizado (72-75°C/15-20 segundos),
refrigerado (5£1°C) e envasado em embalagens plasticas de polietileno, as quais
foram divididas em dois lotes e estocadas a 5+1°C ou a 10+1°C. Durante o
armazenamento refrigerado amostras dos leites pasteurizados foram avaliadas
para as mesmas caracteristicas, excetuando-se contagem de células somaticas e
a presenca de residuos de antibiéticos e incluindo-se os testes de eficiéncia de
pasteurizagdo (peroxidase e fosfatase) e a pesquisa de Salmonela spp. O final da
vida de prateleira do leite pasteurizado foi estabelecido como sendo o primeiro dia
em que as amostras apresentassem contagem total de microorganismos mesofilos
aerobios superior a 8 x 10* UFC/mL. O experimento completo foi repetido trés
vezes e o delineamento experimental utilizado foi o Split-split-plot com trés fatores.
Durante o armazenamento refrigerado do leite cru observou-se o aumento
significativo da protedlise, da acidez e das contagens de todas as classes de
microrganismos avaliadas. A contagem total de microrganismo, cujo valor maximo
permitido pela legislagcédo brasileira é 10° UFC/ml foi plenamente atendida no dia

de recebimento do leite, entretanto atingiu valores de 6,10 x 10° e 1,83 x10°
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UFC/ml apos 4 e 7 dias de armazenamento refrigerado. Todas as amostras de
leite pasteurizado apresentaram teste negativo para fosfatase e positivo para
peroxidase e atenderam aos padrées microbioldgicos definidos pela Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, que estabelece a toleréncia indicativa de
coliformes 45°C igual a 4 NMP/mL e auséncia de Salmonela spp/25 mL. A
contagem inicial de microorganismos mesofilos aerdbios no leite pasteurizado
aumentou significativamente com o aumento do tempo de armazenamento do leite
cru e foi, em média, de 5,2x10, 1,9 x10% e 4,0 x10°> UFC/mL, para o leite cru
armazenado por 0, 4 e 7 dias respectivamente. Além disso, quanto maior a
temperatura de estocagem do leite pasteurizado, maior a contagem de
microorganismos, que foi, em média, de 1,5x10? e 2,8x10?> UFC/mL para o leite
estocado a 5+1 e 10+1°C, respectivamente. A interacdo entre os tratamentos
afetou significativamente a fase lag de todas as classes de microorganismo
estudadas, exceto esporos mesdfilos e psicrotréficos. O tempo de fase lag
apresentou tendéncia de ser maior quanto menor o tempo de armazenamento do
leite cru (0 dia) e menor a temperatura (5+1°C) de estocagem do leite
pasteurizado. Nesta condi¢do a vida de prateleira do leite pasteurizado foi de 10,7
dias. Quando o leite cru foi armazenado por 7 dias antes da pasteurizagao e foi
estocado a 10£1°C a vida de prateleira foi apenas de 2,3 dias. Estes resultados
confirmam que para aumentar a vida de prateleira do leite pasteurizado é
necessario, além da boa qualidade, um curto tempo de armazenamento do leite

cru e uma baixa temperatura para a estocagem do leite pasteurizado.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of raw milk storage time
and pasteurized milk storage temperature on milk physical, chemical and
microbiological quality and shelf life. For each experiment, 150 liters of raw milk
were used, divided into three 50 liter milk cans, stored during 0, 4 or 7 days at 5
1°C before pasteurization. During refrigerated storage, samples of raw milk were
evaluated with respect to the presence of antibiotic residues, somatic cell count,
pH, acidity, density, total dry extract, fat, total nitrogen and nitrogen soluble at pH
4.6 and in 24% TCA, total and fecal coliforms and the counts of the following
microorganisms: aerobic mesophiles, psychrotrophs, Pseudomonas spp.,
thermoduric mesophiles and psychrotrophs, mesophilic and psychrotrophic spores.
After the refrigerated storage period, the milk was pasteurized (72-75°C/15-20
seconds), refrigerated (5 £ 1°C) and packaged in polyethylene plastic bags, which
were divided into two lots and stored at 5 + 1°C or at 10 £ 1°C. During the
refrigerated storage, samples of the pasteurized milks were evaluated for the same
characteristics as the raw milk, except for somatic cell count and the presence of
antibiotic residues, and including pasteurization efficiency tests (peroxidase and
phosphatase) and testing for Sal/monella spp. The end of the shelf life of the
pasteurized milk was established as the first day in which the samples presented a
total count of aerobic mesophilic microorganisms above 8 x 10* CFU/mL. The
complete experiment was repeated three times and the experimental design used
was the Split-split-plot with three factors. During the refrigerated storage of the raw
milk, a significant increase of proteolysis, acidity and counts of all the classes of
microorganisms evaluated was observed. The total microorganism count, which
was within the limit permitted by the Brazilian legislation of 10° CFU/mL on the day
of reception, reached values of 6.10 x 10° and 1.83 x 10® CFU/mL, after 4 and 7
days of refrigerated storage, respectively. All the samples of pasteurized milk

presented a negative test for phosphatase and a positive test for peroxidase and
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attended the microbiological standards defined by the Brazilian Sanitary Vigilance
Agency (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), that establishes an indicative
tolerance for fecal coliforms equal to 4 MPN/mL and the absence of Sa/monella
spp/25 mL. The initial count of aerobic mesophilic microorganisms in the
pasteurized milk increased significantly with the increase of the raw milk storage
time and was, in average, of 5.2 x 10, 1.9 x 10 and 4.0 x 10> CFU/mL, for the raw
milk stored for 0, 4 and 7 days, respectively. Furthermore, the higher the
pasteurized milk storage temperature, the higher the microorganism count, that
was, in average, of 1.5 x 10? and 2.8 x 102 CFU/mL for the milk stored at 5 + 1 and
10 £ 1°C, respectively. The interaction between the treatments significantly
affected the lag phase of all the classes of microorganisms studied, except for
mesophilic and psychrotrophic spores. The lag phase period presented a tendency
to be greater for shorter raw milk storage times (0 day) and lower pasteurized milk
storage temperatures (5 = 1°C). In this condition, the shelf life of the pasteurized
milk was 10.7 days. When the raw milk was stored for 7 days before pasteurization
and stored at 10 + 1°C, the shelf life was only 2.3 days. These results confirm that
to increase the shelf life of pasteurized milk, apart from good quality, a short raw

milk storage time and a low pasteurized milk storage temperature are necessary.
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1. INTRODUGAO

A cadeia produtiva de leite no Brasil passou por importantes transformagdes
nos ultimos anos. A partir de 1980, implementou-se uma politica de abertura
comercial no pais, que associada ao fim do controle estatal de pregos ao produtor
e ao consumidor levou a que investimentos no setor leiteiro ficassem mais
atraentes aos grandes grupos, o que desencadeou uma reorganizagao da
agroindustria do leite (DURR, 2004).

A necessidade de transformacédo do setor frente a abertura comercial deu
inicio a uma série de acdes que culminaram, em 2002, com a publicagdo da
Instrucdo Normativa N° 51, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), aprovando os novos Regulamentos Técnicos para a Produgéo,
Identidade e Qualidade dos leites tipos A, B e C, do leite pasteurizado e do leite
cru refrigerado, bem como o regulamento técnico da coleta de leite cru refrigerado
e seu transporte a granel.

As principais a¢des que viabilizaram a publicagdo da Instru¢do Normativa
N° 51, em setembro de 2002 foram: a elaboragdao do Plano Nacional de Melhoria
da Qualidade do Leite (PNMQL) por representantes do MAPA, Embrapa e de
universidades brasileiras, em 1997; a criagdo do Conselho Brasileiro de Qualidade
do Leite (CBQL), em 1998; a publicagdo da portaria N° 56 do MAPA, para consulta
publica, apresentando os Regulamentos Técnicos para a Producéo, Identidade e
Qualidade do leite, em dezembro de 1999; a publicacdo da Instru¢cdo Normativa N°
37, que instituiu a Rede Brasileira de Laboratérios de Controle de Qualidade do
Leite (RBQL), em agosto de 2002; a publicagdo da Instrugdo Normativa N° 48
(MAPA), apresentando os Regulamentos Técnicos para equipamentos de
ordenha, em agosto de 2002; e finalmente, a publicagdo da Instru¢do Normativa



N° 53 (MAPA) regulamentando a fabricagdo, o funcionamento e a eficiéncia de

tanques refrigeradores de leite a granel, em 2002.

No que diz respeito aos padrdes que refletem a qualidade higiénica do leite,
ou seja, as contagens padrdo em placas (CPP), também conhecida como
contagem total de microorganismos mesodfilos aerdbios (CT), e a contagem de
células somaticas (CCS), a Instru¢do Normativa N° 51 estabeleceu padrbes que
prevéem a melhoria progressiva da qualidade. Para as regidées Sul, Sudeste e
Centro-Oeste as CPP devem ser de no maximo 1.000.000 UFC/mL (de
01/07/2005 a 01/07/2008), de 750.000 UFC/mL (de 01/07/2008 a 01/07/2011) e de
100.000 UFC/mL a partir de 01/07/2011. Para os mesmos periodos a CCS
maxima permitida é de 1.000.000, de 750.000 e 400.000 -células/mL,
respectivamente. Além disso, esta instrugcdo estabelece a obrigatoriedade do
resfriamento do produto nas propriedades produtoras. O padrao de temperaturas
maximo a que o leite deve ser mantido na propriedade rural € de 7°C em tanques

individuais e de 10°C em tanques comunitarios.

O armazenamento de leite cru em baixas temperaturas € de extrema
importancia por inibir o crescimento de bactérias lacticas, lacto-fermentadoras,
produtoras de acido lactico. Entretanto, o resfriamento, isoladamente, ndo é
suficiente para garantir a qualidade do leite. O resfriamento favorece a
multiplicagdo de uma classe de microorganismos capaz de se multiplicar em
baixas temperaturas, independentemente de sua temperatura Otima de
multiplicagdo. Estes microorganismos, chamados psicrotréficos, produzem
enzimas lipoliticas e proteoliticas termorresistentes, as quais, mesmo apds a
pasteurizagdo ou tratamentos térmicos mais severos como o Ultra High
Temperature (UHT), mantém sua atividade e degradam o leite processado
ocasionando defeitos de sabor e textura (GUINOT-THOMAS ef al., 1995).



No panorama nacional atual, no qual o leite cru passa a ser mantido sob
refrigeracdo desde o final da ordenha até a chegada ao estabelecimento
processador, € importante conhecer os impactos da manutencédo do leite nestas
condigdes por longos periodos de tempo sobre a qualidade do leite e dos produtos
processados.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do tempo
de armazenamento do leite cru refrigerado sobre a qualidade do leite
pasteurizado.

2. OBJETIVOS

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

a) Avaliar o efeito do tempo de armazenamento do leite cru
refrigerado (5+1°C) sobre suas caracteristicas fisico-quimicas e

microbioldgicas;

b) Avaliar o efeito do tempo de armazenamento do leite cru
refrigerado (5+1°C) e da temperatura de estocagem do leite
pasteurizado (51 e 10+1°C) sobre a qualidade microbiolégica e
vida de prateleira do leite pasteurizado.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Leite: composicéo e microbiota

O leite € um alimento extremamente complexo. Parte de seus componentes
€ produzida pelas células secretoras da glandula mamaria dos mamiferos e outra
porcédo € oriunda da corrente sanguinea dos mesmos. O fluido secretado pelas
fémeas mamiferas, cuja principal fungéo & fornecer os requerimentos nutricionais
aos seus filhotes, deve suprir suas necessidades energéticas (lipidios e
carboidratos), protéicas (aminoacidos), vitaminicas, de minerais, além de conferir
protecéo imunologica. O leite obtido da ordenha ininterrupta de bovinos saudaveis
apresenta em meédia 3,7% de gordura, 3,4% de proteina, 4,8% de lactose, 0,7%
de cinzas e 12,7% de solidos totais (FOX, MCSWEENEY, 1998), porcentagens
muito proximas das encontradas em rebanhos brasileiros que utilizam animais da
raca Girolando que apresentam em média 4,00% de gordura, 3,52% de proteina,
4,80% de lactose, 0,70% de cinzas e 13,02% de solidos totais (FONSECA,
SANTOS, 2000).

Os lipidios do leite formam uma emulsdo com sua fragdo aquosa. Os
triglicerideos representam aproximadamente 98% da frag&o lipidica do leite e
diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos, fosfolipedes e colesterol também
estdo presentes em menor quantidade. A lactose, um dissacarideo formado por
uma molécula de galactose e uma de glicose, é o principal carboidrato do leite. As
proteinas do leite estdo distribuidas em duas fracbes distintas: caseinas e
proteinas do soro. A caseina corresponde a 80% do total protéico no leite bovino,
e pode ser subdividida em quatro fragdes principais, as1, 0s2, B € k-caseina, que se
associam para formarem a micela de caseina. As proteinas do soro apresentam

formato globular, sendo que as principais encontradas no leite bovino séo f-

lactoglobulina, o-lactoalbumina, albumina do soro sanguineo (BSA) e



imunoglobulinas. O leite bovino também possui quantidade significativa de
minerais, sendo que se destacam o calcio, o fosfato e o citrato, além de vitaminas
dos complexos B e A (FOX ef al., 2000).

O leite contém diversas enzimas naturais incluindo lipases, proteases,
catalases, lisozima, xantino oxidase, fostatase alcalina, fosfatase acida,
lactoperoxidase e superoxidodismutase. Do ponto de vista do tratamento térmico
do leite, destacam-se a fosfatase alcalina e a lactoperoxidase por serem utilizadas
com indice de pasteurizacdo. O bindmio tempo-temperatura de inativacdo da
fosfatase alcalina € ligeiramente superior ao necessario para a destruicdo do
microrganismo alvo no tratamento térmico do leite, que é a Coxiella burnete. Desta
forma, sua inativagdo garante um produto seguro para o consumidor. A
lactoperoxidase € uma das enzimas mais termorresistentes encontradas no leite e
sua inativagdo é utilizada como indicador de tratamento térmico mais intenso do
que os permitidos para a pasteurizagdo do leite (WALSTRA ef al., 1999; FOX,
MCSWEENEY, 1998).

Designado para a completa nutricdo de bezerros em fase de crescimento, o
leite bovino também €& um meio adequado para a multiplicacdo acelerada de
ampla variedade de microorganismos. A abundéancia de carboidratos, proteinas e
gorduras combinados com o pH proximo da neutralidade favorecem o
desenvolvimento da microbiota (HAYES, BOOR, 2001).

Os grupos de bactérias comumente presentes no leite s&o: bactérias
lacticas, coliformes e outros microorganismos gram-negativos, associados as
praticas de produgdo e processamento ndo higiénicas; bactérias termoduricas,
capazes de resistir ao processo de pasteurizacdo; esporos, formas de resisténcia
de alguns microorganismos; bactérias causadoras de mastite, que podem
contaminar o leite de animais com mastite subclinica; bolores e leveduras

diversas; e bactérias psicrotroficas, que se multiplicam em temperaturas inferiores



a 7°C, independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento (BRAMLEY
et al., 1984).

Coliformes s&o bactérias gram-negativas, fermentadoras de lactose e
produtoras de acido e gas. Os principais géneros de coliformes encontrados no
leite sdo: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella (JAY, 2000). Entre os
diversos grupos de bactérias termoduricas, os de maior importancia para o leite e
seus derivados sao Bacillus spp, apontado como o responsavel pela deterioracéo
de leite pasteurizado e UHT, e o Clostridium spp, causador de rancidez e
estufamento tardio em queijos (GILMOUR, ROWE, 1990).

Segundo Cousin (1982), um grande numero de géneros de bactérias
psicrotroficas ja foi isolado em leite, entre eles: Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium,  Kleibsiella, = Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes e
Achromobacter. Alguns géneros de psicrotroficos encontrados no leite também
sdo termoduricos, entre eles se destacam o Bacillus, o Clostridium, o
Microbacterium, o Micrococcus e o Corynebacterium (SUHREN, 1989).

Entre essa grande variedade de microorganismos, na sua grande maioria
deteriorante, Jayarao e Henning (2001) destacam o fato de ocasionalmente serem
encontrados microorganismos patogénicos no leite. Os autores relataram que os
microorganismos patogénicos mais comumente encontrados em amostras de leite
cru sao: Campylobacter jejuni, Salmonella spp, Yersinia enterocolifica, Listeria
monocytogenes e Escherichia coliprodutora de shiga-foxina1 e 2.

O resfriamento é a principal forma de conservagao do leite apds a ordenha.
A refrigeracdo impede a multiplicagdo exagerada da maioria dos microorganismos
do leite, entretanto n&o impede a multiplicagdo dos microorganismos psicrotréficos
(ZALL, 1990). Apesar da maioria destes microorganismos ser sensivel a

pasteurizagdo, suas enzimas sao termorresistentes e podem causar grandes



danos aos derivados lacteos (SORHAUG, STEPANIAK, 1997; CHAMPAGNE ef
al., 1994).

3.2 Fatores que afetam a composigéo e a qualidade microbiolégica do
leite

Diversos fatores intrinsecos e extrinsecos podem afetar a qualidade final do
leite. Os fatores intrinsecos incluem a ragca do animal, o periodo de lactagao, o
numero de pari¢cdes, a dieta oferecida a vaca, e o estado de saude do animal. Os
fatores extrinsecos, por sua vez, sdo aqueles capazes de afetar a qualidade do
produto apds sua produgao, como por exemplo, 0 manejo e a higiene da ordenha,
a velocidade e a temperatura de resfriamento, o transporte e 0 armazenamento do

leite antes de seu processamento.

As ragas mais comumente utilizadas para a produgao de leite no mundo
sédo Holandesa preta e branca, Holandesa marrom e branca, Ayrshire, Guernsey e
Jersey (MCALLISTER, 2002). Esses animais s&o do género Bos faurus de alta
producado, entretanto, por terem sido selecionados na Europa, estdo totalmente
adaptados ao clima frio da regido (SCHNIER ef a/., 2003). No Brasil, devido ao
clima quente estes animais sofrem um stress térmico extremamente acentuado
(MADALENA, 1998). Segundo West (2003), os aumentos da temperatura
ambiente, da umidade relativa do ar e da temperatura do animal estdo
relacionados a diminuicdo do consumo de matéria seca pelos animais e,
consequente, diminuicdo da producdo de leite. Visando amenizar o efeito da
temperatura no plantel produtor de leite € muito comum a utilizacdo de ragas
adaptadas ao clima quente. No Brasil, utiliza-se o gado Zebu (Bos indicus),
principalmente a raga Gir, ou 0 cruzamento com a raga Holandesa, resultando no
Girolando (TEODORO, MADALENA, 2005).



A alimentacdo do animal também interfere na producdo de leite. A baixa
ingestdo de matéria seca diminui a produgcdo, da mesma forma que a baixa
ingestdo energética (PALMQUIST ef a/, 1993). A forma de apresentar a ragéo
para os animais também altera a producgéao de leite (BECKMAN, WEISS, 2005).
Isto se deve ao fato do animal necessitar ingerir uma dieta balanceada. Contudo,
alimentos energéticos, ricos em gordura (silagem), sdo muito mais palataveis que
aqueles ricos em fibras (capim). Quando estes sdo apresentados separadamente,
0s animais aumentam a ingestdo de silagem e diminuem a ingestdo de fibras,
tornando suas dietas desbalanceadas. Os sistemas que misturam os ingredientes
da dieta antes de apresenta-la no cocho, conhecidas como TMR (do inglés 7ofa/
Mixed Ration), e que, consequentemente, dificultam a separagcdo de seus
componentes pelos animais sdo o0s mais adequados para animais de alta
producéo (FRIGGENS ef a/., 1998).

A lactacido € um processo totalmente dependente da producdo hormonal do
animal. Klan e Shook (1996) relatam que animais mais velhos tendem a
apresentar maior producdo em todas as lactagdes, contudo este efeito tende a

diminuir com o avango das lactacdes.

A saude do animal altera a composicédo do leite, em especial quando este
apresenta inflamacdo da glandula mamaria, comumente chamada de mastite.
Neste quadro inflamatério, que no geral é detectado pelo aumento da CCS no
leite, o funcionamento das células epiteliais mamarias € modificado, devido a
alteracdo da permeabilidade das membranas e redugdo da sintese dos
componentes do leite e do aumento da concentragdo celular responsavel pela
modificagdo das atividades enzimaticas no leite. O leite com CCS alta sofre
mudanga na composicdo, com alteracdo na concentracdo de todos o0s seus
constituintes (AULDIST, HUBBLE, 1998), além da diminuicdo do total de leite
produzido (KLEI ef al., 1998).



O primeiro fator extrinseco que afeta a qualidade do leite € a higiene na
ordenha. O leite produzido por animais saudaveis €, no geral, pouco contaminado.
Sendo assim, a adequada higiene no momento da ordenha, com limpeza, imersao
em solugdo anti-séptica e secagem completa dos tetos é essencial para a
manutengcdo da qualidade bacteriana do leite. A imersdo dos tetos em solugéo
anti-séptica € recomendada principalmente quando o rebanho ja relata um
problema de mastite ambiental, pois, além de remover as bactérias do teto que
contaminariam o leite, diminui a possibilidade da contaminagcdo dos demais

animais que utilizam o mesmo conjunto de ordenha (EDMONDSON, 2002).

Segundo Galton ef al. (1982), a limpeza e preparagdo do ubere antes da
ordenha afetam a qualidade microbiologica do leite. Os autores relataram a
reducdo da contagem total de bactérias de 1,7x10° para 8x10° apenas com a
introdugdo do uso de papel toalha na secagem dos tetos dos animais antes da
ordenha. Galton ef a/. (1984) também demonstraram que o método de limpeza
influencia a qualidade microbiologica do leite. Segundo os autores, a limpeza do
ubere e dos tetos com agua elevou a contagem total de bactérias das amostras de
1,7x10* para 1,9x10%, enquanto que a limpeza dos tetos com agua, seguido da
pré-dipping com sanitizante a base de iodo e a secagem dos tetos com papel
toalha reduziu estes niveis para 2,1x10°.

Mesmo que o leite tenha sido obtido de animais saudaveis e a ordenha
tenha obedecido a rigorosos processos de higiene, o equipamento de ordenha,
por si sO, € uma potencial fonte de contaminagéo (HAYES, BOOR, 2001; MORSE
et al, 1968). Hayes e Boor (2001) ressaltaram que as principais fontes de
contaminagdo pos-ordenha estdo relacionadas ao equipamento de ordenha, e
sdo: a unidade de ordenha, a tubulacdo pela qual o leite é transportado, o tanque
de refrigeracdo e o tanque do caminh&o transportador. Um inadequado processo
de limpeza do sistema de ordenha pode proporcionar a formacédo de biofilme

protéico na superficie que entra em contato com o leite no interior do equipamento



de ordenha. Este filme serve como fonte de contaminagdo de todo o leite que
entra em contato com ele, elevando a contagem bacteriana do leite ja a caminho
do tanque de estocagem (AUSTIN, BERGERON, 1995).

Outro fator que desempenha papel importante na contaminacao
microbioldgica do leite € a agua residual da limpeza dos equipamentos de ordenha
e do tanque de estocagem do leite (EDMONDSON, 2002). Santana ef al. (2001)
avaliaram cinco propriedades leiteiras da regido de Londrina-PR com o objetivo de
determinar os principais pontos de contaminagdo do leite por mesofilos e
psicrotroficos. Segundo os autores, a agua residual dos tanques de expansao e
dos latdes foi a principal fonte de microorganismos mesofilos e psicrotréficos no
processo de producgao de leite, tanto pelas altas contagens, como pelo volume de
agua residual. Nos tanques de expansao a agua residual apresentou contagens
de mesdfilos e psicrotréficos de até 1,7 x 10 UFC/ml e 2,6 x 10’ UFC/ml,
respectivamente. Nos latdes as contagens de mesofilos e psicrotréficos foram de
7,8 x 10" UFC/ml e 9,2 x 10° UFC/ml, respectivamente.

Em paises onde o leite € mantido refrigerado a coleta é realizada,
geralmente, a cada dois dias. Isto garante a coleta de um volume maior e o melhor
aproveitamento do transporte. Nesta condicdo, o principal problema de
contaminagao bacteriana € a proliferacdo de microorganismos psicrotroficos que
produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas termorresistentes capazes de
degradar a proteina e a gordura do leite (MAYERHOF, ef a/., 1973). Em sistemas
de pagamento por qualidade que relacionam o valor pago ao produtor com o
rendimento obtido na producdo de algum produto especifico, o efeito destas
enzimas pode prejudicar o preco pago pelo leite (EMMONS ef a/., 1990).

A temperatura de armazenamento do leite cru esta diretamente relacionada

com a taxa de multiplicagdo de microorganismos neste produto. Griffith ef al.,

(1988) compararam amostras de leite cru com contaminagdes iniciais de

10



psicrotréficos médias de 1,6 x 10* UFC/ml, mantidas a 2 e 6 °C e observaram que
apos 48 horas a contagem de psicrotréficos foi um ciclo logaritmico maior quando

o leite foi mantido na mais alta temperatura.

Celestino ef al. (1997) estudaram o efeito do tempo de estocagem do leite
cru refrigerado (4°C + 1) sobre a qualidade do leite em p6. Apos a ordenha e o
resfriamento, o leite foi imediatamente processado ou armazenado por 48 h antes
do processamento. Os autores observaram que o tempo de armazenamento nao
afetou a qualidade microbiolégica dos leites em p6 obtidos. Entretanto, o produto
obtido com o leite cru estocado a 4°C £ 1 por 48 horas apresentou maiores valores
de acidos graxos livres, fato este que sugere um maior indice de lipolise e

oxidacdo do produto, mesmo apds intenso tratamento térmico.

No Brasil, a proposta de Instrucdo Normativa N° 51 sugeriu que as
temperaturas de estocagem do leite cru nas propriedades leiteiras fossem de 4 e
7°C em tanques individuais e coletivos, respectivamente. Entretanto, apods
consulta publica, estas temperaturas foram alteradas para 7 e 10°C.

Além da temperatura, a velocidade de refrigeracdo e a qualidade
microbioldgica inicial do leite também afetam a contagem de microorganismos.
Segundo Amram, citado por Eck (1986), apds 4 dias de estocagem, o fator de
multiplicacdo da microbiota total de amostras contendo menos de 5 x 10*
microorganismos/ml, refrigeradas imediatamente, ou depois de 5 horas, a 4°C, foi
2,08 e 4,74, respectivamente. Quando as amostras apresentaram contagem inicial
maior que 5 x 10% os fatores foram 9,63 e 41,80 para as mesmas condicdes de
refrigeracéo.
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3.3 Grupos de bactérias de interesse quanto a degradacgéo do leite

As bactérias aerdbias mesofilas sdo capazes de se multiplicarem em
temperaturas entre 20 e 45°C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento &
em torno de 32°C. Paises de clima tropical apresentam temperaturas ambientes
mais elevadas, proporcionando 6timas condigdes para o rapido desenvolvimento
deste grupo de microorganismos (FRANCO, LANDGRAF, 1996). A importancia
deste grupo de bactérias se deve ao fato de compreender a maioria dos
contaminantes comuns do leite, tanto deteriorantes quanto patdégenos, desta
forma, sua contagem é considerada um bom indicador da qualidade
microbiologica do leite (JAY, 1996). Em situagbes de higiene deficiente na ordenha
e auséncia de resfriamento do leite as bactérias aerobias mesdfilas séo
comumente predominantes (SPEXOTO, 2003).

As contagens microbianas elevadas no leite pasteurizado podem indicar
alta carga bacteriana na matéria-prima ou a permanéncia do produto em
temperatura inadequada (nao refrigeragao, refrigeracado deficiente ou baixa taxa
de refrigeracdo), manipulacdo inadequada, equipamentos e plantas de
processamento ndo sanitizados ou sanitizados inadequadamente, e pasteurizagao
deficiente (ROGICK, 1987).

As bactérias mesofilas fermentam a lactose, principal carboidrato do leite,
produzindo principalmente acido lactico e reduzindo o valor comercial do leite. Em
situacbes extremas, o aumento da acidez e a diminuicdo do pH até valores
proximos ao ponto isoelétrico da caseina resultam na desestabilizacdo da micela
seguida da sua coagulagdo, resultando na n&do aceitacdo do produto e seu
descarte (SPEXOTO, 2003).

Com a melhoria dos sistemas de refrigeragédo e a possibilidade do leite cru
ser mantido a baixas temperaturas por periodos mais longos, possibilitando a
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coleta de leite nas propriedades rurais em intervalos maiores, os microoganismos

psicrotréficos passaram a ter maior importancia para a industria de lacteos.

As bactérias psicrotréficas sao capazes de se multiplicarem em
temperaturas menores que 7°C, independentemente de sua condigdo otima de
multiplicagdo. Durante sua multiplicagdo, produzem enzimas proteoliticas e
lipoliticas que resistem a pasteurizagdo, cuja agdo resulta na degradacédo de
proteinas e gorduras do leite, e no aparecimento de problemas de qualidade,
reducao da vida de prateleira dos produtos, alteracdo de sabor e odor, redu¢ao do
rendimento industrial na fabricacdo de queijos e gelificagdo de leite longa vida
(SYRHAUG, STEPANIAK, 1997).

As principais fontes deste grupo de microorganismos s&o as superficies dos
tetos, o equipamento de ordenha e a contaminagéo pds ordenha. Além disso,
variagdes sazonais exercem papel relevante na frequéncia e nas espécies de
microorganismos psicrotréficos encontrados no leite, com decréscimo na
contagem de microorganismos psicrotroficos no leite produzido no verdo em
relagdo a produgdo no inverno (COUSIN, 1982). O mesmo autor relata maior
contagem de psicrotroficos no leite de vacas estabuladas comparado com o leite
produzido por animais mantidos em pastagens durante a primavera. A microbiota
psicrotréfica do leite cru produzido por vacas estabuladas consiste principalmente
de Pseudomonas, Arthrobacter e Micrococcus, entretanto o Flavobacterium é
dominante no leite de vacas mantidas em sistema a pasto (COUSIN, BRAMLEY,
1981).

Diversos autores estudaram o efeito das enzimas microbianas na
degradacgéao do leite. Guinot-Thomas ef al. (1995) avaliaram o efeito das enzimas
microbianas e das enzimas naturais do leite sobre a protedlise ocorrida durante a
estocagem de leite cru mantido a 4°C. Amostras de um mesmo lote de leite foram

submetidas a 4 tratamentos: 1) amostra controle, ndo adicionada de nenhuma
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substancia; 2) adicionada de uroquinase, inibidor de ativagdo da plasmina; 3)
adicionada de bacteriocina, inibidor do crescimento bacteriano; 4) adicionada de
uroquinase e bacteriocina. Os autores observaram que a partir do quarto dia de
estocagem houve maior taxa de proteolise nas amostras mantidas sem adi¢ao de
bactericinas, demonstrando que nestas condigdes (leite cru estocado por mais de
4 dias sob refrigeracdo a 4°C) a agcdo de enzimas microbianas possui maior

importancia que a plasmina na protedlise.

Datta e Hilton (2003) avaliaram o efeito das enzimas enddgenas do leite
(proteinase alcalina e plasmina) e das enzimas termoestaveis de microorganismos
psicrotroficos, sobre protedlise do leite UHT. Os leites foram submetidos a 3
tratamentos: leite UHT controle; leite UHT com a adi¢cdo de bactericida e plasmina;
leite UHT com a adicdo de bactericida e proteinase microbiana. Os autores
relataram que a protedlise ocorreu de forma mais severa nas amostras com
adicdo de proteinases microbianas, sugerindo que as enzimas microbianas

exercem um papel mais importante na protedlise do leite UHT.

As técnicas convencionais de detec¢cdo de microorganismos psicrotréficos
indicaram o seu aumento somente apdés 48 horas de estocagem a baixas
temperaturas. Entretanto, Lafarge ef al. (2004), utilizando técnicas moleculares
para deteccdo de microorganismos psicrotréficos em leite, como a DGGE
(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) e a TGGE (7emperature Gradient Gel
Electrophoresis), observaram que este aumento pode ser muito mais rapido,
sendo detectavel apos 24 horas em amostras mantidas a 4°C. Além disso, estes
autores observaram consideravel variacao entre a dindmica de crescimento da
microbiota, o que pode indicar que a presenca de uma unica cepa diferente pode

exercer efeito significativo no balango da microbiota do leite.

Haryani ef al. (2003) avaliaram o crescimento de psicrotroficos, a produgao
de proteinases e a protedlise no leite estocado por 10 dias em diferentes
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temperaturas de refrigeracéo (2, 4 e 7°C). Os resultados demonstraram uma
grande variagédo dos 3 parametros. O tempo necessario para que a contagem de
microorganismos psicrotréficos atingissem 107 microorganismos por mL foi de 9, 7
e 4 dias, para as temperaturas de armazenamento de 2, 4 e 7°C, respectivamente.
A 2°C a protedlise atingiu niveis significantes apés 10 dias de armazenamento,
entretanto, a atividade das proteinases ja era significativa a partir do 8° dia.
Quando o leite foi mantido a 7°C, a protedlise significativa foi detectada apos 4
dias de armazenamento e a deteccéo de atividade das proteases apods 2 dias. O
tempo minimo para detecg¢ao da protedlise também variou, sendo de 6 dias para
as amostras mantidas a 2°C, 4 dias para as amostras a 4°C e 2 dias para as
amostras a 7°C. De acordo com os dados obtidos neste trabalho, o leite cru ndo
deve ser estocado por periodos maiores que o0 minimo necessario para a deteccao
da protedlise para cada temperatura.

Deeth ef al. (2002) investigaram as causas das diferentes respostas da
lipolise e da protedlise causadas por psicrotroficos no leite integral e no leite
desnatado pasteurizados. Leites comerciais (integral e desnatado) foram mantidos
a 4°C até a data de vencimento. Os leites vencidos foram entdo estocados a 5-8°C
e analisados apods 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias de armazenamento. Os produtos nao
apresentaram diferengas quanto aos tipos de microorganismos e suas taxas de
multiplicagdo, entretanto, quando amostras representativas dos microorganismos
contaminantes foram inoculadas em leite recém pasteurizado de ambos os tipos,
as amostras com microorganismos retirados do leite integral apresentaram sabor
picante, enquanto aquelas incubadas com amostras de microorganismos retirados
do leite desnatado apresentaram sabor acido. Os autores sugerem que, devido a
minima quantidade de gordura no leite desnatado, os microorganismos que se
adaptam e crescem neste substrato devem produzir grandes quantidades de
proteinases, produzindo um sabor picante, enquanto que os microorganismos que
crescem no leite integral devem produzir altas concentra¢cdes de lipases,

produzindo compostos diferentes e resultando em sabores diferentes.

15



Guinot-Thomas ef al (1995) estudaram o efeito das condicbes de
estocagem sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite cru. Duas condi¢des
foram avaliadas neste trabalho: amostras de leite cru com baixa e alta carga inicial
(4x103 e 2,8x10%, respectivamente) estocadas por 48 horas a 4°C e amostras de
leite cru com baixa e alta carga inicial (4x10° e 2,8x10* respectivamente)
inoculadas com Lactococcus lactis subs. /actis estocadas por 48 horas a 8°C. Os
autores relataram que, no primeiro tratamento, o aumento de microorganismos
apos o periodo de estocagem foi maior na amostra com maior carga inicial
(5,1x106 e 9,2x10°%, respectivamente, para as amostras de alta e baixa contagem
bacteriana inicial). Ambas as amostras apresentaram um leve decréscimo em
seus valores de pH, entretanto nenhuma apresentou niveis significantes de
protedlise. No segundo tratamento foi observado um efeito bacteriostatico das
bactérias lacticas sob os microorganismos psicrotréficos na amostra com baixa
contagem inicial de microorganismos e um aumento de microorganismos no leite
com contagem inicial mais alta (contagem apos o periodo de estocagem inferior a
10° e de 9,1x10° para o leite de contagem inicial baixa e alta, respectivamente).
Foi observada uma redugao significativa do pH, a qual foi atribuida a fermentagao
de acucar pelas bactérias lacticas em ambas as amostras. Nenhuma protedlise foi
observada em qualquer uma das amostras, porém foi observada a redugao de 50
e 75% de calcio, 36 e 22% de fosforo, 30 e 53% de magnésio e 40 e 50% de
sodio, respectivamente, para os leites de baixa e alta contagem microbiana inicial,
redugdes estas atribuidas a alteragao do pH que provoca a transferéncia do calcio
coloidal para a forma soluvel. Os autores concluiram que o fator mais importante
na manutencéo da qualidade do leite mantido sob refrigeragédo € a carga inicial de

microorganismos psicrotroficos.
Stevenson ef al. (2003) avaliaram a importancia da carga microbiana inicial

sobre a taxa de crescimento dos microrganismos psicrotroficos e da produgao de
enzimas no leite UHT desnatado inoculado com culturas de Pseudomonas fragi
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LC64, Pseudomonas fuorescens HCG9, Pseudomonas fuorescens LC52,
Pseudomonas fluorescens LC56 e Pseudomonas fluorescens B52 durante o
armazenamento a 4°C por 25 dias. Foram avaliadas amostras com contagem
inicial baixa (<10°) e alta (> 5x10°). Os autores relataram que as amostras com
carga inicial mais elevada apresentaram maior taxa de crescimento (fase
exponencial), entretanto nenhuma diferenga significativa foi observada quanto a
fase adaptativa (fase lag). Diferente do esperado, a producdo de proteases e
lipases foi detectada mais precocemente nas amostras com carga inicial menor,
com excegao da producédo de lipases pelo Pseudomonas fragi LC64. Estas
amostras também apresentaram maiores indices destas enzimas. Os autores
concluiram que ndo ha relagdo de causa entre a habilidade de crescimento dos

microorganismos e a produgao de enzimas.

Segundo Muir (1996), entre os microorganismos psicrotréficos encontrados
em leite, o género predominante é Pseudomonas spp, representando cerca de
10% da microbiota total no leite recém obtido, mas tornando-se o género
predominante em leite mantido sob refrigeragdo. Shuren (1989) afirma que, entre
0s microorganismos psicrotroficos, o género mais frequentemente isolado do leite
refrigerado é Pseudomonas, sendo as espécies P. fluorescens, P. fragi, P. putida
e P. putrefaciens as relevantes na diminuigdo da qualidade do leite fluido e demais
derivados lacteos e, segundo Eneroth ef al (2000), no leite cru refrigerado a
especie P. fluorescens é predominante sobre as demais.

Dogan e Boor (2003) encontraram uma consideravel diversidade entre
bactérias Pseudomonas spp no ambiente de plantas processadoras de leite. Os
autores relataram que, apesar de trabalhos anteriores demonstrarem que
Pseudomonas nao sobrevivem a pasteurizagdo comercial e que sua presencga no
leite pasteurizado deve-se a contaminagao pés-pasteurizagdo, quando sua carga
inicial € muito elevada, parte destas bactérias pode sobreviver ao tratamento

térmico de pasteurizacao.
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Algumas bactérias, entre elas o Mycobacterium lactium, estreptococos
termofilos e algumas espécies de micrococos, sdo capazes de suportar o
tratamento térmico convencional mesmo sem formar esporos. Tratamentos
térmicos acima de 80°C por 20 segundos os destroem (WALSTRA ef al., 1999).

Estes microorganismos, capazes de sobreviver ao tratamento térmico, sé&o
chamados de termoduricos. Os termoduricos proliferam preferencialmente em
locais onde os competidores nao se adaptam. O equipamento de ordenha, devido
as altas temperaturas utilizadas em seu processo de limpeza, inibe o crescimento
de bactérias laticas, e, em funcdo disso, torna-se a principal fonte de
contaminagao do leite por microorganismos termoduricos (WALSTRA ef a/., 1999).
Entre os microorganismos termoduricos destacam-se os formadores de esporos.
As bactérias esporuladas sdo capazes de alterarem sua forma vegetativa para
uma forma de resisténcia (esporo), visando sobreviver as condigdes extremas do
meio ambiente em que se encontra. Mesmo quando submetidas ao tratamento de
ultra alta temperatura (UAT ou UHT, do inglés, Ultra High Temperature), capaz de
eliminar totalmente as formas vegetativas de microrganismos presentes no leite,
as formas esporuladas, altamente resistentes ao calor, (Highly Heat Resistant
Spores — HHRS), poderao estar presentes no produto, decorrentes das condigbes
precarias de obtencdo da matéria-prima (FOSCHINO ef a/, 1990; SCHOCKEN-
ITURRINO et al., 1996).

As principais bactérias esporuladas, as mais resistentes ao calor e de
importdncia na microbiologia alimentar, pertencem aos géneros Bacillus e
Clostridium (RANGASAMY ef al, 1993; COSENTINO ef al, 1997). Entre as
espécies do género Bacillus, uma das mais importantes na industria de alimentos
€ 0 B. cereus, tendo em vista sua capacidade de produzir toxinas, responsaveis

por toxinfecgdes alimentares, enzimas extracelulares, que determinam o potencial
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de deterioracdo, e esporos, que podem resistir ao tratamento UHT (ROBINSON,
PHILL, 1987).

Algumas das espécies de bacilos esporulados, isolados frequentemente do
leite, como o B. cereus, B. coagullans e B. megaterium entre outros, causam
deterioragdo devido a producdo de lipases e proteases. Algumas cepas (5.
cereus, B. licheniformes, B. badius, B. subtilis e B. pumilus) podem representar
também risco a saude dos consumidores por produzirem enterotoxinas e
causarem surtos de toxinfecgdo (BLAKE, WEIMER, 1997).

Rangasamy ef al. (1993), ao estudarem 91 amostras de leite e produtos
lacteos coletados em Vitéria, Australia, encontraram B. cereus em 26,4% das
amostras analisadas, exceto em amostras de leite UHT. SCHOCKEN-ITURRINO
et al. (1996), ao analisarem 32 caixas de leite longa vida de quatro marcas
diferentes na regido de Ribeirdo Preto, SP, verificaram a presenga de bactérias do
género Bacillus em 59,3% delas (19 caixas).

Rezende ef al. (2000) analisaram 120 amostras de leite UHT de quatro
marcas diferentes e encontraram espécies do grupo do Bacillus cereus em 34,1%
delas. Bahout (2000), ao estudar 60 amostras de leite UHT no Egito, encontrou
Bacillus sp. em 18,3% e Bacillus cereus em 29,2% delas. Segundo Bahout (2000)
para a producao de leite UHT de boa qualidade, seriam necessarios o controle
microbioldgico do leite cru, a adequada e eficiente limpeza dos equipamentos e o
apropriado processo de tratamento térmico.

3.4 Tratamentos térmicos do leite

O objetivo do tratamento térmico varia de acordo com o produto fabricado.

Existem diversos métodos de tratamento térmico, entre eles destacam-se: a
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termizacdo, que é a elevacdo da temperatura de um produto a 65°C por 15
segundos, com o objetivo de diminuir a carga microbiana, especialmente de
psicrotroficos, e possibilitar o aumento do tempo de estocagem do leite cru
refrigerado antes de seu processamento; a pasteurizagdo lenta, na faixa de 62 a
63°C durante 30 a 35 minutos, também conhecida como pasteurizagéo LTLT (Low
Temperature, Long Time ou temperatura baixa, tempo longo); a pasteurizagao
rapida, na faixa de 72 a 75°C, durante 15 a 20 segundos, também conhecida
como pasteurizacdo HTST (Hjgh Temperature, Short Time, ou alta temperatura,
tempo curto); a esterilizagdo em temperatura ultra alta, também conhecido como
leite UHT (Ultra High Temperature) na faixa de temperatura de 130 a 140°C
durante 3 a 5 segundos; e a esterilizagdo pds-envase, na faixa de temperatura de
110 a 115°C durante 10 a 20 minutos, na qual o produto recebe o tratamento
térmico apos ser acondicionado em sua embalagem final (FOX, MCSEENEY,
1998).

A pasteurizagao esta fundamentada na correta utilizagdo do binémio tempo-
temperatura, para garantir a eliminagdo da microbiota patogénica e a seguranga
alimentar do produto. Este processamento térmico tem também como obijetivo
aumentar a vida de prateleira do alimento, reduzindo as altera¢gées microbioldgicas
e enzimaticas. Os produtos pasteurizados podem conter, ainda, muitos
organismos vivos capazes de se multiplicarem, o que limita sua vida de prateleira.
Assim, a pasteurizagcdo é, muitas vezes, combinada com outros métodos de
conservagao e muitos produtos pasteurizados sdo estocados sob refrigeragao,
como é o caso do leite (POTTER, HOTCHKISS, 1995). No Brasil, a legislagéao
determina que o leite fluido seja pasteurizado, quando destinado ao consumo
humano direto na forma fluida, na faixa de temperatura de 72 a 75°C/15 a 20
segundos, em equipamento de pasteurizagdo a placas, dotado de painel de
controle com termo-registrador e termo-regulador automaticos, valvula automatica
de desvio de fluxo, termémetros e torneiras de prova, seguindo-se resfriamento

imediato em aparelhagem a placas até temperatura igual ou inferior a 4°C e
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envase em circuito fechado no menor prazo possivel, sob condi¢gdes que

minimizem contaminagdes (BRASIL, 2002).

Nos ultimos 25 anos, tém-se observado grande alteragdo na produgao de
leite e derivados. Os avangos na automacdo, mecanizagdo e nas praticas de
higiene, juntamente com novos materiais de embalagens e novas formas de
processo tém possibilitado o desenvolvimento de produtos mais seguros do ponto
de vista microbiolégico, com maior qualidade sensorial e com maior vida de
prateleira. Os leites com vida de prateleira estendida (ESL — Extended Shelf Life)
sdo uma realidade e tendéncia devido aos avangos nas praticas higiénicas
(reducao da contaminacao inicial do leite cru), nos tratamentos térmicos (HTST em
temperaturas pouco mais elevadas) e nas embalagens assépticas. Estes avangos
possibilitaram que um produto perecivel como o leite possa suportar a estocagem
refrigerada mantendo suas caracteristicas organolépticas por até 21 a 28 dias, em
condices favoraveis (GOFF, GRIFFITHS, 2006).

Dumalisile ef al. (2005) compararam a eficiéncia de quatro condigdes de
tratamento térmico do leite (63°C/até 30 minutos; 72°C/até 10 minutos e 90°C/até
10 minutos seguido de envase; pasteurizagdo pds-envase a 80°C/30 minutos)
sobre a destruicdo de classes especificas de microorganismos (Bacillus cereus,
Chryseobacterium meningosepticum, Pseudomonas putida, Acinetobacter
baumannil, Escherichia coli, Candida ljpolytica, Staphylococcus aureus, Bacillus
coagulans, Listeria monocyftogenes, Lactobacillus acidophilus e Lactococcus
/actis). Os resultados demonstraram que, excetuando-se o Bacillus cereus, todos
0os microorganismos foram destruidos pelos quatro tratamentos térmicos
realizados antes do envase, entretanto, no tratamento térmico pds-envase os
microrganismos B. cereus, Chryseobacterium meningosepticum, Pseudomonas
putida, Acinetobacter baumannii e Escherichia coli permaneceram viaveis,
sugerindo que este método de pasteurizagdo nao possui eficacia comparavel aos
demais meétodos testados. Os resultados também demonstraram que cargas
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contaminantes iniciais maiores demoram mais tempo para serem destruidas em
qualquer condicdo avaliada, indicando ser esta uma variavel importante no

processo de destruicdo de microorganismos.

Grant ef al. (2005) estudaram o efeito de diversas combinagbes de
tratamento térmico, variando de 72,5 a 84,5°C por 15, 25 e 60 segundos, com e
sem homogeneizagdo, sobre a viabilidade do Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. Os autores relataram que, apds testar amostras de leite cru com
cargas iniciais de 10 a 10° cel/lmL de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, o numero de amostras positivas foi inferior nas quais o
tratamento incluiu a homogeneizagao. Este fato foi atribuido a menor presenca de
agregados celulares nas amostras homogeneizadas, possibilitando assim uma
maior efetividade do tratamento térmico sobre todas as células presentes nas

amostras.

Hanson ef al. (2005) avaliaram os efeitos de diferentes combinagdes de
tempo e temperatura sobre a populacdo microbiana do leite fluido. Amostras de
leite foram submetidas a diferentes tratamentos térmicos (63°C/30min,
72°C/15seg, 76°C/15seg, e 82°C/30min) e posteriormente armazenadas por 14
dias a 6 ou a 10°C. Os autores relataram que as amostras submetidas a 72 e 76°C
apresentaram maior contaminacado por Bacillus ssp quando comparadas as
amostras submetidas a 63°C/30min. As amostras submetidas a 83°C/30min n&o
apresentaram Bacillus ssp. apOs a pasteurizagdo, porém estes microorganismos
estavam presentes apos o periodo de estocagem, indicando que, mesmos apos
uma injuria severa, 14 dias sdo o suficiente para a recuperagdo destes

microorganismos.
Potineni e Peterson (2005) avaliaram o efeito das condi¢bes de tratamento

térmico do leite sobre a estabilidade do benzaldeido (composto aromatizante).
Foram avaliados 4 grupos de amostras, todas contendo um agente antimicrobiano,
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e mantidas estocadas a 5°C por 6 dias: 1) amostra controle sem tratamento
térmico; 2) leite pasteurizado HTST; 3) leite pasteurizado HTST e posteriormente
elevado a 100°C; e 4) leite UHT. As amostras 3 e 4 foram testadas quanto a
estabilidade do benzaldeido com e sem a adigcdo de xantil oxidase. Os autores
relataram que nas amostras 1 e 2 90% do benzaldeido foi degradado a acido
benzdico durante os 6 dias de estocagem, enquanto que nas amostras 3 e 4
nenhuma degradacao foi observada durante o periodo de avaliagdo, mesmo nas
amostras adicionadas de xantil oxidase. Este fato foi atribuido a possivel
dependéncia da presenca de metais de transicdo para a ocorréncia da
degradacdo do benzaldeido, e, além disso, € possivel que as amostras
submetidas a temperaturas mais elevadas, podem aumentar o poder quelante das
proteinas, devido a sua maior desnaturagdo. Estes resultados demonstram a
importancia do tratamento térmico na manutengao da estabilidade do benzaldeido

e, consequentemente, sobre a manuteng¢ao do sabor do leite fluido.

Valero et al. (2000) compararam o efeito do tratamento térmico do leite
realizado em trocador de calor a placas e em sistema de microondas, sobre as
caracteristicas do leite pasteurizado. As amostras foram tratadas a 80 ou 92°C/15
segundos e posteriormente armazenadas sob refrigeragdo (4,5+0,5°C) por 15 dias.
Os autores ndo observaram qualquer diferenga entre as amostras ao longo do
tempo de estocagem quanto ao pH, caracteristicas sensoriais, compostos volateis
e monossacarideos. As amostras submetidas ao tratamento térmico menos
intenso (80°C/15 segundos), nos dois sistemas de aquecimento, apresentaram
perda de qualidade sensorial ao longo do tempo. As notas atribuidas pelos
provadores diminuiram de 6 para 4, numa escala de 0 a 10. Por outro lado, as
notas atribuidas as amostras que receberam tratamento térmico mais intenso
(92°C/15 segundos) aumentaram de 5 para 6 ao longo do tempo,

independentemente do sistema de aquecimento.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Captacéo do leite

O experimento foi realizado nas instalagbes do Departamento de
Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas (DTA-FEA/UNICAMP), localizada no

municipio de Campinas — SP.

A matéria-prima para a realizagdo dos experimentos foi adquirida em
propriedade leiteira comercial (Fazenda S&o Pedro do Imbirugu), localizada no
municipio de Espirito Santo do Pinhal - SP.

Apoés a ordenha, o leite cru foi resfriado em trocador de calor de placas, até
atingir a temperatura de 5 + 1°C, e posteriormente estocado em tanque de
expansao (1.500L, Plurinox Industria e Comeércio Ltda). Do conteudo do tanque de
expansao foram coletados 150 litros (3 latdes de 50 litros) que, imersos em gelo,
foram imediatamente transportados ao DTA-FEA/UNICAMP.

4.2 Recepgéo e processamento do leite pasteurizado

O fluxograma geral do processamento é apresentado na Figura 4.1. Foram
realizadas trés repeticdes do processo. No momento da recepg¢ao, um dos latdes
(50 litros) foi encaminhado para a planta de processamento para pasteurizagao
imediata (tempo zero). Os outros dois foram mantidos em camara fria a 5 + 1°C,
até o seu processamento, apdés 4 e 7 dias de armazenamento refrigerado,

respectivamente.
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150 litros de leite cru
refrigerados (51£1°C)

A 4

A 4

A

50 litros
imediatamente
processado

A

y

50 litros armazenados por
4 dias a 5t1°C
antes do processamento

50 litros armazenados por
7 dias a 5£1°C
antes do processamento

A 4

—

Pasteurizagdo em TCP 72-75°C/15-20 segundos, resfriamento (< 4°C) e
envase em embalagens plasticas flexiveis

A

y

Estocagem
refrigerada 5+1°C

O leite foi pasteurizado a 72-75°C/15-20 segundos, de acordo com as
normas brasileiras (BRASIL, 2002), em trocador de calor a placas (TCP), equipado
com valvula de desvio de fluxo automatica e resfriamento
temperatura menor ou igual a 4°C. Imediatamente apos a pasteurizagao o leite foi
envasado em embalagens plasticas flexiveis de polietieno de 250 mL em
embaladeira (Sumapack, Suma Industria e Comércio Ltda), provida de luz ultra-
violeta. As amostras foram divididas em dois lotes, sendo que um foi estocado a 5
1+ 1°C e o outro a 10 £ 1°C. Desta forma, em cada processamento foram obtidos
os seguintes lotes: 1) leite pasteurizado estocado a 5 + 1°C, obtido a partir de leite
cru com 0 dia de armazenamento refrigerado; 2) leite pasteurizado estocado a 10
+ 1°C, obtido a partir de leite cru com 0 dia de armazenamento refrigerado; 3) leite

A

Estocagem
refrigerada 10£1°C

Figura 4.1 Fluxograma geral do processamento.
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pasteurizado estocado a 5 £ 1°C obtido a partir de leite cru com 4 dias de
armazenamento refrigerado; 4) leite pasteurizado estocado a 10 + 1°C obtido a
partir de leite cru com 4 dias de armazenamento refrigerado; 8) leite pasteurizado
estocado a 5 £ 1°C obtido a partir de leite cru com 7 dias de armazenamento
refrigerado; @) leite pasteurizado estocado a 10 + 1°C obtido a partir de leite cru

com 7 dias de armazenamento refrigerado.

4.3 Procedimento de amostragem e anélises realizadas

Amostras representativas do leite cru foram coletadas dos latdes e
colocadas em frascos estéreis, destinados a realizacdo das analises
microbiolégicas, e em frascos higienizados, para as analises fisico-quimicas.
Antes da coleta, apos 0, 4 e 7 dias de armazenamento refrigerado, o leite de cada
latdo foi devidamente homogeneizado com misturador perfurado de ago inox

previamente higienizado.

O leite cru de cada tratamento foi analisado quanto a presenca de
antibioticos, CCS, pH, acidez, gordura, densidade, teor de proteina total,
nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NSpH 4,6), nitrogénio soluvel em acido
tricloroacético 24% (NSTCA 24%), coliformes a 30-35°C e a 45°C e a contagem
dos seguintes microorganismos: aerobios mesdfilos, psicrotroficos, Pseudomonas

spp., termoduricos mesofilos e psicrotréficos e esporos mesofilos e psicrotroficos.

ApOs a pasteurizacio e antes da divisao dos lotes para armazenamento em
diferentes temperaturas, foram coletadas amostras que foram avaliadas quanto a
peroxidase, fosfatase, pH, acidez, gordura, extrato seco total, teores de cinzas,
proteina total, NSpH 4,6, NSTCA 24%. Apoés vinte e quatro horas de estocagem,
as amostras mantidas a 5 £ 1 e 10 = 1°C foram analisadas quanto aos numeros

mais provaveis de coliformes a 30-35°C e a 45°C, presenca de Salmonela spp., e
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a contagem dos seguintes microorganismos: aerobios mesdofilos, psicrotroficos,
Pseudomonas spp., termoduricos mesofilos e psicrotréficos e esporos mesofilos e
psicrotroéficos.

Durante a estocagem refrigerada o leite pasteurizado foi analisado
diariamente quanto a contagem de microorganismos aerobios mesofilos,
psicrotroficos, Pseudomonas spp., e, a cada dois dias, quanto a contagem de
microorganismos termoduricos mesofilos e psicrotroficos e esporos mesofilos e

psicrotroéficos.

Para a realizagdo das analises microbioldogicas as amostras foram
homogeneizadas nas préprias embalagens, as quais foram entdo desinfetadas
externamente com alcool etilico 70%. Em seguida procedeu-se a diluicdo de uma
aliquota de 10 ml de leite em 90 mL de solug&o estéril de agua peptonada 0,1%,
obtendo-se assim a diluicgo 10". A partir desta, foram feitas diluicdes

subsequentes necessarias a realizacdo das analises.

Para a realizagdo das contagens de microorganismos termoduricos
mesofilos e psicrotréficos e esporos mesofilos e psicrotroficos, aliquotas de 15 mL
foram transferidas para tubos de ensaio estéreis e submetidos a tratamento
térmico em banho-maria por 62,8°C/5min e 80°C/12min respectivamente, seguido
de imediato resfriamento. Em seguida, repetiu-se o procedimento de diluicédo ja

descrito.

Analise de coliformes a 30-35°C, coliformes a 45°C e Salmonella spp. foram
realizadas em amostras de leite cru e pasteurizado, pelo Laboratério de Higiene
do Departamento de Tecnologia de Alimentos — FEA/UNICAMP. As amostras de
leite cru foram analisadas no dia do processamento e as de leite pasteurizado no

dia seguinte a pasteurizagao.
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4.4 Metodologias de anélise

4.4.1 Analises fisico-quimicas

Residuos de antibidticos: para deteccdo da presenca de residuos de
antibidticos utilisou-se o kit Delvotest® (DSM Food Specialties Dairy
Ingredients, Delft, Holanda), que € um teste de diagndstico microbiologico
qualitativo, que se fundamenta no desenvolvimento de um numero padronizado
de esporos do microrganismo de teste, Bacilus stearothermophilus var.
calidolactis. Na auséncia do antibidtico (teste negativo), o microrganismo
inoculado no meio de cultura agar semi-solido se desenvolve produzindo acido
e consequentemente alterando a cor do meio de roxo para amarelo. Na
presencga do antibiotico (teste positivo), o desenvolvimento do microrganismo é
inibido, ndo ocorrendo a producdo do acido e alteracdo da cor do meio. O
indicador utilizado € purpura de bromocresol.

Contagem de células somaticas: a determinagdo da CCS no leite cru foi
realizada por meio do equipamento Somacount 300 que utiliza a metodologia
de citometria de fluxo no laboratério Clinica do Leite do Centro de Tecnologia
para o Gerenciamento da Pecuaria de Leite do departamento de Zootecnia da
Escola Superior de Agronomia Luiz de Queiréz (Clinica do Leite -
ESALQ/USP).

pH: foi determinado por potencidmetro previamente calibrado, introduzindo-se

o eletrodo diretamente na amostra (DM 20, Digimed);
Acidez titulavel: foi determinada por titulagdo da amostra com hidroxido de

soédio N/9 (solugédo Dornic), em presenga de indicador fenolftaleina, segundo a
metodologia AOAC 947.05 (1995);
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Peroxidase: a atividade da enzima foi avaliada segundo metodologia descrita
no LANARA (1981), a qual se baseia no potencial da enzima, quando ativa, de
hidrolisar o peroxido de hidrogénio, liberando oxigénio, que transforma o

guaiacol da sua forma leuco para sua forma corada.

Fosfatase: a atividade da enzima foi avaliada segundo metodologia descrita na
AOAC 33.2.50 (1995), a qual se baseia no potencial da enzima, quando ativa,
de hidrolisar os ésteres fosforicos, com liberacdo de fenol. Este condensa com
a 2.6 dibromo ou 2.6 dicloroquinona cloroimida dando um indofenol que em

meio alcalino apresenta colorag&o azul.

Gordura: foi determinada pelo Método de Gerber (British Standard Institution,
1989), no qual, apds a digestao total dos componentes organicos, excetuando-
se a gordura, através da adi¢do de acido sulfurico seguida da centrifugagao do
butirébmetro, faz-se a leitura direta da porcentagem de gordura na escala do

butirdbmetro.

Densidade: foi determinada utilizando-se termolactodensimetro com a amostra
a 15°C;

Extrato seco total: foi determinado através do Disco de Ackermann para o leite
cru e gravimetricamente, por secagem em estufa a 105°C para o leite

pasteurizado, de acordo com AOAC 925.23 (1995);

Cinzas: foi determinada por incineragdao em forno mufla a 550°C, de acordo
com AOAC 935.42 (1995);

Fragbes nitrogenadas: o nitrogénio total foi determinado pelo método de micro-
Kjeldahl AOAC 991.20 (1995). As fragdes nitrogenadas soluveis em TCA 24%
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e em pH 4,6 foram determinadas no sobrenadante, apds precipitacdo das
proteinas, pelo método de macro-Kjeldahl AOAC 991.20 (1995). A proteina
total foi determinada multiplicando-se o nitrogénio total pelo fator de conversao
6,38. A caseina foi calculada através da subtragao do nitrogénio soluvel em pH
4,6 do nitrogénio total.

Lactose: calculada por diferenga através da seguinte formula:
Lactose (%)= % Extrato Seco Total — (% Gordura + % Proteina + %Cinzas)

4.4.2 Analises microbiologicas

Contagem total de microorganismos mesofilos aerdbios: contagem pelo
método de plaqueamento em profundidade. Utilizou-se agar padrédo (PCA) e
incubagao a 35°C/48 horas (APHA, 1992);

Contagem total de microorganismos psicrotroficos: contagem pelo método de
plaqueamento em superficie. Utilizou-se agar padrdo (PCA) e incubacéo a
7°C/10 dias (APHA, 1992);

Contagem total de Pseudomonas spp.: contagem pelo método de
plaqueamento em superficie. Utilizou-se agar de isolamento de Pseudomonas
(PIA) e incubagéao a 30°C/24 horas (HAYES, NIELSEN, 2000);

Contagem de microorganismos termoduricos mesofilos e psicrotroficos:
procedeu-se o tratamento térmico das amostras a 62,8°C/5 minutos, seguido
de imediato resfriamento. A contagem foi feita pelo método de plagueamento
em profundidade em agar padrao (PCA) e incubagédo a 35°C/48 horas (APHA,
1992) para mesodfilos e contagem pelo método de plaqueamento em superficie
em agar padrdao (PCA) incubagcdo a 7°C/10 dias (APHA, 1992) para
psicrotroéficos;
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Contagem de esporos mesofilos e psicrotroficos: procedeu-se o tratamento
térmico das amostras a 80°C/12 minutos, seguido de imediato resfriamento. A
contagem foi feita pelo método de plaqueamento em profundidade em agar
padrao (PCA) e incubacédo a 35°C/48 horas (APHA, 1992) para mesdfilos e
contagem pelo método de plagueamento em superficie em agar padrédo (PCA)
e incubacgao a 7°C/10 dias (APHA, 1992) para psicrotroficos;

Coliformes a 30-35°C e a 45°C: contagem pelo método do numero mais
provavel (NMP) através das seguintes etapas: 1) Inoculagdo em Caldo Lauril
Sulfato Triptose (LST) incubado a 35°C/48 horas; 2) Transferéncia de uma
alcada dos tubos com producdo de gas para tubos contendo Caldo Verde
Brilhante Bile (VB) e incubacdo a 35°C/48 horas; 3) Transferéncia de uma
alcada dos tubos com producéo de gas para o Caldo E. coli (EC) e incubagéo
em banho-maria a 45,5°C/24 horas (APHA, 1992);

Salmonella spp.: foi determinada através das seguintes etapas: 1) Pré-
enriquecimento em agua peptonada tamponada e incubagdo a 35°C/18-
24horas; 2) Enriquecimento seletivo em Caldo Tetrationato (TT) e em caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV) incubados a 35°C/18-24 horas e 42°C/18/24 horas,
respectivamente; 3) Transferéncia de 1 algada para agar Hektoen Entérico
(HE), agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e para agar Bismuto Sulfito (BS);
4) Identificagdo das colbnias suspeitas em agar Triplice Agucar e Ferro (TSI) e
em agar Lisina e Ferro (LIA) (APHA, 2001).

Para a construgao das curvas de desenvolvimento de todas as classes de
microorganismos considerou-se os valores abaixo do limite de detecgdo do
método como sendo 1. Os graficos foram construidos em escala logaritmica, e,

desta forma, para os dias em que as contagens encontraram-se abaixo do limite
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de deteccdo de cada método os pontos nos graficos foram considerados zero
(|Og1o1 = O)

4.4.3 Vida de prateleira do leite pasteurizado

O final da vida de prateleira do leite pasteurizado foi estabelecido como
sendo o primeiro dia em que as amostras apresentassem contagem total de
microorganismos mesdfilos aerdbios superior a 8 x 10* UFC/mL, valor este
considerado o limite maximo para comercializagado do leite pasteurizado segundo
a Instrucdo Normativa 51, em seu Anexo 5 (BRASIL, 2002).

4.5 Delineamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o Split-split-plottemporal com trés
fatores (Steel e Torrie, 1960). O fator principal foi o tempo de estocagem do leite
cru, com trés niveis de variacdo (0, 4 e 7 dias); o fator secundario foi a
temperatura de armazenamento do leite pasteurizado, com dois niveis de variagao
5+ 1 e 10 £ 1°C) e o terceiro fator foi o tempo de estocagem do leite
pasteurizado, cujos niveis de variagao foram dependentes da vida de prateleira do
produto.

O efeito dos tratamentos sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas do leite cru e fisico-quimicas do leite pasteurizado foi avaliado por
analise de variancia multivariada e pelo teste de comparacdo entre médias de

Sheffé, ao nivel de 5% de significancia.
Utilizou-se um modelo matematico para avaliar o desenvolvimento de cada

classe de microrganismo presente no leite pasteurizado e permitir a comparagéao

estatistica entre os tratamentos aplicados. Os parametros avaliados foram: tempo
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da fase lag, taxa de crescimento e tempo de geragcdo das classes de
microorganismos. Utilizou-se o modelo matematico descrito por Zweitering ef al.
(1992) apresentado na Equacdo 1. Para cada classe de microrganismo os
resultados foram analisados por analise de variancia univariada e pelo teste de
comparagao entre meédias de Sheffé, ao nivel de 5% de significancia.

IN(Ni/ Np) = Az . exp {-exp [(u/ AD) . (¢ — 1) + 1]} Equaco (1)

Onde,

N;= contagem de microorganismos no tempo #(UFC/ml);

N, = contagem de microorganismos no tempo zero (UFC/ml);

Ao = é a diferenga entre a contagem de microorganismos no inicio e na
fase estacionaria, em logaritmo;

t; = é o tempo de lag (dia);

t= & o tempo (dia),

u = é a taxa maxima de crescimento (UFC/ml/dia).

Com base nos paréametros A, u e t; do modelo de Zweitering ef al. (1992)
calculou-se os parémetros a; e a»>do modelo de Gompertz (Zweitering ef al., 1992)
através das equacbes 2 e 3. A partir destes parametros, calculou-se a taxa de

crescimento, tempo de fase lag e tempo de geragédo conforme equacdes 4 e 5 e 6.

Parametro a;de Gompertz=pu.e /A> Equacéo (2)
Parametro a>de Gompertz=(u.e /Ay . {;+1 Equacéo (3)
Taxa de crescimento Log(UFC/mL/tempo) = a;. a>/ e Equacéo (4)
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Tempo de geragao (tempo) =Inx (e)/ as. az

Tempo delag =, —(1/ ay)

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Equacéo (5)

Equacéo (6)

5.1 Caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do leite cru

A Tabela 5.1 apresenta os resultados das analises de CCS do leite utilizado

em cada processo, assim como a média e o desvio padrao das amostras.

Tabela 5.1 Contagem de células somaticas do leite cru refrigerado (5+1°C)’

Tempo de armazenamento do leite cru

refrigerado (dias)

0 4 7 Média DP'
Processo 1 359.500 362.000 398.000 373.167 21.542
Processo 2 621.000 510000 569.500 566.833 55.548
Processo 3 359.500 373.000 428.500 387.000 32.568
Média 446.667 415.000 465.333 442.333 25.444
DP? 150.977 82.456 91.491

"'n=3; * Desvio Padrao;

Os lotes de leite cru utilizado para os processamentos apresentaram baixa

contagem de células somaticas (CCS), com média de 4,4x10°, 4,1x10° e 4,6x10°

células/mL apods 0, 4 e 7 dias de estocagem. Estes valores sdo inferiores ao limite

estabelecido pela norma brasileira (10° células/mL) e norte americana (7,5x10°).

Nos processos 1 e 3, o leite cru apresentou média de CCS de 3,7x10° e 3,8x10°

células/mL, respectivamente, valores inferiores ao limite estabelecido pela Unido
Européia e Nova Zelandia (4x10°) (IDF, 2000). As Tabelas 5.2 e 5.3 apresentam a
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composi¢cado fisico-quimica e microbiolégica dos

armazenados por 0, 4 e 7 dias.

Tabela 6.2 Média das caracteristicas fisico-quimicas do leite cru refrigerado

leites crus

refrigerados

(5+1°C)’
Tempo de armazenamento do leite cru refrigerado
(dias)

0 4 7 p
Antibidticos Auséncia Auséncia Auséncia -
pH 6,75+ 0,02° 6,73 +0,03% 6,60 + 0,05° <0,01
Acidez (°D) 15,6 + 0,9 16,0 £ 1,1° 19,3 +0,9° <0,01
Densidade (g/mL) 1,0282 - - -
Extrato seco total® (%) 12,05 - - -
Gordura (%) 3,96+ 0,05 - - -
Proteina total (%) 3,14 £ 0,08 3,15+ 0,11 3,13+ 0,07 0,767
Caseina (%) 2,51+0,06 2,46+0,09 2,42+ 0,06 0,328
NSpH4,6 (% da PT) 19,77 +0,15° 21,73+0,19° 22,62 +0,18° <0,01
NSTCA24% (% da PT) 5,66 £ 0,95 6,52+ 1,17 7,42+ 1,36 0,233
Caseina (% da PT) 80,23 +0,15% 78,27 £0,19° 77,38 £0,18° <0,01

"'n=3; * calculado através do Disco de Ackermann.

Observa-se que o tempo de armazenamento do leite cru refrigerado afetou
significativamente o nitrogénio soluvel em pH 4,6 (% da PT) e a caseina (% da
PT), bem como o pH e a acidez do leite cru. Com o aumento do tempo de
armazenamento, observou-se a diminuicdo do pH e o aumento da acidez. Esta
variagdo foi observada somente apos 7 dias de armazenamento, embora o
desenvolvimento de microorganismos mesofilos aerdbios tenha sido significativo

apos 4 dias de armazenamento (Tabela 5.3).

O aumento da protedlise durante o armazenamento foi acompanhado do
aumento significativo de psicrotréficos e Pseudomonas spp. para cada ponto de
avaliagcdo do produto (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3 Contagem de microorganismos presentes no leite cru refrigerado (5+1°C)’

Tempo de armazenamento do leite cru refrigerado (dias)

0 4 7 p
Contagem total (UFC/mL) 7,40 x 10% 6,10 x 10°° 1,83 x 10% <0,01
Termoduricos mesofilos (UFC/mL) 2,20 x 10% 1,07 x 10%° 1,91 x 10% <0,01
Esporos mesofilos (UFC/mL) 1,70x 10" 1,62 x 10%° 9,77 x 10% <0,01
Psicrotroficos (UFC/mL) 2,60 x 10%° 7,77 x 10%° 6,29 x 10 <0,01
Pseudomonas spp. (UFC/mL) 4,33x10% 7,97 x 10°° 4,37 x10% <0,01
Termoduricos psicrotréficos (UFC/mL) 5,03x 10" 1,86 x 10°° 2,98x 10" <0,01
Esporos psicrotréficos (UFC/mL) 0,1x10™ 3,50 x 10%° 5,30 x 10% <0,01
Coliformes a 30-35°C (NMP/mL) 3,66 x 10° 5,24 x10° 8,30x 10* 0,06
Coliformes a 45°C (NMP/mL) 1,84 7,2 6,1 0,18

! n=3;



O leite cru utilizado nao apresentou qualquer residuo de antibidtico, fato
este que garante a nado interferéncia de fatores externos sobre o
desenvolvimento microbiano. Inicialmente, o] leite apresentou
baixacontaminag&o microbiana (Tabela 5.3), com contagem total de 7,40 x10°
UFC/mL, a qual é inferior ao limite estabelecido pela Instrucdo Normativa N°51,
que indica o maximo de 10° UFC/mL (Brasil, 2002), e contagem de
psicrotréficos igualmente baixa (2,60 x10° UFC/mL). Entretanto, observa-se na
Tabela 5.3 que todos os grupos de microorganismos estudados, excetuando-se
os grupos de coliformes a 30 - 35°C e 45°C, apresentaram desenvolvimento

significativo durante o periodo de 7 dias de armazenamento a 5 + 1°C.

As caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 5.2) e microbiolégicas (Tabela
5.3) e a CCS do leite cru refrigerado (Tabela 5.1) apds a ordenha (tempo zero)
indicam que o leite utilizado nos experimentos foi obtido de animais saudaveis
ordenhados em condi¢do adequadas de higiene. Entretanto, apds 4 dias de
armazenamento o leite apresentou contagem total superior ao limite maximo
estabelecido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento e, apés 7

dias, alcancou valores da ordem de 10® UFC/mL.

As alteragdes fisico-quimicas observadas neste trabalho sao
compativeis com as observadas por outros autores. Haryani ef al. (2003)
observaram o desenvolvimento de protedlise de leite cru refrigerado a 4°C apos
4 dias de armazenamento. Guinot-Thomas ef a/. (1995) observaram o aumento
de protedlise e a reducido do pH no leite cru apds 4 dias de armazenamento a
4°C. Os autores sugerem que estas alteragdes ocorrem devido a agao das
enzimas microbianas, as quais seriam liberadas no leite apés uma fase inicial
de adaptacdo dos microorganismos de aproximadamente quatro dias nestas

condicoes.
Durante os quatro primeiros dias de armazenamento do leite cru,

detectou-se o aumento de 3 ciclos logaritmicos na contagem de psicrotréficos e

de Pseudomonas spp. (Tabela 5.3). Assim como relatado por Guinot-Thomas
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et al. (1995), a maior protedlise observada apés armazenamento refrigerado do
leite cru (Tabela 5.2) pode ser decorrente da acdo de enzimas microbianas
liberadas pelo desenvolvimento de microorganismos psicrotréficos. Embora
estes microorganismos sejam destruidos na pasteurizagdo, suas enzimas sao
termorresistentes e podem comprometer a qualidade dos produtos lacteos
processados (BARBANO, MA, SANTOS, 2006).

Observou-se também aumento significativo das contagens de
microorganismos termoduricos mesoéfilos e psicrotroficos, que apds a ordenha
apresentaram contagens da ordem de 10% e 10" UFC/mL e, apds 7 dias de
estocagem, atingiram contagens da ordem de 10° e 10" UFC/mL,
respectivamente (Tabela 5.3). Além disso, as contagens de esporos mesdéfilos
e psicrotroficos aumentaram durante o armazenamento refrigerado do leite cru.
Os microorganismos termoduricos e esporos sobrevivem ao tratamento térmico

e, desta forma, estarao presentes no leite pasteurizado.

Estes resultados indicam que a qualidade microbiolégica do leite
pasteurizado obtido a partir destas trés matérias-primas foi diferente e inferior
quando o leite cru foi armazenado por 7 dias a 5£1°C. O aumento de todas as
classes de microorganismos no leite cru, mesmo sob refrigeracdo, pode
exercer papel fundamental sobre a qualidade fisico-quimica, sensorial e
microbiolégica dos produtos lacteos processados.

A ocorréncia de multiplicagdo bacteriana no leite armazenado em baixa
temperatura é uma realidade, entretanto, ndo existe um uUnico parametro que
determine a taxa de crescimento e grandes diferengas podem ser observadas
em qualquer temperatura. Isto parece ser grandemente dependente das
diferentes cepas de bactérias presentes em diferentes amostras de leite
(HARYANI et al, 2003).
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5.2 Caracteristicas fisico-quimicas e microblolégicas do leite
pasteurizado
Observa-se na Tabela 54 que o leite pasteurizado apresentou
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes, bem como as mesmas alteracoes
observadas para o leite cru. Quanto maior o tempo de armazenamento do leite
cru, maior acidez e protedlise do leite pasteurizado, ou seja, maior o NSpH4,6 e
menor a fragao caseica do leite. Além disso, a inativagao da enzima fosfatase e
a deteccao de atividade da enzima peroxidase indicaram a eficiéncia do
processamento térmico do leite, o qual nao é, entretanto, capaz de reverter as

alteragdes provocadas pelo armazenamento refrigerado do leite cru por 4 ou 7

dias.

Tabela 5.4 Composicdo média do leite apos pasteurizagéo’

Tempo de armazenamento do leite cru refrigerado (dias)

0 4 7 p
Peroxidase Positiva Positiva Positiva -
Fosfatase Negativa Negativa Negativa -
pH 6,74 +£0,01% 6,70 + 0,00° 6,59 + 0,05° <0,01
Acidez (°D) 15,44 +1,13° 16,67 + 1,03° 19,55+ 0,81° <0,01
Extrato seco total (%) 12,05+ 0,08 12,04 + 0,07 12,00 £ 0,08 0,642
Gordura (%) 3,91+£0,07 3,92+ 0,05 3,89 £ 0,06 0,989
Proteina total (%) 3,14+ 0,11 3,15+ 0,09 3,13+ 0,07 0,866
Caseina (%) 2,52+0,10 2,47 £ 0,08 2,42 + 0,06 0,376
NSpH4,6 (% da PT) 19,94 + 0,06° 21,68 + 0,09 22,68 + 0,26° <0,01
NSTCA24% (% da PT) 5,78 0,79 6,51 +1,07 7,34+ 1,28 0,276
Caseina (% da PT) 80,06 + 0,06 78,32 + 0,09° 77,32+ 0,26° <0,01
Lactose (%) 4,39+0,14 4,35+0,12 4,33+ 0,08 0,858
Cinzas (%) 0,65+0,25 0,65+ 0,26 0,65 + 0,025 0,972

"' n=3;
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Tabela 5.5 Contagem inicial de microorganismos presentes no leite pasteurizado estocado por 24h a 5+1 e 10+1°C’

Temperatura de estocagem do leite pasteurizado

5+1°C 10x1°C
Tempo de armazenamento do leite cru Tempo de armazenamento do leite cru
refrigerado (dias) refrigerado (dias)
0 4 7 0 4 7

Contagem total (UFC/mL) 3,6 x 10" 6,8 x 10 3,4 x 102 6,8 x 10 3,2 x 102 4,6 x10°
Termoduricos mesofilos (UFC/mL) <1 1,0 x 10 <1 <1 33 1,6
Esporos meséfilos (UFC/mL) <1 1,6 <1 <1 1,6 <1
Psicrotroficos (UFC/mL) <1 <1 8,3x10' <1 1,1x10° 3,6 x 10?
Pseudomonas spp. (UFC/mL) <1 <1 <1 <1 1,8 x 10° 1,0 x 102
Termoduricos psicrotréficos (UFC/mL) <1 <1 <1 <1 <1 <1
Esporos psicrotroficos (UFC/mL) <1 <1 <1 <1 <1 <1
Coliformes 30-35°C (NMP/mL) <0,3 8,1 1,8 x 10" <0,3 2,3x10' 3,9x10
Coliformes 45°C (NMP/mL) <0,3 0,4 1,6 <0,3 <03 1
Salmonella spp. (25 mL) Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

"'n=3;



A caracterizagao da microbiota das amostras de leite pasteurizado no
primeiro dia de estocagem a 51 e 10£1°C é apresentada na Tabela 5.5. No
que diz respeito as exigéncias da qualidade microbioléogica de leite
pasteurizado, a Resolu¢do RDC N°12 da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece a tolerancia indicativa de
coliformes 45°C igual a 4 NMP/mL e auséncia de Sal/monela spp/25 mL. Por
outro lado, a Instrucdo Normativa N°51 do Ministério da Agricultura Pecuaria
eAbastecimento - MAPA, estabelece no Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leite Pasteurizado (Anexo 5) que, imediatamente apds a
pasteurizagédo, o produto deve apresentar teste negativo para fosfatase
alcalina, teste positivo para peroxidase e coliformes 30-35°C < 0,3 NMP/mL. O
mesmo regulamento, quando trabalhando com planos de amostragem estipula
que quando analisadas 5 amostras do produto o limite maximo é 8x10*
UFC/mL para microorganismos mesdfilos aerdbios e 4 NMP/mL de coliformes
a 30-35°C em duas amostras, e 2 NMP/mL de coliformes a 45°C em uma
amostra e auséncia de Salmonela spp/25 mL. Pelos resultados apresentados
na Tabela 5.5, observa-se que todas as amostras atenderam ao padrao de
exigéncia para comercializagdo do leite pasteurizado estabelecido pela
ANVISA (BRASIL, 2001). Somente o leite pasteurizado obtido a partir do leite
cru com 0 dia de armazenamento refrigerado atendeu ao padréao estabelecido

pelo MAPA para contagem de coliformes a 30-35°C.

No que diz respeito ao efeito dos tratamentos sobre a microbiota inicial
do leite, observa-se na Tabela 5.6 que a contagem total de microorganismos
mesofilos aerdbios foi afetada pelo tempo de armazenamento do leite cru e
pela temperatura de estocagem do leite pasteurizado. A contagem inicial desta
classe de microorganismos no leite pasteurizado aumentou significativamente
com o aumento do tempo de armazenamento do leite cru e foi, em média, de
5,2x10, 1,9 x10° e 4,0 x10? UFC/mL, para o leite cru armazenado por 0, 4 e 7
dias respectivamente. Além disso, quanto maior a temperatura de estocagem

do leite pasteurizado, maior a contagem de microorganismos, que foi, em
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Tabela 5.6 ANOVA dos parametros de crescimento de microrganismos no leite pasteurizado estocado a 5+1 e 10+1°C’

Fonte de variagéao

Tem po2 (Fator A) Tem peratura3 (Fator B) Interagdo Fator A X Fator B
Valores de p
Contagem total (UFC/mL) < 0,01 < 0,01 NS
Termoduricos mesofilos (UFC/mL) NS NS NS
Esporos mesdfilos (UFC/mL) NS NS NS
Psicrotréficos (UFC/mL) NS 0,037 NS
Pseudomonas spp. (UFC/mL) <0,01 < 0,01 < 0,01
Termoduricos psicrotréficos (UFC/mL) NS NS NS
Esporos psicrotroficos (UFC/mL) NS NS NS
Coliformes a 30-35°C (NMP/mL) NS NS NS
Coliformes a 45°C (NMP/mL) NS NS NS
Salmonella spp. (25 mL) NS NS NS

'n=3; * Tempo de armazenamento do leite cru (5+1°C); ° Temperatura de estocagem do leite pasteurizado (5+1 e 10+1°C)



média, de 1,5x10° e 2,8x10> para o leite estocado a 51 e 10+1°C,

respectivamente.

Em relagdo as outras classes de microorganismos avaliadas, observa-se
(Tabela 5.6) que a temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetou
significativamente a contagem de psicrotroficos, a qual foi maior quando o leite foi
mantido na maior temperatura (2,8x10 e 5,2x10% para o leite mantido a 5+1
e10+1°C, respectivamente). Além disso, a interagdo entre o tempo de estocagem
do leite cru e a temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetou
significativamente a contagem de Pseudomonas spp. (Tabela 5.6), sendo maior na
amostra armazenada por 4 dias e mantida estocada a 10°C (Tabela 5.5).

5.3 Vida de prateleira e crescimento microbiano do leite pasteurizado

A Tabela 5.7 apresenta o efeito do tempo de armazenamento do leite cru e
da temperatura de estocagem do leite pasteurizado sobre os parametros de
crescimento, ou seja, a fase lag, taxa de crescimento e tempo de geracgdo, para
cada classe de microorganismo, segundo o modelo de Zweitering et al. (1992). A

avaliagao estatistica destes dados é apresentada na Tabela 5.8.

Observa-se na Tabela 5.8 que a fase lag e o tempo de geragdo dos
microorganismos mesofilos aerdbios foram significativamente afetados pelo tempo
de armazenamento do leite cru, pela temperatura de estocagem do leite
pasteurizado, bem como pela interacdo entre estes fatores. A representagao
grafica do efeito dos tratamentos sobre a fase lag e o tempo de geragdo dos
microorganismos mesofilos aerdbios € apresentada na Figura 5.1 a e b. O tempo
de fase lag e o tempo de geracdo desta classe de microrganismos foram
significativamente maiores no leite mantido a 5 + 1°C e produzido a partir do leite
cru com 0 dias de armazenamento. Entretanto, a fase lag e o tempo de geragao
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Tabela 5.7 Parametros de crescimento de microrganismos no leite pasteurizado estocado a 51 e 10£1°C, em fungdo do

tempo de armazenamento do leite cru refrigerado (5+1°C)’

Temperatura de estocagem do leite pasteurizado

5+1°C 10x1°C
Tempo de Fase lag Taxa de Tempo de Fase lag Taxa de Tempo de
armazenamento do (dias) crescimento geragao (dias) crescimento geragao
leite cru (dias) (UFC/mL/dia) (dias) (UFC/mL/dia) (dias)
0 5,40 0,11 6,18 1,33 0,28 2,49
Contagem total 4 0,81 0,31 2,25 0,75 0,55 1,27
7 1,11 1,14 0,61 0,70 1,04 0,66
0 3,06 0,46 1,51 3,97 3,59 0,19
Termoduricos mesofilos 4 1,65 2,73 0,25 1,78 2,31 0,30
7 1,68 2,62 0,26 1,53 4,02 0,17
0 4,08 0,16 4,22 3,72 5,54 0,13
Esporos mesofilos 4 1,74 2,41 0,29 1,72 2,63 0,26
7 2,06 1,77 0,39 1,79 2,29 0,30
0 3,29 0,19 3,74 0,86 0,41 1,70
Psicrotroficos 4 0,38 0,36 1,90 0,86 0,78 0,89
7 0,44 0,30 2,33 0,86 2,10 0,33
0 5,32 0,35 1,99 1,94 0,48 1,44
Pseudomonas spp. 4 1,57 0,93 0,74 0,87 0,84 0,83
7 0,30 0,59 1,18 0,81 2,29 0,30
0 7,34 2,49 0,28 3,88 4,04 0,17
Temoduricos psicrotroficos 4 1,88 2,10 0,33 1,62 2,96 0,23
7 1,51 3,80 0,18 1,61 2,98 0,23
0 9,50 34,44 0,02 4,24 2,74 0,25
Esporos psicrotroficos 4 2,56 1,00 0,69 1,58 3,24 0,21
7 2,17 1,66 0,42 1,50 3,65 0,19

"'n=3;
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Tabela 5.8 ANOVA dos parametros de crescimento de microrganismos no leite pasteurizado estocado a 5+1 e 10+1°C’

Parametros de crescimento

Fase lag (dias)

Taxa de crescimento

Tempo de geragao

(UFC/mL/dia) (dia)
Fonte de variagao Valores de p
Tempo? (Fator A) < 0,01 NS < 0,01
Contagem total Temperatura® (Fator B) 0,025 NS 0,028
Interagéo (A X B) <0,01 NS < 0,01
Tempo? (Fator A) < 0,01 < 0,01 < 0,01
Termoduricos mesdfilos Temperatura® (Fator B) NS NS 0,017
Interagdo (A X B) 0,027 0,014 < 0,01
Tempo? (Fator A) <0,01 NS NS
Esporos mesofilos Temperatura® (Fator B) NS NS NS
Interagéo (A X B) NS NS NS
Tempo? (Fator A) <0,01 NS NS
Psicrotréficos Temperatura® (Fator B) NS 0,034 NS
Interagéo (A X B) <0,01 0,047 NS
Tempo? (Fator A) < 0,01 < 0,01 < 0,01
Pseudomonas spp. Temperatura® (Fator B) <0,01 < 0,01 NS
Interagéo (A X B) < 0,01 < 0,01 0,032
Tempo? (Fator A) < 0,01 NS NS
Temoduricos psicrotroficos Temperatura® (Fator B) 0,042 NS NS
Interagéo (A X B) <0,01 NS NS
Tempo?® (Fator A) < 0,01 < 0,01 NS
Esporos psicrotroficos Temperatura® (Fator B) 0,018 0,011 NS
Interagéo (A X B) NS < 0,01 <0,01

"'n=3; * Tempo de armazenamento do leite cru (5 + 1°C); ° Temperatura de estocagem do leite pasteurizado (5 + 1 e 10 + 1°C);.



nao foram significativamente afetados em qualquer outra combinagdo de
tratamentos. A taxa de crescimento desta classe de microorganismos nao foi
afetada pelo tempo de armazenamento do leite cru, pela temperatura de
estocagem do leite pasteurizado nem pela interagao destes fatores.

O comportamento de microrganismos mesofilos aerdbios ao longo do
tempo é apresentado na Figura 5.2, onde observa-se o aumento da contagem
total para todos os tratamentos, durante o periodo de estocagem. Na condigédo de
menor tempo de armazenamento do leite cru e menor temperatura de estocagem
do leite pasteurizado (0 dia/5 £+ 1°C) a evolugdo da contagem total de
microrganismos foi mais lenta, assim como foram maiores os tempos de fase lag e
de geragdo desta classe de microrganismos segundo o modelo matematico

utilizado.

Considerando-se que a ANVISA, no seu Regulamento Técnico Sobre
Padrbées Microbioldgicos para Alimentos (RDC12) ndo estabelece a carga limite
para contagem padrao em leite pasteurizado, para efeito deste trabalho o final da
vida de prateleira do leite foi considerado como sendo o primeiro dia em que as
amostras apresentaram contagem total de microorganismos mesofilos aerdbios
superior a 8x10* UFC/mL, que é o limite maximo sugerido pela IN 51/MAPA
(BRASIL, 2002). Desta forma, observa-se na Figura 5.2 e na Tabela 5.9, que
apresenta a vida de prateleira e as caracteristicas microbioldgicas do leite
pasteurizado nas diferentes combinagdes de tratamentos, que o tempo necessario
para se atingir o limite da vida de prateleira foi maior no menor tempo de
armazenamento do leite cru e menor temperatura de estocagem do leite
pasteurizado. Na melhor condi¢do de processamento estudada (0 dia/5+1°C) a
vida de prateleira do leite pasteurizado foi de 10,7 dias, enquanto que na pior
condigao (7 dias/10+£1°C), foi de apenas 2,3 dias.
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Figura 5.1 (a) Tempo de fase lag (dias) e (b) tempo de geragdo (dias) para
microorganismos mesofilos aerdbios em fungdo do tempo de armazenamento do
leite cru (0, 4 e 7 dias) e da temperatura de estocagem do leite pasteurizado (5 * 1

e 10 £ 1°C). Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras ao
nivel de 5%.
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Figura 5.2 Desenvolvimento de microorganismos mesdfilos aerdbios (UFC/mL)

durante o periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5+ 1 e 10 £ 1°C.
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Os resultados sugerem que a temperatura de estocagem do leite
pasteurizado tem maior importancia sobre a vida de prateleira do produto quando
este é processado no menor tempo apds ordenha e refrigeragdo. Entretanto, a
temperatura de estocagem tem sua importancia diminuida quando o leite
pasteurizado é produzido a partir de leite cru com maior tempo de armazenamento
(Figura 5.2). Na mesma diregcdo, avaliando a vida de prateleira do leite
pasteurizado, Cromie (1991) observou que quanto menor temperatura de
estocagem, maior sua vida util. O tempo necessario para as amostras alcangarem
10" UFC/mL de contagem total de microorganismos mesdfilos aerdbios foi de 14
dias quando mantidas a 12°C, 40 dias a 3°C e de 80 dias a 1°C. O autor nao
informou as condi¢des de armazenamento do leite cru e de pasteurizagéo do leite.
Estes dados estdo em acordo com os resultados encontrados neste trabalho
quando a temperatura de armazenamento do leite pasteurizado foi avaliada
isoladamente. O tempo de fase lag, ou seja, o periodo de adaptagdo ao novo
ambiente e condi¢des, e o tempo de geragao foram significativamente maiores
quando o leite pasteurizado foi mantido a 5 + 1°C. A fase lag e o tempo de
geracgao foram, em média, 3,67 e 3,92 dias quando o leite foi mantido a 5 £ 1°C e
1,16 e 1,35 dias a 10 £ 1°C.

O tempo de armazenamento do leite cru e a interagdo entre este fator e a
temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetaram significativamente a
fase lag e a taxa de crescimento dos microorganismos psicrotréficos (Tabela 5.8).
A representacgdo grafica do efeito dos tratamentos sobre a fase lag e a taxa de
crescimento desses microorganismos € apresentada na Figura 5.3 a e b. A fase
lag foi significativamente maior no leite mantido a 5 £+ 1°C e produzido a partir do

leite cru com 0 dias de armazenamento e nao diferiu entre as demais amostras.
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Tabela 5.9 Vida de prateleira e microbiota do leite pasteurizado ao final da vida de prateleira em fungéo do tempo de

armazenamento do leite cru e temperatura de estocagem do leite pasteurizado’

Temperatura de estocagem do leite pasteurizado

5%+1°C

10x£1°C

Tempo de armazenamento do leite cru

refrigerado (dias)

Tempo de armazenamento do leite cru

refrigerado (dias)

0 4 7 0 4 7

Vida de prateleira (dias) 10,7 3,7 3,3 5,7 3,0 2,3

Contagem total (UFC/mL) 6,3 x 10° 2,4 x10° 1,9 x10° 4,2 x10° 3,1x10° 1,0 x 10°
Termoduricos mesofilos (UFC/mL) 2,2 x10° 2,8 x 10 2,2 x 10 1,8 x10° 5,0 x 10’ 3,0x10°
Esporos mesofilos (UFC/mL) 2,1x10' 2,7 x 10 2,4 x 10 3,1x10' 0,83 x 10’ 2,3x10'
Psicrotroficos (UFC/mL) 2,1x10° 2,6 x 10* 2,6 x10° 7.8 x10° 2,5x10° 1,1 x10’
Pseudomonas spp. (UFC/mL) 8,7 x 10° 4,4x10° 5,9 x 10* 2,3x10° 7,5x10° 5,6 x 10°
Termoddricos psicrotréficos (UFC/mL) 3,2 x10* 1,9 x10° 4,1x10° 2,4 x10° 1,1 x10° 5,5 x 10°
Esporos psicrotroficos (UFC/mL) 7.1x10° 3,1x10° 3,1x10° 6,4 x 10° 5,5 x 10° 8,5 x 10°

"' n=3;



Isso implica que a diferenga de tempo de fase lag somente foi observada na
melhor condigdo de estocagem do leite cru e pasteurizado (0 dia/5 £ 1°C).
Paralelamente, na condicdo oposta de armazenamento do leite cru e
pasteurizado (7 dia/10 £ 1°C ), a taxa de crescimento de psicrotroficos foi maior
e diferiu significativamente das demais.

Assim como neste trabalho, a maior taxa de crescimento de
psicrotréficos foi observada por Stevenson ef a/. (2003) para amostras com
carga inicial mais elevada, pois, o leite cru processado apés 0, 4 e 7 dias de
armazenamento apresentou contagem de psicrotréficos de 2,6 x 10°, 7,77 x 10°
e 6,29 x 10" UFC/mL.

Observa-se na Figura 54 a, b e ¢ que a mesma tendéncia de
comportamento nos parametros de crescimento de bactérias psicrotroficas
manteve-se para o principal grupo desta classe de microorganismo, 0s
Pseudomonas spp. O tempo de fase lag de Pseudomonas spp. foi maior na
melhor condi¢do de processo (0 dia/5 £ 1°C) e diferiu significativamente dos
demais tratamentos. O mesmo comportamento foi observado quando se
compara a taxa de crescimento de psicotréficos (Figura 5.3b) e de
Pseudomonas spp. (Figura 5.4b). Entretanto, diferente do apresentado para os
psicotroficos, o tempo de geragédo de Pseudomonas spp. foi significativamente
afetado pelos tratamentos (Tabela 5.8, Figura 5.4c).
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Figura 5.3 (@) Tempo de fase lag (dias) e (b) taxa de crescimento
(UFC/mL/dias) para microorganismos psicrotréficos em fungédo do tempo de
armazenamento do leite cru (0, 4 e 7 dias) e da temperatura de estocagem do

leite pasteurizado (5 + 1 e 10 £ 1°C). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre as amostras ao nivel de 5%.
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Figura 5.4 (a) Tempo de fase lag (dias), (b) taxa de crescimento (UFC/mL/dias)
e (¢) tempo de geracéo (dias) para Pseudomonas spp. em fungéo do tempo de
armazenamento o leite cru (0, 4 e 7 dias) e da temperatura de estocagem do

leite pasteurizado (5 + 1 e 10 £ 1°C). Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre as amostras ao nivel de 5%.
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Neste estudo observou-se que os Pseudomonas spp. tiveram seus
parametros de crescimento mais afetados pela interacdo dos tratamentos
aplicados do que os microorganismos psicrotroficos em geral. Estes resultados,
entretanto, ndo surpreendem, uma vez que, embora os Pseudomonas spp.
sejam a espécie mais comumente isolada do leite pasteurizado deteriorado,
outros tipos, como Enterobacter, Klebsiella e Flavobacterium sao também
encontrados (CROMIE, 1991) e, além disso, o crescimento bacteriano no leite
estocado a baixa temperatura parece ser dependente das diferentes cepas de
bactérias presentes (HARYANI et a/.,, 2003).

O comportamento da contagem total de microrganismos psicrotréficos e
de Pseudomonas spp. ao longo do tempo sdo apresentados na Figura 5.5 e
5.6, respectivamente. Observa-se um aumento da contagem para todos os
tratamentos, durante o periodo de estocagem. Na condigédo de menor tempo de
armazenamento do leite cru e menor temperatura de estocagem do leite
pasteurizado a evolugéo da contagem de microrganismos foi mais lenta, assim
como foram maiores os tempos de fase lag e de geragdo desta classe de

microrganismos segundo o modelo matematico utilizado.

Os microorganismos psicrotroficos sdo, em sua maioria, sensiveis aos
tratamentos térmicos, em especial o Pseudomonas spp. A presenca destes
microorganismos no produto pasteurizado estd, em geral, associada a
contaminagéo pos-pasteurizagédo (CROMIE, 1991) ou a presenga de uma carga
inicial muito elevada deste grupo de microorganismos no leite cru (DOGAN,
BOOR, 2003).

Embora a legislagao brasileira ndo estabelega limites para a presencga de
microorganismos psicrotroficos no leite pasteurizado, sabe-se que o
crescimento destes microorganismos esta associado a diversos problemas de
qualidade dos produtos lacteos, como redugao da vida de prateleira destes
produtos, alteracdo de sabor e odor do leite, reducdo do rendimento industrial
na fabricagdo de queijos e gelificagdo de leite longa vida (SORHAUG,
STEPANIAK, 1997).
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—w%— Pasteurizado ap6s 7 dias de armazenamento do leite cru

Figura 5.5 Desenvolvimento de microorganismos psicrotréficos (UFC/mL)

durante o periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5+ 1 e 10 £ 1°C.
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—®— Pasteurizado ap6s 0 dias de armazenamento do leite cru
—O— Pasteurizado ap6s 4 dias de armazenamento do leite cru
—w— Pasteurizado ap6s 7 dias de armazenamento do leite cru

Figura 5.6 Desenvolvimento de Pseudomonas spp. (UFC/mL) durante o

periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5 £ 1 e 10 £ 1°C.

O desenvolvimento de microorganismos resistentes ao tratamento
térmico também foi observado durante o periodo de estocagem do leite
pasteurizado. A interacdo entre o tempo de armazenamento do leite cru e a
temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetou significativamente

todos os parametros de crescimento dos microorganismos termoduricos
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mesofilos e o tempo de fase lag dos microorganismos termoduricos
psicrotréficos (Tabela 5.8). A representagéo grafica do efeito dos tratamentos
sobre a fase lag e a taxa de crescimento desses microorganismos €
apresentada na Figura 5.7 a, b e c e 5.8. O tempo de fase lag apresentado
pelos microorganismos termoduricos mesofilos foi maior no leite produzido a
partir do leite cru com 0 dias de estocagem, e mantido a 10 + 1°C apds a
pasteurizagdo. As demais combinagdes de tratamento nao diferiram
significativamente entre si. Paralelamente, o tempo de fase lag foi maior e
diferiu significativamente dos demais tratamentos para o leite cru com 0 dia de
armazenamento e estocado a 5 = 1°C apds pasteurizacdo para os
microorganismos termoduricos psicrotroficos. A taxa de crescimento dos
microorganismos termoduricos mesofilos apresentou diferenga significativa e
foi menor no leite produzido a partir do leite cru com 0 dia de armazenamento,
e mantido a 5 + 1°C apds a pasteurizagdo. O tempo de geragéo desta classe
de microorganismos também apresentou diferenga significativa e foi maior no
leite produzido a partir do leite cru com 0 dias de estocagem, e mantido a 5 £

1°C apo6s a pasteurizagao.
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Figura 5.7 (a) Tempo de fase lag (dias), (b) taxa de crescimento (UFC/mL/dias)
e (¢) tempo de geracéo (dias) para os microorganismos termoduricos mesofilos
em funcdo do tempo de armazenamento do leite cru (0, 4 e 7 dias) e da
temperatura de estocagem do leite pasteurizado (5 + 1 e 10 £ 1°C). Letras

diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5%.
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Figura 5.8 Tempo de fase lag (dias) para os microorganismos termoduricos
psicrotréficos em fungdo do tempo de armazenamento do leite cru (0, 4 e 7
dias) e da temperatura de estocagem do leite pasteurizado (5+ 1 e 10 £ 1°C)
Letras diferentes indicam diferenga significativa entre as amostras ao nivel de
5%.

O comportamento da contagem de microrganismos termoduricos
mesofilos e psicrotroficos ao longo do tempo sédo apresentados na Figura 5.9 e
5.10, respectivamente. Observa-se pequeno aumento na contagem de
microrganismos termoduricos mesofilos para todos os tratamentos, durante o
periodo de estocagem. Na condicdo de maior temperatura de estocagem do
leite pasteurizado a evolugdo da contagem de microrganismos foi mais
acelerada. Os microorganismos termoduricos psicrotréficos apresentaram
comportamento semelhante, porém com maior desenvolvimento em todas as

condicoes.

O tempo de armazenamento do leite cru afetou significativamente a fase
lag dos esporos mesofilos (Tabela 5.8). O tempo de fase lag foi, em média,
maior no leite produzido a partir do leite cru com 0 dias de armazenamento
(4,42 dias) do que nos demais (2,80 e 2,01 dias, respectivamente para 4 e 7
dias de armazenamento do leite cru). O tempo de armazenamento do leite cru
e a temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetaram

significativamente a fase lag dos esporos psicrotroficos (Tabela 5.8). Com o
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aumento do tempo de armazenamento do leite cru observou-se a reducao do
tempo de fase lag dos esporos psicrotroficos. O tempo de fase lag foi, em
média, 8,60, 2,84 e 2,35 dias para o leite pasteurizado produzido a partir do
leite cru armazenado por 0, 4 e 7 dias respectivamente. Além disso, quanto
menor a temperatura, maior a fase lag dos esporos psicrotroficos. O tempo de
fase lag foi de 5,71 dias para as amostras mantidas a 5 £ 1°C e 3,49 para as
mantidas a 10 £ 1°C. A interacdo entre o tempo de armazenamento do leite cru
e a temperatura de estocagem do leite pasteurizado afetou significativamente a
taxa de crescimento e o tempo de geragao dos esporos psicrotroficos (Tabela
5.8). A representagéo grafica do efeito dos tratamentos sobre a fase lag e a
taxa de crescimento desses microorganismos é apresentada na Figura 5.11 ae
b. A taxa de crescimento foi superior no leite produzido a partir de leite cru com
0 dias de armazenamento e mantido estocado a 5 = 1°C apds sua
pasteurizagdo, e nao apresentou diferenca entre os demais tratamentos. O
tempo de geragdo ndo apresentou grande variagdo entre os tratamentos,
entretanto o leite produzido a partir de leite cru com 4 dias de armazenamento
e mantido estocado a 5 £ 1°C foi maior e apresentou diferenga significativa do
leite produzido a partir de leite cru com 0 dias de armazenamento e mantido

estocado a5 + 1°C.

O comportamento da contagem de esporos meséfilos e psicrotroficos ao
longo do tempo sao apresentados na Figura 5.12 e 5.13, respectivamente.
Observa-se um pequeno aumento na contagem de esporos mesofilos para
todos os tratamentos, durante o periodo de estocagem. Na condigdo de
maiores temperaturas de estocagem do leite pasteurizado a evolugédo da
contagem de microrganismos foi mais acelerada. Os esporos psicrotréficos
apresentaram comportamento semelhante, porém com maior desenvolvimento

em todas as condicdes.
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Log UFC/mL
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Tempo de estocagem do leite pasteurizado (dias)

—®— Pasteurizado apdés 0 dias de armazenamento do leite cru
—O— Pasteurizado ap6s 4 dias de armazenamento do leite cru
—w— Pasteurizado ap6s 7 dias de armazenamento do leite cru

Figura 5.9 Desenvolvimento de microorganismos termoduricos mesdfilos
(UFC/mL) durante o periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5+ 1e 10 £
1°C.
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Tempo de estocagem do leite pasteurizado (dias)

—®— Pasteurizado ap6s 0 dias de armazenamento do leite cru
—O— Pasteurizado apd6s 4 dias de armazenamento do leite cru
—w— Pasteurizado apd6s 7 dias de armazenamento do leite cru

Figura 5.10 Desenvolvimento de microorganismos termoduricos psicrotréficos
(UFC/mL) durante o periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5+ 1e 10 £
1°C
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Figura 5.11 (a) Taxa de crescimento (UFC/mL/dias) e (b) tempo de geragdo
(dias) para os esporos psicrotroficos em fungado do tempo de armazenamento
do leite cru (0, 4 e 7 dias) e da temperatura de estocagem do leite pasteurizado

(51 e 10 £ 1°C). Letras diferentes indicam diferenga significativa entre as
amostras ao nivel de 5%.
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Figura 5.12 Desenvolvimento de esporos mesdfilos (UFC/mL) durante o

periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5 £ 1 e 10 £ 1°C.
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Figura 5.13 Desenvolvimento de esporos psicrotréficos (UFC/mL) durante o

periodo de estocagem do leite pasteurizadoa 5 £ 1 e 10 £ 1°C.

A presenga de microorganismos resistentes ao tratamento térmico e com
capacidade de multiplicagdo em baixas temperaturas ¢é o fator limitante da vida
de prateleira de leite pasteurizado quando a recontaminacdo do produto

pasteurizado é evitada. Os microorganismos resistentes ao tratamento térmico
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mais comuns no leite pasteurizado sdo algumas espécies de Bacillus, em
especial os Bacillus circulans e o Bacillus cereus (CROMIE et al, 1989;
GRIFFITHS, PHILLIPS, 1990).

A importancia destas bactérias resistentes ao calor, principalmente dos
esporos psicrotroficos, ndo se deve unicamente ao fato delas interferirem na
vida de prateleira do produto devido a producéo de lipases e proteases, mas ao
fato de algumas cepas também representarem risco a saude dos consumidores
devido a producdo de enterotoxinas e por causarem surtos de toxiinfecgao
(BLAKE, WEIMER, 1997).

Em resumo, observou-se que tanto o tempo de estocagem do leite cru
refrigerado como a temperatura de armazenamento do leite pasteurizado
afetaram a qualidade e a vida de prateleira dos produtos. Assim, quanto
menores o tempo de armazenamento do leite cru e a temperatura de
estocagem do leite pasteurizado, melhor a qualidade do produto. Apesar disso,
as caracteristicas microbioldgicas do leite de todos os tratamentos foram muito
semelhantes ao final da sua vida de prateleira (Tabela 5.8), entretanto,
ressalta-se que o tempo para as amostras atingissem estas contagens foi
diferente. Por exemplo, o leite pasteurizado produzido a partir do leite cru com
0 dias de armazenamento e mantido a 5 £ 1°C atingiu o limite estabelecido
neste trabalho em 10,7 dias, enquanto o leite produzido a partir do leite cru
com 7 dias de armazenamento e mantido a 10 + 1°C atingiu este limite em

apenas 2,3 dias.

No atual panorama da cadeia produtiva de leite no Brasil, na qual os
centros produtores sdo, em geral, afastados dos pélos processadores, o leite
mantido refrigerado antes de seu processamento por longos periodos. Desta
forma, sao de suma importancia a obtencao de leite cru de boa qualidade, a
diminuicdo do tempo entre a ordenha e o processamento do leite e a
manutencado da adequada temperatura na cadeia de frio desde a obtencao até

o ponto de venda ao consumidor final. Além disso, o aumento da vida de
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prateleira do leite pasteurizado pode ser obtido através do emprego de novas
tecnologias visando a melhoria da qualidade do leite cru, tais como
microfiltracédo e emprego de CO,, ou através do uso de embalagens assépticas
flexiveis, de menor custo que as atualmente disponiveis, para o leite

pasteurizado.

6. CONCLUSOES

Quanto maior o tempo de armazenamento do leite cru refrigerado, maior sua

acidez e protedlise.

Quanto maior o tempo de armazenamento do leite cru, pior a sua qualidade.
As contagens totais de microorganismos, de psicrotroficos, de Pseudomonas
spp., de termoduricos mesofilos e psicrotroficos e de esporos mesdfilos e

psicrotréficos aumentaram durante o armazenamento refrigerado.

A interacao entre o tempo de armazenamento do leite cru e a temperatura de
estocagem do leite pasteurizado afetou o tempo de fase lag de todas as
classes de microorganismos avaliados, exceto de esporos mesdfilos e
psicrotréficos. No geral, o tempo de fase lag foi maior no menor tempo de
armazenamento do leite cru e na menor temperatura de estocagem do leite

pasteurizado.

A vida de prateleira do leite pasteurizado foi maior quanto menor o tempo de
armazenamento do leite cru e menor a temperatura de estocagem do leite
pasteurizado. O leite pasteurizado obtido a partir do leite cru com 0 dias de
armazenamento e mantido a 5£1°C apresentou vida de prateleira de 10,7 dias,
enquanto o leite obtido a partir do leite cru com 7 dias de armazenamento e

mantido a 10£1°C apresentou vida de prateleira de apenas 2,3 dias.
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