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1. INTRODUCAO (justificativa e objetivos)

No Brasil, o inicio da implementacdo de estocagem do leite cru refrigerado na fonte de
producdo iniciou-se na segunda metade da década de 90, sendo regulamentada em
2002 por meio da Instrucdo Normativa 51/2002 do Ministério da Agricultura (BRASIL,
2002 a, b). A industria mudou o perfil da coleta de leite, adotando a granelizacéo, e,
ainda que de uma forma timida, tem estimulado a ado¢do do pagamento pela
gualidade, com critérios baseados na qualidade (resfriamento, analise bacteriana e dos
componentes) e volume da producdo (COSTA & FILHO, 2005). A melhoria da
qualidade do leite cru tem sido tema da maior relevancia, refletindo a mudanca de
paradigma que experimenta o agronegoécio do leite no Brasil. As perspectivas de
avanco tecnoldégico sdo permeadas pelo envolvimento de todos os setores da cadeia,
de forma colaborativa e associativa, com legitimas representacdes técnica, politica e
institucional (SILVA & NEVES, 2001). A prépria industria de laticinios tem interesse nas
medidas de avaliacdo da matéria-prima, para implementar o pagamento por qualidade
de leite aos produtores e expandir a area de controle sanitario dos rebanhos (RIOS,
2001). A mudanca de enfoque iniciada com as medidas de estimulo ao resfriamento e
granelizacdo estd se complementando com a adocéo de controle baseado em analise
laboratorial de amostras de leite, para se obter resultados de composicéo fisico-quimica
e contagem de células somaticas, além das técnicas convencionais de plataforma
(COSTA & FILHO, 2005).Procedimentos de estocagem do leite cru na fonte de
producéo, sob refrigeragdo, possui como vantagens a reducdo dos custos operacionais
de producdo e a reducao da perda da matéria-prima. Entretanto, se considerar que a
conservacao do leite cru em temperaturas de refrigeracao, por periodos prolongados,
pode resultar em perda de qualidade dos produtos lacteos associados ao crescimento e
a atividade de bactérias psicrotréficas. Portanto, se o leite cru € submetido a periodos
de estocagem prolongados sob refrigeracdo, o controle de psicrotréficos na matéria-
prima pode ser mais importante do que o realizado apdés o processamento.Os
procedimentos inadequados de higiene na cadeia produtiva do leite e a microbiota
contaminante do ambiente sédo considerados as principais causas de contaminagao dos
produtos por microrganismos psicrotroficos deterioradores e, ou, patogénicos. No
Brasil, ndo existe uma regulamentacdo especifica sobre a qualidade microbiol6gica do
leite cru para a fabricacdo de produtos lacteos especificos. Entretanto, com o
conhecimento da qualidade do leite cru, pode-se predizer a qualidade de produtos
lacteos subseqientemente manufaturados, incluindo o leite UHT.O objetivo deste
trabalho seré investigar o efeito de fatores determinados com relagéo ao leite cru, como
a presenca de bactérias psicrotroficas proteoliticas e a producdo de soro, através da
composicado da microbiota contaminante no leite cru e sua atividade proteolitica.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 — Amostragem.

O presente trabalho foi desenvolvido em parceria com uma industria de laticinio situada
no estado de Goias, submetida ao controle higiénico-sanitario permanente, através do
Servico de Inspecdo Federal (SIF). As analises laboratoriais foram realizadas no Centro
de Pesquisa em Alimentos (CPA) da Escola de Veterinaria (EV) da Universidade
Federal de Goias (UFG). Foram colhidas 36 amostras de (500 mL) de leite cru
refrigerado em tanques de expansdo nas propriedades rurais do estado de Goias,
estocados por, aproximadamente, 24, 48, 72, 96, 120 e 216 horas em tanques de
refrigeracéo individuais e coletivos, foram coletadas em frascos de vidro esterilizados,
aleatoriamente, em diferentes propriedades rurais durante o periodo de agosto a
setembro de 2005. A temperatura do leite foi aferida no momento da colheita, bem
como a capacidade do tanque, a producgéo de leite dia na propriedade, quantidade de
leite existente no tanque no momento da colheita. A procedéncia da agua usada nos
procedimentos de higienizacdo e o0 seu tratamento ndo foram investigados. Apés a
colheita, as amostras serdo imediatamente colocadas em banho de gelo, com
temperatura de aproximadamente 4°C, e transportadas ao Laboratorio do Centro de
Pesquisa em Alimentos — CPA/UFG para a realizacdo da determinacdo da
contaminacdo por bactérias psicrotréficas e psicrotroficas proteoliticas, bem como a
presenca de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas fluorescens, analise pela
CLAE, para posterior pesquisa de soro no leite.

2.2 - Contagem de microrganismos psicrotroficos e psicrotréficos proteoliticos.
Primeiramente foram preparadas as diluicbes das amostras pipetando-se,
assepticamente, 25 mL da amostra, e transferindo para um frasco tipo Erlenmeyer
contendo 225 mL de Agua peptonada 0,1% esterilizada (diluicdo 10™). A partir desta
diluicdo, foram preparadas diluicdes decimais de até 10°, empregando-se o0 mesmo
diluente. Apés a realizacdo das diluigbes decimais, foi adicionado 1 mL das diluigcBes
em placas de Petri esterilizadas e adicionados de 15 a 17 mL de agar casoy adicionado
de 10% de leite em po6 desnato reconstituido a 10% fundido e resfriado a temperatura
em torno de 45°C. Apds a solidificacdo do agar em temperatura ambiente, as placas
foram incubadas a 7°C por 10 dias (APHA, 1992). As coldnias de bactérias proteoliticas
no agar leite apresentam-se rodeadas por uma zona clara como resultado da conversao
da caseina em compostos nitrogenados soltveis. Como 0 meio € opaco, utiliza-se um
precipitante quimico (acido cloridrico 1% ou acido acético 10%) para detectar a
protedlise e para confirmar se as zonas claras que sédo causadas por protedlise ou pela
formacdo de &cidos devida a fermentacdo de carboidratos. Apos o tratamento com o
precipitante quimico, as colénias ndo podem ser usadas para outras analises.

ApGs a leitura dos microrganismos psicrotroficos, as placas foram cobertas com solugdo
de &cido acético a 10% por 1 minuto e retirado o excesso da solucdo de acido em
recipiente que possa posteriormente ser esterilizado. Efetuar a contagem de colénias
que possuirem um halo transparente ao seu redor e calcular o nimero de UFC por mL
da amostra, multiplicado o niumero de colbénias, em cada placa, pelo inverso da diluicdo
inoculada.




2.3 — Contagem de Pseudomonas . aeruginosa

Amostras de 2,5 mL de leite cru refrigerado foi adicionado em 5 mL de Caldo
Tripticaseina e soja - TSB e incubado & 35°C por 18-24 horas e ap6s transferido uma
quantidade de 0,1 mL da solucdo em placas contendo de 15 a 17 mL de Pseudomonas
Cetrimide Agar (Oxoid), adicionado de 10% de glicerol e acrescido de CN suplemento
seletivo, este foi distribuido nas placas e solidificado em temperatura ambiente, o
in6cuo de 0,1 mL de leite homogeneizado foi espalhado sobre a placa com uma alca de
Drigalski e incubado a 35-37° C por 48 horas e observado o crescimento de coldnias.

2.4— Contagem de Pseudomonas . fluorescens

Amostras de 2,5 mL de leite cru refrigerado foi adicionado em 5 mL de Caldo
Tripticaseina e soja - TSB e incubado & 35°C por 18-24 horas e apds, transferido uma
quantidade de 0,1 mL da solucdo em placas contendo de 15 a 17 mL de Pseudomonas
Cetrimide Agar (Oxoid), adicionado de 10% de glicerol, este foi distribuido nas placas e
solidificado em temperatura ambiente, o inécuo de 0,1 mL de leite homogeneizado foi
espalhado sobre a placa com uma alca de Drigalski e incubado a 4-7° C por 48 horas e
observado o crescimento de colbnias.

2.5 - Provas bioguimicas

Inicialmente os isolados foram caracterizados quanto a morfologia, atividade de oxidase
e catalase e reacdo de Gram. Os isolado que se apresentaram como Gram-negativo
nao-fermentadores de glicose foram avaliados quanto a producdo de pigmentos
fluorescentes, ap0s o crescimento, com o auxilio de uma lampada ultra-violeta
Spectroline, Modelo CA-160, com irradiacdo em comprimento de onda de 365 nm.
Apbs os isolados foram inoculados no meio TSI com o auxilio de uma agulha de platina
e incubados na temperatura de 35° C por 24 horas. Era feita a leitura do TSI e contraste
de fase, como também acetamida e crescimento em 4° e 43° C para a confirmacao de
Pseudomonas fluorescens.

2.6 - Método de deteccdo de glicomacropeptideo em leite pela técnica de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A metodologia empregada serda de acordo com a descrita por BRASIL (1991). O
principio dessa técnica baseia-se na determinacdo da quantidade de
glicomacropeptidio (GMP) por meio do CLAE, métodos de filtracdo em gel, apds filtrar o
leite tratado com &cido tricloroacético (TCA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O projeto estd em andamento, ainda ndo se obteve todos os resultados para uma
analise estatistica adequada entretanto, ja foram analisadas 226 amostras.
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