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APRESENTACAO

A obra intitulada “Pratica e Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos” foi
elaborada a partir das publicacées da Atena Editora e apresenta uma visdo ampla de
varios aspectos que transcorrem por diversos temas relacionados a alimentagéo. Esta
obra é composta por 16 capitulos bem estruturados e agrupados por assuntos.

A ciéncia relacionada aos alimentos permeia por varias questdoes, dentre elas,
para o mercado ha uma preocupacgao crescente com a adaptacdo da populacdo a
sabores e também a qualidade de produtos, por isso, cada vez mais investimentos sao
feitos em avaliacbes sensoriais e elaboracdo de novas preparacdes. Nao obstante,
a elucidagdo de caracteristicas fisico-quimicas é cada vez mais estudada a fim de
agregar valor aos produtos alimenticios ou mesmo apresentar dados mais concisos
sobre atributos de alimentos. Além disso, alimentos destinados a consumo também
devem seguir padroes de seguranca alimentar, o que leva ao desenvolvimento de
amplos estudos no campo da microbiologia de alimentos.

Os novos artigos apresentados nesta obra sdo pertinentes a temas importantes
e foram possiveis gracas aos esforcos assiduos dos autores destes trabalhos junto
aos esforcos da Atena Editora, que reconhece a importéncia da divulgacéao cientifica e
oferece uma plataforma consolidada e confiavel para estes pesquisadores exporem e
divulguem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas duvidas a luz
de novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva
novos estudos no setor de alimentos.

Flavio Brah (Flavio Ferreira Silva)
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RESUMO: A qualidade do leite € definida por pardmetros de composicao quimica,
caracteristicas fisico-quimicas e higiene. Ha diversos fatores que podem interferir na
qualidade do leite, desde problemas de saude do animal a campo até a contaminagéao
do produto durante o manejo de ordenha e beneficiamento. Esses fatores podem causar
grandes prejuizos econémicos a producao leiteira, além da reducéo da produtividade e
do valor agregado do produto, o que pode interferir no processo industrial de producéo
de laticinios, em especial, nesta abordagem, enfatiza-se a qualidade do creme do
leite. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbioloégica do
leite cru refrigerado recebido no estabelecimento industrial, assim como a qualidade
do creme de leite. As analises do projeto foram executadas no Laboratério de
Biologia do IFC-Campus Concordia. Os parametros analisados foram: contagem
padrédo em placas de bactérias aerdbias mesoéfilas, enumeracdo de coliformes totais
e termotolerantes e pesquisa de Salmonella. As anélises foram realizadas de marco
a junho de 2019. Acredita-se que os resultados que apresentam maiores atividades
de micro-organismos tenham ocorrido por pequenos descuidos na higiene durante o
manejo, tanto de ordenha do animal, quanto nos processos internos da industria, mas
que independentemente de os resultados estarem fora dos padrdes microbiolégicos
determinados pela legislacdo, é importante ressaltar que, ainda assim, poderiam ser
considerados seguros, em se tratando de produtos que ainda passarao por tratamento
térmico.

PALAVRAS-CHAVE: Laticinio, Seguranc¢a alimentar, Legislacao.

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MILK AND MILK CREAM PRODUCED IN THE
MIDDLE EAST CATHARIAN REGION

ABSTRACT: Milk quality is defined by chemical composition parameters,
physicochemical characteristics, and hygiene. There are several factors that
can interfere with milk quality, from animal health problems in the field to product
contamination during milking and processing. These factors can cause major economic
losses to dairy production, in addition to reducing productivity and added value of the
product, which may interfere with the industrial process of dairy production. The quality
of milk cream is especially emphasized in this approach. Thus, the objective of this
work was to evaluate the microbiological quality of refrigerated raw milk received in the
industrial establishment, as well as the quality of the cream. The project analyses were
performed in the Biology Laboratory at the IFC-Campus Concoérdia. The parameters
analyzed were: standard plate count of mesophilic aerobic bacteria, enumeration of
total and thermotolerant coliforms, and Salmonella screening. The analyses were
carried out from March to June 2019. It is believed that the results that present the
largest activities of microorganisms occurred due to slight negligence in hygiene during
the management of both animal milking and in the internal processes of the industry.
Regardless of whether the results are outside the microbiological standards determined
by the legislation, it is important to point out that they could still be considered safe for
products that will still undergo heat treatment.
159
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KEYWORDS: Dairy, Safety food, Legislation.

11 INTRODUCAO

A qualidade microbioldégica de derivados lacteos pode afetar diretamente a
sua qualidade fisico-quimica, j& que existem grupos de micro-organismos que, em
condicoes apropriadas, sao capazes de fermentar a lactose produzindo acido latico,
aumentando a acidez do produto (PINTO et al., 2006; JAY, 2005; ORDONEZ, 2005). O
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Creme de Leite estabelece critérios
microbioldégicos para micro-organismos aerobios mesofilos (maximo 105 UFC/g),
Staphylococcus aureus (maximo 10%? UFC/g), coliformes totais para micro-organismos
aerébios mesdfilos (maximo 10° UFC/qg), Staphylococcus aureus (maximo 102 UFC/g),
coliformes totais (maximo 102 NMP/g) e coliformes termotolerantes (maximo 10 NMP/g)
para o creme de leite pasteurizado. Segundo a legislagéo brasileira, o creme deve ser
submetido a um tratamento térmico que pode ser do tipo: pasteurizacao, esterilizacéo
e UHT.

A contaminacdo que acomete o creme de leite é, em sua maioria, causada
pela matéria prima que sera utilizada em sua fabricacéo, o leite cru (MONTANHINI,
2018). Estudar essa questao € importante para o ponto de vista da Saude Publica
no abastecimento de alimentos, pois segundo a Associacdo Brasileira das Empresas
de Refeicao Coletiva (ABERC), as doencas causadas por alimentos contaminados
s&o um dos problemas mais frequientes no mundo. Segundo dados da Organizagédo
Mundial da Saude (OMS), cerca de 582 milhdes de pessoas adoecem no mundo devido
ao consumo de alimentos contaminados, destas, mais de 350 mil pessoas morrem,
vitimas de intoxicacdo alimentar. Ainda, segundo a OMS os principais agentes sao
Salmonella Typhi, E. coli e norovirus.

Além de representar riscos a saude humana, a falta de seguranca alimentar
também esté relacionada a importantes perdas econémicas. No caso da contaminagao
no leite, por exemplo, ha prejuizos ao produtor, que fica impossibilitado de vender o
leite e; ao fabricante, que ao receber a matéria prima de qualidade inferior, esta podera
resultar em produtos derivados com contaminag¢des ou baixa qualidade; e o consumidor
final que adquire um produto com menor vida de prateleira e/ou contaminagcdes que
podem causar doencgas veiculadas por alimentos. Verifica-se que a baixa qualidade
microbiologica e fisico-quimica do leite oferece riscos de saude publica e prejuizos de
ordem econémica. Em funcéo disso, &€ importante implementar medidas de seguranca
desde o inicio do processo de producéo, com a higienizagéo da sala de ordenha e
boas praticas de ordenha.

As DTAs (Doencgas Transmitidas por Alimentos) ou DVAs (Doencas Veiculadas
por Alimentos), problema que esta intimamente relacionado a falhas ou a n&o utilizagéo
das BPFs, sado responsaveis por inumeros problemas de saude, que variam em casos
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mais leves desde vOmito e diarreia, até mesmo a morte, em casos graves, tornando-se
desta forma um assunto de grande relevéancia para as autoridades devido seu carater
em saude publica (BORGES, 2010).

Grande parte dos surtos alimentares resulta da associacdo entre o consumo
de alimentos contaminados através da manipulacéo inadequada e conservagao ou
distribuicdo em condi¢cGes improprias. Ainda, erros nas técnicas de manipulagéo ou
processamento contribuem com esta problematica, fazendo com que alteragdes
microbiolégicas surjam e a sua deteccgao, correcao e prevencao, torne-se o objetivo
principal de qualquer sistema de controle microbiano em alimento (BORGES, 2010).

Deste modo, frente ao grande risco de contaminag¢ao dos alimentos e diante da
crescente rigorosidade das legislagdes bem como a demanda por produtos seguros,
cada vez mais os estabelecimentos industriais e agroindustriais vem aperfeicoando
suas técnicas e metodologias para atender o consumidor, ofertando alimentos com o
menor potencial nocivo possivel, minimizando desta forma surtos alimentares (FAO,
2005), uma vez que os alimentos sao fontes riquissimas para a proliferacdo microbiana
(SIGARINI, 2004; LEITE et al., 2002).

Tendo em vista a importancia do assunto abordado, visando contribuir para
o desenvolvimento de um produto de qualidade melhor, o objetivo deste estudo foi
avaliar a qualidade microbiol6gica do leite cru refrigerado recebido no estabelecimento
industrial, assim como a qualidade de creme de leite.

21 METODOLOGIA
2.1 Local e infraestrutura para o desenvolvimento do projeto

As andlises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de Biologia do
Instituto Federal Catarinense, campus de Concordia, Santa Catarina, Brasil, que conta
com infraestrutura adequada a execuc¢ao das atividades.

2.2 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas entre os meses de marco a junho de 2019. A coleta
de leite foi efetuada a partir de tanques resfriadores provenientes dos produtores, a
amostra de creme de leite foi coletada do maturador, onde é homogeneizado, mas néo
recebe tratamento térmico. Todas as amostras foram coletadas com frascos estéreis
identificados no ato da coleta e em duplicata. As amostras foram armazenadas
temporariamente em uma caixa térmica contendo gelo (somente no periodo relativo
ao transporte, aproximadamente 30 minutos), sendo em seguida transportadas para o
Laboratorio de Biologia do IFC Campus Concordia.
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2.3 Analises Microbioldgicas

Para avaliacdo da qualidade microbioldgica do leite, as seguintes analises foram
realizadas: Contagem padréo em placas de bactérias aerdbias mesofilas, Pesquisa de
Staphylococcus sp. e Enumeracgao de Coliformes Totais e Pesquisa de Salmonella. Foi
adotado como referencial para a analise e interpretacdo dos resultados, os padroes
microbiolégicos do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite cru
refrigerado (Brasil, 2002) e Resolu¢ao RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001 (para o
creme de leite).

Para realizacéo das andlises microbiologicas, as amostras de leite e de creme de
leite foram homogeneizadas e procedeu-se as diluicdes decimais seriadas, utilizando
como diluente agua peptonada esterilizada a 0,9% (FDA, 2018).

2.4 Contagem padrao de bactérias mesoéfilas em placas

Foram depositadas aliquotas de 100 uL das diluicées (10" a 108), em triplicata,
em placas de Petri estéreis, contendo Agar Triptona de Soja (TSA) (Neogen, USA,
2016). Apés a solidificacdo do meio, a amostra foi espalhada sobre o a4gar com o
auxilio de uma alca de Drigalski estéril, sendo as placas incubadas a 37°C/48 horas.
Foram selecionadas para a contagem as placas contendo entre 30 e 300 colbnias.
O calculo da contagem do numero de colbnias, das placas selecionadas (25 a 250
colénias) foi realizado de acordo com Silva et al. (2010), sendo o resultado expresso
como Unidade Formadora de Colbnia (UFC/mL).

2.5 Determinacao do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais

Foram inoculados, em triplicata, 10 mL de cada amostra em 10 mL de meio de
cultura Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) (Neogen, Brasil, 2019) e procedeu-se a
incubacao a 35 °C/24 horas. Apos esse periodo, foi observada a ocorréncia ou nao de
crescimento com producéao de gas. As culturas obtidas nos tubos positivos para essas
duas caracteristicas foram transferidas para o caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB)
(Neogen, USA, 2013) 200 puL de cada diluicao da amostra em tubos contendo 5 mL
caldo bile verde brilhante com tubo de Durham. Ap6s a incubacéo a 35°C/24 horas foi
novamente verificada a ocorréncia ou ndo de gas. Apenas as culturas positivas para
essas duas caracteristicas, em VB, foram confirmadas como coliformes totais. A partir
do numero de tubos positivos, foi determinado o NMP/mL coliformes empregando-se,
para tal, a tabela de Hoskins (FDA, 2010).

2.6 Pesquisa de Staphylococcus spp.

Aliquotas de 0,1 mL das diluices foram depositadas em placas de petri estéreis,
contendo agar Baird Parker (Merck KGaA, Alemanha, 2012). A amostra foi espalhada
sobre o0 4gar com o auxilio de uma alga de Drigalsky estéril, as placas foram incubadas
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a 37°C/48 horas. Foram consideradas positivas, as placas onde houve crescimento
microbiano, observando coloracéo tipica negra e formagcao de halos pelas colénias
(Silva et al, 2010), foi realizada a comparagao com coldnias de S. aureus ATCC 22923
A pesquisa de S. aureus foi quantitativa.

2.7 Pesquisa de Salmonella sp

Aliquotas de 25 mL de creme de leite foram adicionadas a 225 mL de ¢ ou agua
peptonada tamponada, com incubacgao a 35°C. Apds 24 horas de incubacéo, aliquotas
de 1 mL foram transferidas para 10 mL dos caldos de enriquecimento Tetrationato
(Neogen, USA, 2018) e Rappaport Vassiliadis Modificado (MSRV) (Neogen, USA,
2019), que foram incubados por 24 horas a 35°C. ApOs o periodo de incubacao dos
mesmos, foram feitas estrias, com o auxilio de alca de platina nos meios seletivos
Agar Verde Brilhante (AVB) (Neogen, USA, 2018) e Agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD) (Merck KGaA, Alemanha, 2014), cujas placas foram incubadas a 35°C/24-48h
(Silva et al,; 2010), foi realizada a comparacao com colénias de Salmonella enterica
Enteritidis ATCC 13076. A pesquisa de Salmonella foi qualitativa.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO
As tabelas 1 e 2 apresentam o0s resultados obtidos para os parametros de

qualidade avaliados no leite cru e creme de leite cru.

Tabela 1. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas em amostras de Leite Cru Refrigerado
coletado em laticinio instalado em Concérdia-SC no primeiro semestre de 2019,

L Aerobios
Coliformes Staphyloccocus o
Meses Amostra Salmonella - mesofilos
totais (NMP) (UFC/mL) (UFC/mL)
M Leite 1 - =1100 24.5 124.5
AL ejte 2 . >1100 24 179
Abil Leite 1 + 11 1465 207.5
L Leite 2 + 20 47,5 80,5
. Leite 1 - 36 43 455
Maio | iie2 ) 36 295 165.5
Leite 1 - 23 0 2
Junho | e 2 - 120 0 29
Fonte: Autoria prépria, (2019).
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Tabela 2. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas em amostras de Creme de Leite Cru
Refrigerado coletado em laticinio instalado em Concordia-SC no primeiro semestre de 2019,

Coliformes Staphyloccocus Aerdbios
Meses Amostra Salmonella totais (NMP pUIJ-'fCImL mesofilos
UNAEE) ( ) (UFC/mL)
CL 1 - 36 435 208
Margo CL2 + 36 85.5 116.5
) CL1 - 92 325 125
Sl CcL2 - 20 785 36
. CLA ¥ >1100 91 209
e CL2 - >1100 79,5 151
CL 1 - 150 55 64
B CL2 - 36 1 755

*CL: creme de leite Fonte: Autoria Propria, (2019)

Segundo a Instrucdo Normativa 76, de 26 de Novembro de 2018 (em vigor
desde 30 de Maio de 2019), que regulamenta a identidade e qualidade do leite cru
refrigerado recebido pelo estabelecimento, os limites microbioloégicos méaximos para
Bactérias Aerobias Mesofilas sdo 300.000 UFC/mL no tanque individual do produtor
de leite e 900.000 UFC/mL quando ja no estabelecimento beneficiador e antes de ser
processado. Todas as amostras analisadas apresentaram crescimento de colénias de
bactérias aerobias meséfilas. Em comparacao aos parametros descritos pela legislacéo,
observa-se nas tabelas 1 e 2, que todas as amostras apresentam conformidade por
exibirem resultados bem inferiores ao limite maximo permitido.

Antes de 30 de maio de 2019 a Instrugcdo Normativa em vigor era a de n° 62, de
29 de dezembro de 2011. Nela, constava ainda padrdes de exigéncia para Salmonella
(Auséncia) e coliformes totais (4 NMP/mL). Nenhuma das amostras demonstrou
conformidade com a IN 76 para Coliformes Totais. Segundo BRITO et al. (2002) os
coliformes sao indicadores de contaminacdo do ambiente e das fezes, evidenciando
a importante contribuicdo da higiene do momento da ordenha para a contagem
bacteriana total do leite.

Para que o leite cru seja considerado de boa qualidade, deve apresentar baixa
carga bacteriana e auséncia de micro-organismos patogénicos, de acordo com 0s
resultados obtidos, no més de abril, foi constatada presenca de Salmonella spp (tabela
1), assim como nas amostras de creme de leite dos meses marco e maio (tabela 2).
Segundo Franco e Landgraf (2005), as salmoneloses causam sintomas como diarreia,
febre, dores abdominais e vémito, ocorrendo em média, 12 a 36 horas apés a ingestao
de agua ou alimento contaminado, durando entre um e quatro dias. Salmonella spp.
€ responsavel por perdas econémicas com internacdes hospitalares, sendo ainda a
principal causa encontrada nos surtos alimentares (Tondo et al., 2015).

Quanto a presenca de Staphylococcus no leite cru refrigerado, apenas no
més de junho, nas amostras de creme de leite, ndo houve crescimento de colbnias
suspeitas, entretanto ndo ha um padrao minimo a ser seguido previsto em lei. Segundo
Assumpcéo et al. (2003), as elevadas contagens de Staphylococcus sp. no leite cra
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sugerem problemas relacionados as condi¢des higiénico-sanitarias de sua obtencéo,
conservagao ou transporte. Conforme citado por Furtado (1990, apud ASSUMPCAO,
2003) a flora microbiana presente no leite pode sofrer influéncia do estado de saude
da vaca, das condi¢cdes de higiene e limpeza do estabulo e saude do pessoal que atua
desde a ordenha até a recepcao do leite na industria.

Segundo Botaro (2012), a deteccao e contagem de Staphylococcus aureus €
importante, pois trata-se de um agente causador da mastite bovina, principal responsavel
pelo elevado numero de Contagem de Células Somaticas (CCS). Conforme Instrucéo
Normativa 76, a contagem de CS pode chegar a no maximo 500.000 CS/mL, sendo
assim, mesmo que nao haja tal padrdo na lei que rege o recebimento de leite cru,
ha uma questdao de bom senso a ser respeitada e a relacdo entre a presenca de
Staphylococcus e outras contaminagdes no leite.

Além do fato da mastite sub-clinica contaminar o leite com cepas de
Staphylococcus aureus, Nascimento et al. (2007) cita o fato da pasteurizacéo eliminar
entre 97% a 100% dos microrganismos presentes no leite, o que é considerado
um nuamero seguro, mas que exige muito cuidado pelo fato da proliferagdo dos
microrganismos ocorrer de maneira muito rapida, sendo que Guerreiro et al. (2005)
relaciona diretamente a qualidade do produto final com a carga microbiana do leite
cru recebido na industria. Como Staphylococcus aureus € presenca constante na
flora bacteriana nasal, bragos e antebracos, é de extrema importéncia que todos os
funcionarios recebam treinamentos de higiene pessoal e coletiva antes de qualquer
contato com a matéria-prima.

A carga bacteriana inicial do leite possui influéncia direta na qualidade do leite
pasteurizado, pois mesmo que o tratamento térmico proporcione a destruicao dos micro-
organismos deteriorantes, os termoduricos, esporulados e as enzimas termoestaveis
dos psicrotroficos sdo capazes de causar posteriores alteracdes no leite e derivados
(Santos, 2003, Huck et al., 2007). Desta forma, a qualidade de um produto acabado
esta diretamente relacionada com as caracteristicas microbiologicas da matéria-prima
(Santos, 2003).

As condicbes de armazenamento do produto também estdo diretamente
relacionadas a sua qualidade. A refrigeracdo € importante na manutencéo das
condi¢gbes microbioldgicas do leite cru até o beneficiamento. Na industria de laticinios,
onde grandes volumes de leite ficam armazenados a temperatura de refrigeracéo
por longos periodos, micro-organismos podem desenvolver-se causando mudancas
indesejaveis no leite e derivados. A presenca desses micro-organismos indica a baixa
qualidade do leite e insatisfatorias condigbes sanitarias no processamento (RAVANIS
& LEWIS, 1995).

Segundo Pinto et al (2006) , a refrigeracéo do leite, por periodos prolongados,
na fonte de producdo ou na industria, pode ter comprometido a qualidade,
considerando a possibilidade de selecao de bactérias prejudiciais a qualidade do
leite, sendo necessarios investimentos continuos em boas praticas para prevencgéao da
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contaminagao e do crescimento microbiano na cadeia produtiva do leite para reduzir
problemas tecnologicos e econémicos na industria de laticinios.

Observando-se os resultados obtidos nesse estudo, que se refere ao leite cru
e creme de leite, houve amostras consideradas divergentes da legislacdo devido
a presenca de Salmonella spp, assim como niveis elevados de coliformes totais,
sendo este um fato preocupante, pois apesar dos produtos analisados ainda serem
submetidos a tratamento térmico, ha possibilidade da contaminagao estar relacionada
a problemas durante a manipulagéo da matéria prima. Dessa forma, além das medidas
adequadas de armazenamento e transporte do produto, é imprescindivel a capacitagao
de manipuladores na industria.
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