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RESUMO GERAL

A producdo de leite e seu comércio ocupam lugar de destaque na economia
brasileira. Pelo seu alto valor nutritivo, o leite, € um alimento bastante consumido, e
devido a sua composicdo, pode servir como meio de diversos micro-organismos
patogénicos que oferecem riscos a saude da populacdo. Objetivou-se com esse
estudo avaliar a qualidade do leite proveniente de tanques de expansdo
comunitarios no estado de Alagoas, Brasil. Foram coletadas 160 amostras de leite
provenientes de tanques pertencentes a uma Cooperativa de Produtores de Leite do
estado. As amostras foram adquiridas nas trés mesorregides do estado (Agreste,
Leste e Sertdo Alagoano). Realizou-se pesquisa de Staphylococcus coagulase
positiva (SCP), coliformes a 45°C, presenca de Salmonella spp., Listeria spp.,
Aeromonas spp., contagem de microrganismos psicotréficos e mesofilos. Assim
como, Contagem de Células Soméaticas (CCS), Contagem Bacteriana Total (CBT) e
pesquisa de residuos de antibidticos. Para SCP observou-se que 78,3% (94/120)
das amostras foram negativas e 10,83% (13/120) estavam acima do limite
estabelecido pelo Regulamento da Comunidade Européia. Foi observada auséncia
de Salmonella spp. e Listeria spp. em todas as amostras. Encontrou-se Aeromonas
spp. em 28,7% (46/160) das amostras. Para micro-organismos mesofilos 15%
(24/160) das amostras encontravam-se dentro do padréo exigido pela legislacao,
enquanto 85% (136/160) estavam fora do limite estabelecido de até 600.000
UFC/mL. Quanto aos micro-organismos psicotréficos foram encontradas contagens
superiores a 5x10°UFC/mL em 41,9% (67/160) das amostras analisadas. N&o foi
detectada a presenca de residuos de antibiéticos em niveis quantificaveis no leite.
Para a CCS e CBT, 79,4% (127/160) e 32,5% (52/160) das amostras encontravam-
se dentro do padrdo estabelecido pela IN 62. Conclui-se com esse estudo, que
ocorreu grande quantidade dos microrganismos no leite in natura, 0 que compromete
a gualidade do leite. Observou-se um percentual de 67,5% de ndo conformidade
para CBT e isso pode resultar das precarias condicbes de armazenamento e
temperatura que o leite é submetido. A auséncia de antibiotico é satisfatoria para
saude publica. Sugere-se medidas higiénico-sanitarias para assegurar a obtencdo
de um produto dentro dos padrdes de qualidade para a populacao.

Palavras-chave: Qualidade. Bactérias. Antimicrobianos.



GENERAL ABSTRACT

Milk production and its trade has a prominent place in the Brazilian economy, for its
high nutritional value is a widely consumed food, and due to its composition can
serve as a means of several pathogenic microorganisms that pose risks to public
health. The objective of this study was to evaluate the quality of milk from bulk tanks
of community in the state of Alagoas, Brazil. 160 milk samples from tanks belonging
to a Cooperative Milk Producers state were collected. Samples were acquired in the
three meso state (Wasteland Alagoas, Alagoas and Eastern Hinterland of Alagoas).
We conducted research Staphylococcus coagulase positive (SCP), coliforms at 45 °
C, the presence of Salmonella spp., Listeria spp., Aeromonas spp., Count
psicotroficos and mesophilic. As well as somatic cell count (SCC), Total Bacterial
Count (TBC) and residues of antibiotics. For SCP was observed that 78.3 % (94
/120) of the samples were negative and 10.83% (13/120) were above the limit set by
European Community Regulation. Salmonella spp was observed. and Listeria spp. in
all samples. Met Aeromonas spp. 28.7% (46 /160) of samples. Mesophilic
microorganisms 15 % (24 /160) of the samples were within the standard required by
the law, while 85 % (136 /160) were outside the limit of up to 600,000 CFU / mL. As
for the micro-organisms psicotréficos top scores were found in the 5x106UFC/mL
41.9 % (67 /160) of samples. We did not detect the presence of antibiotic residues in
measurable levels in milk. For CCS and CBT, 79.4 % (127 /160) and 32.5 % (52
/160) of the samples were within the standard set by IN 62. The conclusion to this
study was that large amount of microorganisms in fresh milk, which compromises the
quality of milk. There was a percentage of 67.5 % of non-compliance for CBT and
this can result from poor storage conditions and temperature that milk is subjected.
The absence of antibiotic is suitable for public health. It is suggested hygienic-
sanitary measures to ensure the achievement of a product within the quality
standards for the population.

Keywords : Quality. Bacteria. Antimicrobials.
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O leite esta entre os produtos mais importantes da agropecuaria brasileira e
seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento de alimentos e na
geracdo de emprego e renda para a populacdo (HEMME e OTTE, 2010). A producéo
de leite esta em constante crescimento, no entanto, o produtor de leite ainda utiliza
métodos ndo especializados, resultando em uma matéria-prima de baixa qualidade
(CORREA; RIBAS; MADRONA, 2009).

A composicao do leite o transforma em um alimento altamente nutritivo e de
facil assimilacdo, condicdo que o torna adequado para o consumo humano (SOUZA,
2010). Estes nutrientes tornam este alimento um meio ideal para o crescimento de
varios micro-organismos (SALVADOR et al., 2012). Os niveis e tipos de micro-
organismos encontrados no leite podem fornecer informacdes sobre as condicdes de
higiene durante as suas etapas de producdo (ELMOSLEMANY et al., 2010)

Entre os grupos de micro-organismos que podem estar presentes no leite
estdo os ndo patogénicos, que alteram as propriedades do leite pela elevada acidez
ou pela producéo de enzimas termotolerantes como, por exemplo, algumas bactérias
psicrotroficas, e aqueles potencialmente patogénicos, responsaveis pelas
intoxicacbes alimentares, como Staphylococcus spp. e o0s coliformes
termotolerantes, que sdo indicadores de possivel contaminacdo de origem fecal
sugerindo a presenca de patdgenos entéricos (SILVA et al., 2010; MELO et al.,
2010).

O grupo dos coliformes como Escherichia coli e Klebsiella spp., séo
encontrados nos dejetos dos animais, no solo e em agua contaminada. Altas
contagens sugerem contaminacao fecal de Uberes e tetos sujos, deficiéncia na
higiene da ordenha, falhas na limpeza dos equipamentos ou utilizacdo de agua

contaminada na limpeza dos equipamentos (BRITO, 2010).
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Segundo Martins et al. (2013) desde 2002, com a implementacéo da Instrucao
Normativa n.°51 e a exigéncia da refrigeracdo do leite cru nas propriedades rurais,
houve grandes beneficios a qualidade deste alimento destinado aos laticinios, uma
vez que a sua refrigeracdo na fonte de producdo reduz drasticamente a
multiplicacdo de micro-organismos mesofilos e a acidificacdo do leite, entretanto
essa pratica propicia a proliferacdo de micro-organismos psicrotroficos.

As bactérias psicrotréficas sdo capazes de se multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo do leite (abaixo de 7°C), sendo 0s principais agentes de deterioracéo de
leite cru refrigerado. Altas contagens estdo associadas a condi¢cdes higiénicas
deficientes, falhas na limpeza dos equipamentos de ordenha, temperatura de
refrigeracdo do leite inadequada ou periodo longo de estocagem do leite refrigerado
(superior a 48 horas) (BRITO, 2010).

A contagem bacteriana total (CBT) € comumente usada para avaliar a
qualidade bacteriologica do leite a granel. O fator mais importante para alcancar uma
CBT baixa esté relacionado a uma boa higiene, resfriamento rapido e refrigeracéo, e
coleta frequiente do leite (KOOP et al., 2009).

Ja a CCS reflete o estado de saude da glandula maméaria. Quando ha
infeccdo bacteriana ou processo inflamatério afetando o tecido mamario o nimero
de CCS aumenta drasticamente no leite (DONG et al.,, 2012). Alta CCS no leite
reduz a qualidade e o rendimento dos produtos lacteos, assim como a vida de
prateleira. (GARGOURI et al., 2013).

Outro fator importante na contaminacéo do leite é a presenca de residuos de
diversos tipos de antibioticos, que representa a principal contaminacédo quimica do
leite e produtos lacteos e esta diretamente relacionada ao tratamento de mastite. A

presenca de antibidticos no leite interfere na producdo e qualidade dos derivados



18

lacteos, uma vez que podem provocar transtornos na acidificacédo do leite durante os
processos fermentativos (MARTINS et al., 2013)

Métodos rapidos para a deteccao de residuos de antibioticos e de substancias
inibidoras do crescimento microbiano sdo incorporados entre as analises de rotina
para triagem do leite pelas industrias de laticinios (BRASIL, 2011). Para uma melhor
qualidade do leite destinado a populacéo, deve-se avaliar a exposicdo aos residuos
de antibioticos, com o objetivo de orientar acdes eficientes de controle sanitario e
aumentar a seguranca deste produto (FONSECA et al., 2009).

Justifica-se a realizacdo desse estudo, pois micro-organismos patogénicos
guando presentes no leite oferecem sérios danos a saude dos consumidores que
sao constituidos na maioria das vezes por idosos e criancas. Além disso, a presenca
de residuos de antibiéticos pode causar prejuizos aos humanos pela selecédo e
transmissdo de patdgenos resistentes no alimento, além do desenvolvimento de

reacdo alérgica a determinados antimicrobianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1LEITE IN NATURA

Segundo a IN n°62 define-se leite como o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas
e descansadas (BRASIL, 2011).

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de leite, atras dos Estados Unidos,
india e China (FAO, 2013). A producdo de leite no Brasil € um dos setores mais
importantes para a economia do pais, vem apresentando crescimento significativo e
gerando empregos para milhdes de brasileiros. Segundo as projecdes do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no 2° trimestre de 2013 a aquisi¢cao de
leite foi de 5.344 bilhdes de litros, indicando um de aumento de 2,0% sobre o mesmo
periodo de 2012 e queda de 6,0% sobre o 1° trimestre de 2013.

A atividade leiteira passou por crescentes transformacgdes, a presenca da
tecnologia elevou a competitividade do setor. Porém, pode-se considerar que tais
transformacdes de maneira efetiva, ocorreram somente apés forte impulso em
termos de produtividade, principalmente em funcdo da maior abertura de mercado e
da insercdo de novas tecnologias na cadeia, ndo somente na produgcdo, mas
também em termos de armazenamento, comercializacdo e distribuicdo do produto
ao consumidor final (PACHECO et al., 2012).

Apesar dos impulsos ocasonados, a qualidade ainda ndo acompanhou esse
crescimento. O leite produzido no Brasil possui condi¢cdes insatisfatorias, trata-se de
um problema croénico, de dificil solugcdo, em que fatores de ordem social, econémica,

cultural e até mesmo climética estdo envolvidos, e que nédo tém merecido a devida
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atencdo no campo politico, apesar do importante papel representado pelo leite na
alimentacéo da populacdo (ZENI et al. 2013).

Ainda segundo Zeni et al. (2013), a auséncia de melhoria na qualidade do
leite esta relacionado a influéncia das estacdes do ano, as praticas de producéo e
manuseio em nivel de fazenda, localizacdo geografica, temperatura de permanéncia
do leite e a distancia do transporte entre a fazenda e a plataforma de recepcéo da
indUstria, que contribuem para o desenvolvimento de micro-organismos
contaminantes do leite.

E de extrema importancia que o leite seja obtido dentro dos padrdes de
qualidade. Por se tratar de um alimento completo, rico em proteinas, vitaminas,
gordura, carboidratos e sais minerais, torna-se uma fonte importante de nutrientes

acessivel para o homem. (MARTINS e ANDRADE, 2011).

2.2 MICRO-ORGANISMOS CONTAMINATES DO LEITE

A contaminacdo do leite cru por patdégenos é realidade no Brasil e tem
importancia na producdo animal e na saude publica (DIEDRICH et al.,, 2013). A
qualidade do leite cru produzido em diversas regides do Brasil € considerada
insatisatoria. Este fator esta intimamente relacionado a taxa de multiplicacdo dos
micro-organismos contaminantes (YAMAZI et al., 2010).

O leite e seus derivados sdo excelentes meios para o desenvolvimento de
microrganismos desejaveis, assim como patogénicos e deteriorantes, havendo a
necessidade de cuidados desde a sua producéo, ou seja, ordenha, beneficiamento e
estocagem (GUIMARAES e LANGONI, 2009). Muitos desses patogenos s&o
associados a casos da mastite no rebanho, e oferecem riscos ao consumidor

(VASCONCELOS e ITO, 2011).
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Normalmente a microbiota presente no leite apresenta grande diversificacéo,
dependendo principalmente das condi¢cdes higiénicas da ordenha, dos utensilios e
dos equipamentos, conservacao do leite, tempo e temperatura do armazenamento,
qualidade microbiologica da &gua, condicdes climaticas e indices de mastite
(CORREA; RIBAS; MADRONA, 2009; VALLIN et al., 2009).

Fatores como a qualidade bacteriolégica das aguas, utensilios né&o
perfeitamente higienizados, sanidade dos ordenahadores e dos animais, contribuem
de modo decisivo, para a qualidade microbioldgica do leite. Dessa forma, a
higienizacdo prévia dos tetos, maos do ordenhador e do local de ordenha, que inclui
teteiras, latdes, ordenhadora e piso, € fundamental para a reducéo da contaminacéo
por micro-organismos deteriorantes e patogénicos no leite (YAMAZI et al., 2010).
Citadin et al. (2009) verificaram elevadas concentracbes de microrganismos
indicadores de qualidade no leite refrigerado, revelando a necessidade de
investimentos em técnicas de boas praticas para prevencdo da contaminacao.

Amostras de leite cru, obtidas de produtores da regido do Alto Pantanal Sul-
Mato-Grossense que comercializavam o leite de maneira informal, foram
classificadas como inadequadas para o consumo humano, devido a presenca de
microrganismos patogénicos, que revelam um risco a populacdo e demonstra que o

produto foi obtido em condi¢des inadequadas de higiene (LUZ et al. 2011).

2.2.1 Staphylococcus coagulase positiva

N&o existem padrdes para a presenca de Staphylococcus coagulase positiva
no leite cru. Porém, a presenca de um numero elevado dessas bactérias indica
perigo potencial para a saude publica, devido a enterotoxina estafilocécica, que é

termorresistente (GUIDO et al., 2010)
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A presenca de espécies coagulase positivas como Staphylococcus aureus em
alimentos € comum, principalmente por se tratar de um micro-organismo que esta
em contato freqiiente com o homem e os animais, podendo facilmente desencadear
surtos de intoxicacbes alimentares (DIEDRICH et al.,, 2013). Em geral as
intoxicacdes sdo causadas quando 0 micro-organismo apresenta uma quantidade
superior a 10°> UFC/g do alimento (COSTA e DIAS, 2013).

Além das enterotoxinas, algumas enzimas sdo produzidas, como fatores de
viruléncia, por determinadas espécies de Staphylococcus spp. e sdo utilizadas no
diagnoéstico laboratorial para identificacdo deste género microbiano ou de suas
espécies. Entre estas enzimas, destacam-se a catalase, a termonuclease e a
coagulase. A catalase atua inativando o peroxido de hidrogénio e radicais livres

téxicos formados pelo sistema mieloperoxidase no interior das células fagocitarias e

[N

utilizada para diferenciar Staphylococcus de Streptococcus. A proteina coagulase
€ um importante fator de viruléncia de S. aureus, pois é capaz de promover a
coagulacao do plasma sanguineo (GHARIB, et al. 2013)

As peculiaridades do habitat desse micro-organismo tornam sua presenca
largamente distribuida pelo ambiente, sendo transmissivel aos alimentos por
manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos, e pelos animais,
principalmente o gado leiteiro com mastite (MELO et al., 2010). Falhas na producao,
manipulacdo, limpeza de equipamentos, por temperaturas inadequadas durante o
transporte e condicbes de estocagem podem resultar em altos niveis de micro-
organismos patogénicos e enterotoxinas (ARAUJO et al., 2012).

Staphylococcus spp pode ser evitado utilizando-se tratamento térmico aos

alimentos, mas pode ocorrer uma contamingdo ou recontaminacdo pos-

pasteurizacdo se as condicbes de higiene sdo inadequadas. Os sintomas mais
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comuns da intoxicacdo provocada por esse género sdo vomito e diarréia que se

manifestam entre duas a seis horas apoés a ingestéo da toxina (OBESO et al., 2010).

2.2.2 Coliformes a 45°

Estes grupos microbianos ndo fazem parte da microbiota natural do leite,
sendo sua presenca um indicio de contaminacdo. Na legislacdo brasileira néo
existem padrdes para enumerar coliformes a 45°C no leite cru (CORREA; RIBAS;
MADRONA, 2009). Segundo Citadin et al. (2009), os coliformes sao indicadores de
contaminacdo do ambiente e das fezes, e sua presenca em leite cru é atribuida as
praticas precarias de higiene durante a ordenha

Os coliformes, Escherichia coli e Klebsiella spp., por exemplo, sao
encontrados nos dejetos dos animais, no solo e em &agua contaminada. Altas
contagens de coliformes sugerem contaminacdo fecal de Uberes e tetos sujos,
deficiéncia na higiene da ordenha, falhas na limpeza dos equipamentos ou utilizagéo
de agua contaminada na limpeza dos equipamentos (BRITO, 2010). E. coli podem-
se distinguir dois grandes grupos de amostras: um que habita 0s nossos intestinos
desde o nascimento até a morte; e outro que causa diferentes tipos de infec¢do. O
primeiro grupo é geralmente chamado de E. coli comensal; e o outro de E. coli
patogénica (CARDOSO, 2009). Diversas espécies de Enterobactérias sao
responsaveis por doencas infecciosas que podem apresentar carater endémico,
assim como, do ponto de vista tecnolégico, pois fermentam os acucares, com
formacdo de gases e acidos, ocasionando fermentacdes, acidificacao, estufamento
entre outros (TRONCO, 2010).

Esses micro-organismos sao destruidos em temperaturas de pasteurizacao,

desse modo, recomenda-se a pasteurizacao eficiente e a distribuicdo do leite com
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controle de qualidade por todas as industrias processadoras de leite pasteurizado

(MOURA, 2012).

2.2.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. causa grande preocupacdo na industria de alimentos de
origem animal afetando de forma significativa os humanos (GENEROSO et al,;
2011). Normalmente sdo encontradas no trato intestinal de animais domeésticos e
selvagens. Também podem atuar como reservatoérios, alimentos de origem aniamal
e derivados, molhos de saladas, bolos, sobremesas, gelatina, manteiga de
amendoim, chocolate e cacau, assim como fontes ambientais (VIEGAS, 2009). Em
um estudo desenvolvido no Estado do Rio Grande do Sul por Welker et al. (2010),
Salmonella spp representou 25% dos microrganismos identificados em alimentos
envolvidos em surtos de DTA no periodo de 2006 a 2007, e os produtos lacteos
representaram 8% dos alimentos envolvidos.

A manifestacao clinica das salmoneloses pode corresponder a uma sindrome
de febre entérica devido a infeccdo com S. Typhi ou S. Paratyphi A, B ou C
(estritamente humanas), que normalmente causam septicemia e cujos sinais clinicos
aparecem 7-28 dias ap0Os exposi¢cao a estas bactérias. Pode ocorrer diarréia aquosa,
febre persistente ou com picos, dores abdominal e de cabeca, nadusea, vomitos,
prostracdo e exantema ou pontos vermelhos nos ombros, térax ou abdomen
(VIEGAS, 2009).

Considerando que salmonelas s&o destruidas em temperaturas de
pasteurizacdo, recomendam-se acdes efetivas no controle durante a producao do
leite para sanar esse problema, pois a pasteurizacéo eficiente e a distribuicdo do

leite com controle de qualidade devem ser adotados por todas as mini-usinas ou
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industrias processadoras de leite pasteurizado (MOURA, 2012).

2.2.4 Listeria spp.

O principal reservatério da Listeria € o solo, forragem e &gua, outros
reservatorios incluem animais domésticos e selvagens infectados. E um micro-
organismo muito resistente a deterioracdo pela congelacédo, desidratacdo e ao calor.
A maior fonte de contaminacdo considera-se que seja 0 consumo de alimentos
contaminados. Os alimentos associados aos surtos ocasionados por Listeria spp tém
sido leite cru, queijos, gelados, vegetais crus, salsichas, aves cozinhadas ou cruas,
carnes cruas e peixe, porém a infeccdo pode ser transmitida diretamente de animais
infectados aos humanos assim como entre humanos (VIEGAS, 2009).

Listeria monocytogenes € de grande importancia pela capacidade de
ocasionar doenca no homem. E capaz de sobreviver por longos periodos de tempo
sob condicbes ambientais adversas, persistindo em locais como drenos, paredes,
tetos, tanques de armazenamento e maos de manipuladores, nos quais podem-se
acumular restos de alimentos (TODD e NOTERMANS, 2011). E considerada um
patbgeno oportunista, que pode levar a comprometimentos do sistema nervoso
central, além de consequéncias graves ao feto e gestantes (GOMES, 2011).

A listeriose é caracterizada por septicemia e/ou meningite em néo gravidas,
perda fetal, parto prematuro e septicemia ou meningite neonatal. Em casos
associados com gravidez possui altas taxas de letalidade (20-30%) (LAMONT et al.,
2011).

Esses micro-organismos possuem a capacidade de formar biofilmes em
superficies, esse desenvolvimento comeca com a aderéncia inicial (reversivel e

posteriormente irreversivel) a uma superficie, com a ativacdo de genes envolvidos
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na expressdo da proteina de aderéncia, de superficie e de producdo de
exopolossacarideo (NGUYEN et al., 2012). A producédo de biofilme pode aumentar a
resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos (SIMOES et al., 2010). Além
disso, biofilmes formados por bactérias sdo altamente resistentes a desinfetantes e
sao, portanto, dificil de erradicar, o que representa um desafio para as indastrias de

processamento de alimentos e departamento alimentar (OUYANG et al., 2012).

2.2.5 Aeromonas spp.

O género Aeromonas esta distribuido universalmente e pode ser isolado de
amostras clinicas, ambientais e alimentares. Atualmente a Aeromonas spp.,
principalmente A. hydrophila, é considerada um agente emergente em enfermidades
de origem alimentar, e tem recebido atencdo especial pela capacidade de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo, sendo também importante deteriorante
(JANDA e ABBOTT, 2010).

Apesar da sua importancia como agente de doenca de origem alimentar,
muito pouco se conhece sobre o significado dessa bactéria em alimentos,
principalmente sobre as fontes de contaminagdo e sua disseminagdo durante a
producdo, especialmente para o leite e seus derivados. Desta forma, até que as
guestbes relacionadas a patogenicidade e ao comportamento das Aeromonas spp.
sejam totalmente esclarecidas, a sua presenca em alimentos pode ser considerada
uma ameaca para a saude publica, especialmente para individuos
imunocomprometidos(CERESER et al., 2013).

A agua utilizada nas propriedades leiteiras e nas industrias pode se constituir
num veiculo para transmissdo desses agentes, as quais podem interferir na

qualidade do produto final. Por se tratar de um micro-organismo ubiquo, a
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contaminacgao pode ocorrer na higienizacdo do ubere, das méos do ordenhador e na
limpeza dos equipamentos, quando na realizada adequadamente, inclusive atraves
de biofilmes que essas bactérias podem formar (SANTOS et al., 2010). Foi
observada a presenca desse micro-organismo em agua tratada e nao tratada, em
leite e derivados (OTAVIANI et al. 2011, PABLOS et al. 2011). Coelho et al. (2010)
estabeleceram a agua como principal fonte de transmissdo do agente em
gastroenterites causadas por Aeromonas spp.

Luna et al., (2013), em estudo realizado na cidade de Recife — PE,
correlacionaram a alta frequiéncia de Aeromonas encontrada nos queijos analisados
a falha no tratamento térmico empregado na matéria-prima. As principais
manifestacdes clinicas provocadas pela infeccdo por Aeromonas sdo a diarréia e as
infeccbes da pele e tecidos moles, bacteremia e sepse, especialmente em pacientes

com doencas hepatobiliares, quimioterapia ou neutropenia (SILVA, 2011).

2.2.6 Micro-organismos Psicotréficos

As bactérias psicrotréficas sdo capazes de se multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo do leite (abaixo de 7°C), sendo 0s principais agentes de deterioracdo de
leite cru refrigerado. Altas contagens estdo associadas a condi¢des higiénicas
deficientes, falhas na limpeza dos equipamentos de ordenha, temperatura de
refrigeracdo do leite inadequada ou periodo longo de estocagem do leite refrigerado
(superior a 48 horas) (BRITO, 2010).

O grupo de bactérias psicrotroficas inclui uma diversidade de géneros
bacterianos, que em sua maioria produz proteases e/ou lipases a temperaturas de
refrigeracdo. As proteases e lipases hidrolisam, respectivamente, a proteina e a

gordura do leite, sendo que muitas destas enzimas ndo sdo desnaturadas durante o
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processo de pasteurizacdo, permanecendo ativas no leite mesmo apos o
processamento térmico. Altas contagens de bactérias psicrotroficas no leite cru
podem gerar quantidades significativas de proteases e lipases termoestaveis que
provocam alteracbes de sabor e odor (rancoso e amargo), reducdo na vida de
prateleira dos produtos lacteos, reducdo no rendimento de queijos por perda de
consisténcia na formacao do coagulo e gelatinizacéo de leite UHT (MOLINERI et al.,
2012). Segundo lIzidoro et al. (2013) um mesmo micro-organismo pode produzir
guantidades diferentes de enzimas proteoliticas, conforme se altera o binémio
tempo/temperatura.

Microrganismos psicrotréficos presentes no leite cru incluem bactérias gram-
positivas e gram-negativas, sendo que as gram-negativas ocorrem mais comumente.
Psicrotréficos sdo comumente encontrados em agua nao tratada, solo e vegetais, e
sdo introduzidos no leite como resultado da contaminacdo do equipamento de
ordenha e do exterior do Ubere e tetos a partir destas fontes (MOLINERI et al.,
2012).

De acordo com Silva et al. (2011), a refrigeracdo do leite na auséncia de
praticas que reduzam a contaminacgdo, ndo tera o efeito esperado na qualidade do
leite, podendo assim influenciar na alta contagem de microrganismos psicrotroficos.
Segundo Zeni et al. (2013), a refrigeracdo por periodos prolongados pode
comprometer a qualidade do leite cru, em razdo da possibilidade de sele¢céo de
bactérias psicritroficas com tividade enzimatica, formadoras ou ndo de esporos.

No Brasil, ndo existe uma regulamentacéo especifica quanto a contagem de
unidades formadoras de colbnias para esses micro-organismos, entretanto, €
considerado inviavel a utilizacdo do leite com contagens de micro-organismos

psicrotréficos superior a 5,0 x 10° UFC/mL (SHIRALI, 2010).
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Molineri et al. (2012) observaram que a limpeza periddica dos tanques de
expansao (trés vezes por semana ou diariamente) foi associada com menor

contagem de bactérias psicotréficas que a frequéncia de limpeza semanal.

2.2.7 Micro-organismos Aerdbios Mesofilos

Por ser um produto altamente perecivel, o leite, tem suas caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas facilmente alteradas pela acdo desses micro-
organismos e pela manipulacdo a que é submetido. De maior gravidade porém € a
condicdo de veiculo de doencas que pode desempenhar caso ndo haja um conjunto
de ac¢Bes preventivas antes do seu consumo (MENDES, et al., 2009).

Normalmente a microbiota presente no leite apresenta grande diversificacéo,
dependendo principalmente das condi¢cdes higiénicas da ordenha, dos utensilios e
dos equipamentos, conservacao do leite, tempo e temperatura do armazenamento,
qualidade microbiolégica da &gua, condicbes climaticas e indices de mastite
(YAMAZI, et al., 2010).

Dessa forma, leite com alta diversidade e contagem bacteriana, incluindo
bactérias gram positivas e gram negativas, estdo associados a praticas de higiene
insatisfatorias que permitem a contaminac¢do do leite por bactérias provenientes de
diversas fontes. Por outro lado, o leite obtido com praticas de higiene adequadas
apresesenta menor diversidade e contagem dessas bacterias (VERDIER METZ et
al.,, 2009). A regulamentacdo Brasileira para contagem de micro-organismos
mesofilos para leite in natura € a Instrugcdo Normativa 62, que estabelece um limite
de 6x10°UFC/mL (BRASIL, 2011).

O grupo de mesofilos inclui a maioria das bactérias acidificantes do leite que

atuam intensamente na fermentacéo da lactose, produzindo acido latico e gerando a
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acidez do leite. A contagem e a determinacdo de mesofilos aerdbios sdo de grande
importancia, sendo sua deteccdo e enumeracdo empregadas tanto para o controle
de qualidade do leite como para avaliacdo da eficiéncia das praticas de sanitizacao
dos equipamentos e utensilios durante a producdo e beneficiamento do produto
(VALLIN et al., 2009)

Segundo Nornberg et al. (2009), o armazenamento do leite cru sob
refrigeracdo € uma alternativa que possibilita a reducdo de custos operacionais de
producao, e principalmente uma medida para evitar perdas dessa matéria-prima pela

atividade acidificante de bactérias mesofilas.

2.3 Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de Células Somaticas
(CCS) no Leite

A Instrucdo Normativa 62 de 2011 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) estabelece parametros maximos especificos para a
quantidade de CCS e CBT de 600.000 CCS/mL e 600.000 UFC/mL de leite
respectivamente (BRASIL, 2011). Essa Instrucdo também estabelece que pelo
menos uma amostra de leite de cada rebanho seja coletada e transportada para
analise em laboratérios credenciados pela Rede Brasileira de Laboratérios de
Controle da Qualidade do Leite (RBQL).

A contagem bacteriana total (CBT) é utilizada para avaliar a qualidade
microbioldgica do leite. As principais fontes de contaminacdo bacteriana do leite séo
superficies dos equipamentos de ordenha e tanque, superficie externa dos tetos e
Ubere e patdégenos causadores de mastite no interior do ubere (MOLINERI et al.,

2012).
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Altas contagens bacterianas indicam falhas na limpeza dos equipamentos, na
higiene da ordenha ou problemas na refrigeracdo do leite. Resultados de CBT
inferiores a 20.000 UFC/mL refletem boas praticas de higiene (RIBEIRO NETO et al.,
2012). Além da falta de higiene na ordenha, alta contagen bacteriana total (CBT)
pode estar associada ao acondicionamento de leite fora de refrigeracdo (MILLOGO
et al., 2010).

A IN62 recomenda que o leite seja armazenado na propriedade rural em
tanques de refrigeracdo em temperatura maxima de 7 °C e transportado em tanques
isotérmicos, chegando a plataforma do laticinio a, no maximo, 10 °C (BRASIL, 2011).
A higiene durante a obtencédo e armazenamento do leite na propriedade leiteira pode
ser averiguada por meio da contagem de bactérias, ja a CCS esta relacionada ao
cuidado sanitario das glandulas mamarias de vacas leiteiras e correto manuseio dos
equipamentos de ordenha (MELO et al., 2013).

A CCS no leite reflete o estado de saude da glandula mamaria. Quando ha
infeccdo bacteriana ou processo inflamatério afetando o tecido mamario o nimero
de CCS aumenta consideravelmente. Este aumento da CCS resulta de uma
migracao de globulos brancos do sangue para a glandula mamaria com a funcéo de
protegé-la do desafio bacteriano (DONG et al., 2012). Além disso, outros fatores
como o método de amostragem, a época do ano, o estagio de lactacéo e a idade da
vaca, podem afetar a CCS (RANGEL et al.; 2009).

Leite com alta CCS possui atividade enzimatica elevada, resultando em maior
protedlise e lipolise, que sdo processos importantes de deterioracdo do leite cru
durante o armazenamento. Além disso, alta CCS, reduz a qualidade e o rendimento
dos produtos lacteos, assim como a vida de prateleira. Esse aumento provoca

alteracdes nos componentes do leite, como reducédo dos teores de lactose, gordura,
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caseina, calcio e fosforo, aumento da albumina sérica e acidos graxos livres de

cadeia curta (GARGOURI et al., 2013).

2.4 Residuos de antibioticos no leite

Os residuos de antibiéticos presentes no leite sdo o resultado da aplicacdo de
medicamentos veterinarios, tais como B-lactamicos, para a prevencgao ou tratamento
de doencas, especialmente infeccdo da glandula mamaria e doencas reprodutivas. A
presenca destas substancias em niveis acima do limite maximo de residuos (LMR)
torna o leite inutilizavel na induUstria e consumo humano, uma vez que ndo ha
tratamento tecnoldgico que pode inativar estes substancias (JANK et al., 2011).

A utilizacdo incorreta dos antibidticos pode induzir ao aparecimento de
residuos potencialmente nocivos nos alimentos de origem animal, sendo, desta
forma, essencial assegurar seu uso racional, conservando a seguranca do alimento
(GUEDES et al., 2009).

Existem diversas preocupacdes quanto ao uso de antibidticos no leite, tanto
na inddstria quanto para a saulde publica, pois o leite contendo residuos
antimicrobianos inibe as culturas lacteas utilizadas na fabricacdo de derivados
lacteos, forma odores e provoca reacdes alérgicas nos seus consumidores
(CARVALHO et al., 2012).

Os antimicrobianos podem gerar perdas na industrializacdo de produtos
lacteos, além de interferir em analises laboratoriais utilizadas como rotina em
laticinios, testes de fosfatase, peroxidase e redutase. Os residuos dessas drogas no
leite apresentam riscos a saude humana, causando um efeito adverso na flora
intestinal, podendo prejudicar sua acdo gastromucoprotetora, além de propiciar a

selecéo de populacdes de bactérias altamente resistentes (SILVA et al., 2013).
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No homem, além de poder ocasionar reacfes alérgicas e na flora intestinal,
pode provocar resisténcia a antibioticoterapia, e efeito teratogénico. Desse modo, a
deteccdo de residuos de antibidticos € indispensavel para direcionar acfes
corretivas visando a saude do consumidor. A avaliacado da exposicédo da populacéo a
residuos de antibidticos é necessaria para direcionar as acdes de controle sanitario
visando a protecdo do consumidor (MORAIS et al., 2010).

Para se obter maior seguranca no consumo do leite é necessario o
estabelecimento de politicas de seguranca alimentar e controle desses residuos em

leite e derivados (FONSECA et al. 2009)
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RESUMO

O leite é um alimento que faz parte da alimentacdo de grande parte da populacéo,
devido a sua composicao nutricional. Sua qualidade ¢é influenciada diretamente pela
guantidade de micro-organismos presentes. Objetivou-se com esse estudo avaliar a
qualidade microbioldgica do leite in natura proveniente de tanques de expansao
comunitarios no estado de Alagoas. Foram coletadas 160 amostras de leite nas trés
mesorregides do estado (Agreste, Leste e Sertdo Alagoano). Essas amostras foram
coletadas assepticamente em frascos esterilizados e encaminhadas ao laboratério
para realizacdo das andlises microbiologicas. Foi realizada a contagem de
Staphylococcus Coagulase positiva, Aeromonas spp., micro-organismos mesoéfilos e
psicotréficos. Também se realizou pesquisa de coliformes a 45°C, Salmonella spp. e
Listeria spp. Observou-se 10,83% (13/120) das amostras com contagens de
Staphylococcus coagulase positiva inferiores a 10° UFC/mL e 10,83% (13/120) com
contagens superiores a 10° UFC/mL. Para coliformes foram encontrados 18,8%
(30/160) com contagens menores que 1,1x10° NMP/mL e 81,2% (130/160) das
amostras com valores maiores que 1,1x103 NMP/mL. Foi constatada auséncia de
Salmonella spp. e Listeria spp. em todas as amostras. Aeromonas spp. foi
encontrada em 28,7% (46/160) das amostras. Para micro-organismos mesoéfilos 15%
(24/160) das amostras encontravam-se dentro do padrdo exigido pela legislacao,
enquanto 85% (136/160) estavam fora do limite estabelecido de até 6X10° UFC/mL.
Foram encontradas contagens de micro-organismos psicotroficos superiores a
5x10°UFC/mL em 41,9% (67/160) das amostras analisadas. Conclui-se com esse
estudo que as elevadas contagens de micro-organismos no leite analisado e a
temperatura inadequada dos tanques no momento da coleta, possibilitam a

obtencdo de um produto de baixa qualidade, pela acdo deterioradora ou patogénica
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do micro-organismo. Sugere-se implantacdo de boas praticas para a prevencao da
contaminacdo e do crescimento microbiano na cadeia produtiva do leite para
garantia do produto com qualidade certificada.

Palavras-chave: Patogénicos. Deteriorantes. Higiene.



49

ABSTRACT

Milk is a food that is part of the power of much of the population due to its nutritional
composition. Its quality is directly affected by the amount of microorganisms present.
The objective of this study was to evaluate the microbiological quality of fresh milk
from bulk tanks of community in the state of Alagoas. 160 milk samples were
collected in three areas of the State (Wasteland, East and Hinterland of Alagoas).
These samples were collected aseptically into sterilized jars and sent to the
laboratory for microbiological analysis. Enumeration of Staphylococcus Coagulase
positive, Aeromonas spp., mesophilic and psicotréficos micro-organisms was
performed. Search was also performed at 45°C coliforms, Salmonella spp. and
Listeria spp. Observed 10.83% (13/120) sample with counts of Staphylococcus
coagulase-positive below 10°> CFU/ml and 10.83% (13/120) with counts greater than
10° CFU / ml. Coliforms 18.8% (30/160) were found with lower scores that 1,1x10°
MPN / mL and 81.2% (130/160) of samples with greater than 1,1x10% MPN / mL
values. Salmonella spp was found. and Listeria spp. in all samples. Aeromonas spp.
was found in 28.7% (46/160) sample. Mesophilic microorganisms 15% (24/160) of
the samples were within the standard required by the legislation, while 85%
(136/160) were outside the limit of up to 6x10° CFU / mL. Psicotréficos counts of
micro-organisms above 5x10°UFC/mL in 41.9% (67/160) of the samples were found.
The conclusion to this study that high counts of microorganisms in milk analyzed and
inadequate temperature of the tanks at the time of collection, enable obtaining a low
quality product, or deterioradora the pathogenic action of the micro-organism. It is
suggested implementation of best practices for the prevention of contamination and
microbial growth in milk production chain to guarantee the product quality certified.

Keywords : Pathogenic. Deteriorating. Hygiene.
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INTRODUCAO

O leite € um alimento complexo e altamente perecivel, estando sujeito a um
grande numero de alteracdes por acdo de inidmeros micro-organismos (BRITO,
2010). Os niveis e tipos de micro-organismos encontrados neste alimento podem
fornecer informacdes sobre as condicbes de higiene durante as suas etapas de
producdo (ELMOSLEMANY et al., 2010).

Um dos principais entraves para o crescimento do setor leiteiro no Brasil
ainda é a precariedade higiénico sanitaria de sua producéo e, consequentemente, a
baixa qualidade microbiolégica do leite cru que se traduz na limitacdo para o
processamento, rendimento e aceitabilidade dos derivados lacteos (HEMME e
OTTE, 2010). Trabalhos realizados com leite em varias regides do pais tém revelado
elevadas contagens de micro-organiusmos aerdbios meséfilos (1,0x10°UFC/mL),
psicrotréficos (14,0x102UFC/mL) e Staphylococcus coagulase positiva (5,6 X
10°UFC/mL) (MATTOS et al., 2010).

As condicbes ambientais de obtencdo do leite favorecem a presenca e
desenvolvimento desses micro-organismos. Staphylococcus spp. estdo associados
aos surtos de toxiinfeccdes alimentares. Essa bactéria, assim como Salmonella sp.
constitiu grande interesse a saude publica e causam grande preocupacdo na
industria de alimentos de origem animal, por se tratarem de zoonoses a qual afeta
de forma significativa a saude dos humanos (GENEROSO et al., 2011). A presenca
de coliformes a 45°C é indicativa de contaminacdo durante o processamento e
armazenamento do leite cru, ou seja, a higiene do ambiente compromete a

qualidade a qual o leite é destinado (GENALDO, 2010).
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Segundo Igbinosa et al. (2012), bactérias do género Aeromonas sao capazes
de se multiplicar em temperaturas de refrigeracdo. E de acordo com Janda e Abbott
(2010), podem ser encontradas nos mais diferentes nichos, como ambiente aquatico,
alimentos, animais domésticos, invertebrados, passaros, e insetos, além do solo.

Segundo Vallin et al., (2009) o leite brasileiro apresenta problemas de
eficiéncia produtiva e de qualidade da matéria-prima, jA que apresenta altas
contagens de mesoéfilos aerdbios e coliformes. Objetivou-se com esse estudo avaliar
a qualidade microbiologica do leite in natura proveniente de tanques de expansao

comunitarios no estado de Alagoas.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 160 amostras de leite adquiridas no periodo de janeiro a
agosto de 2013, sendo realizadas em quatro diferentes momentos (janeiro, fevereiro,
maio e agosto). Essas amostras foram provenientes de tanques de expansao
pertencentes a uma cooperativa de produtores de leite do estado de Alagoas. O
estudo foi realizado em 23 municipios pertencentes as trés mesorregiées do estado
(Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertdo Alagoano), o agreste alagoano foi a
regido com o maior namero de municipios no estudo, e a maior quantidade de
amostras foi proveniente da regido leste do estado (figura 1).

As amostras de leite foram coletadas em frascos esterilizados de
aproximadamente 500 mL, acondicionados em caixas isotérmicas, contendo gelo
reciclavel. A cada amostra coletada era aferida a temperatura do tanque de
expansao.

No laboratério, a preparacdo das amostras foi realizada de acordo com a
International Organization for Standardization (ISO) 6887-2. De cada amostra foram
retiradas, assepticamente, 25 mL do leite, adicionados a 225 mL de 4gua peptonada
tamponada (APT), procedendo-se a homogeneizacdo durante cerca de dois
minutos, no homogeneizador Stomacher para obter a suspenséo inicial (diluicdo 10

1), seguidas as diluicdes sucessivas (102, 103, 1010™).

Contagem de Staphylococcus coagulase positiva
Para pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva, foram utilizadas 120
amostras de leite, e seguiu-se metodologia preconizada pela ISO 688-2. Foi utilizado

o meio Agar Baird Parker, depositando-se 0,1 mL da diluicio, sobre a superficie do
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agar nas placas, em duplicata. Com o auxilio da alca de Drigalski, espalhou-se o
in6culo por toda a superficie do meio e as placas foram incubadas a 37 °C, por 48
horas. Apds o periodo de incubacéo, selecionaram-se as placas contendo col6nias
tipicas e atipicas. Em seguida, foi realizada a prova coloracdo de gram, catalase,

coagulase e DNase.

Pesquisa de Salmonella spp.

Para pesquisa de Salmonella spp. seguiu-se metologia ISO 6579. De cada
amostra foram retiradas, assepticamente, 25 mL do leite, adicionados a 225 mL de
caldo lactosado, procedendo-se a homogeneizacdo durante cerca de dois minutos,
no homogeneizador Stomacher. Os frascos com a suspensdo inicial foram
incubados em estufa a 30 °C por 24 horas para 0 pré-enriguecimento.
Posteriormente foram realizados o enriquecimento seletivo em caldo Muller
Kauffmann tetrationato.novobiocina (MKTTn) e caldo Rappaport Vassiliadis com soja
(RVS). Em seguida, o crescimento nos meios de enriquecimento seletivo foram

semeadas por estrias em placas contendo meio Hektoen e de XLD.

Pesquisa de Listeria spp.

A pesquisa de Listeria spp. foi realizada segundo a Norma I1SO 11290-1.
Utilizou-se o caldo Fraser | (meio de enriquecimento seletivo primario), o Fraser Il
(meio de enriquecimento seletivo secundario) e meio de cultura seletivo Listeria agar
Seletivo segundo Ottaviani e Agosti (ALOA). Posteriormente, as colonias suspeitas
foram repicadas e isoladas em meio de cultura Triptona Soja agar, Sharlau (TSA).
Os isolados presuntivamente considerados Listeria spp. foram identificados

bioguimicamente através de minigalerias API Listeria.
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Coliformes a 45°C

Para a contagem de coliformes utilizou-se a técnica do nimero mais provavel
(NMP.g%), conforme protocolo recomendado por Silva et al. (2001). Para o
enriguecimento primario utilizou-se caldo lauril sulfato triptose (LST) e para a
confirmacéo caldo E. coli (E.C.) a 45°C. Todos os tubos continham tubos de Durham
para verificar a producéo de gas. Os tubos positivos foram comparados a tabela do
ndmero mais provavel e os resultados registrados como NMP.g™ de coliformes a 45

°C.

Pesquisa de Aeromonas spp.

Inoculou-se 100uL de todas as diluicbes preparadas em placas de Petri
contendo meio “Aeromonas Medium Base”, por inoculagao a superficie em duplicata.
As placas foram incubadas em estufa bacterioldégica a 30 °C durante 24-48 horas.

ApOs incubagéo, observou-se a presenca das coldnias caracteristicas.

Pesquisa de Bactérias Psicotréficas

Foi utilizada a técnica de semeadura em superficie com inoculacéo de 0,1 mL
das diluicdes preparadas em placas de petri contendo o meio de cultura Plate Count
Agar (PCA) solidificado em duplicata. As placas foram acondicionadas em estufa na
temperatura de 7°C durante 7 dias. Realizando a contagem das unidades
formadoras de col6nias. A partir dos dados obtidos, os calculos do nimero de micro-
organismos presentes na amostra da analise, foram expressos em resultado de

UFC/mL (BRASIL, 2003).
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Pesquisa de Bactérias Mesofilas

Foi depositado nas placas 1 mL de cada diluicdo selecionada, adicionou-se
cerca de 15 a 20 mL de Plate Count Agar (PCA) fundido e mantido em banho-maria
a 46-48°C. Homogeneizando adequadamente o agar com o inoculo. E deixando
solidificar em superficie plana. As placas foram incubadas a 36°C por 48 horas. A
analise foi realizada em duplicata. A partir dos dados obtidos, os célculos do numero
de micro-organismos presentes na amostra da analise, foram expressos em

resultado de UFC/mL (BRASIL, 2003).

Anélises Estatisticas

Para a analise dos dados, utilizou-se uma estatistica descritiva, através das
frequéncias relativas e absolutas, médias e desvios padrdo. Para avaliar a
associacdo entre os resultados dos parametros investigados e os momentos de
colheita, realizou-se uma analise univariada através do teste de Qui-quadrado
(SAMPAIO, 1998). O programa SPSS for Windows, versao 19,0 — Statistical
Package for the Social Science, foi utilizado para a execucdo dos calculos

estatisticos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que 78,3% (94/120) das amostras foram negativas para
Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP). Esse percentual difere do encontrado por
Angelo et al. (2014) que realizaram pesquisa de Staphylococcus Coagulase Positiva
em tanques comunitarios localizados na Zona da Mata Mineira e encontraram 0
micro-organismo em 100% das 7 amostras de leite cru submetidas as analises.

De acordo com estudo realizado por Melo et al. (2010) esses micro-
organismos podem ser transmissiveis aos alimentos pelos manipuladores que na
maioria das vezes sdo assintomaticos, e pelos animais, principalmente o gado
leiteiro com mastite.

De acordo com a maioria dos produtores que encaminham o leite produzido
para os tanques estudados, os casos de mastite nos rebanhos sdo pouco
frequentes, o que pode explicar o elevado percentual de amostras negativas para
esse micro-organismo.

Mattos et al. (2010) encontraram Staphylococcus coagulase positiva nas 53
amostras de leite cru analisadas no agreste de Pernambuco, as maiores contagens
alcancaram 5,6 x 10°UFC/mL, e apenas 15,1% (8/53) das amostras tiveram
contagens acima de 10°UFC/mL.

Maior percentual das amostras descritas por esses autores estavam dentro do
limite estabelecido pelo Regulamento da Comunidade Européia n° 1441/2007 para
contagem de SCP em queijo fabricado a partir de leite cru, que é de 10°UFC/g. De
acordo com esse parametro, 10,83% (13/120) das amostras desse estudo
encontravam-se dentro desse limite, enquanto 10,83% (13/120) apresentaram-se

fora do padrdo com contagens superiores a 10° UFC/mL.
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Segundo Costa e Dias (2013) valores acima de 10°> UFC/mL s&o considerados
significativos para causar intoxicacdo alimentar por Staphylococcus Coagulase
Positiva.

Para coliformes foram encontrados 18,8% (30/160) das amostras com
contagens inferiores a 1,1x10° NMP/mL e 81,2% (130/160) das amostras com
valores superiores a 1,1x10% NMP/mL. Esses valores ndo corroboram com os de
Silva et al., (2010) que analisaram 33 amostras de leite cru no municipio de
Umuarama, PR, e em apenas 12,12% (4/33) os valores foram superiores a 1,1x103
NMP/mL.

Pode-se correlacionar o elevado numero de coliformes encontrados a ma
qualidade da agua utilizada por alguns produtores para a limpeza de utensilios e dos
tanques devido a escassez nas regides mais castigadas pela seca, além disso,
observou-se que os maiores indices encontrados foram justamente nos meses
menos chuvosos.

Os resultados encontrados também n&o corroboram com os estudos de
Freitas et al. (2013), que analisaram amostras de leite cru produzidos no estado da
Paraiba e encontraram 44,44% (4/9) com valores acima de 1,1x103 NMP/mL. Esses
nameros dificultam a obtencdo de produtos derivados dentro dos padrdes exigidos
pela legislacao.

Os coliformes sao sempre indesejaveis no leite, principalmente pelo fato que
o habitat preferencial dessas bactérias é o solo, 4gua e intestino de animais. Estas
bactérias diminuem a qualidade e a vida do leite e derivados (SALVADOR, et al.
2012).

Observou-se auséncia de Salmonella spp. e Listeria spp. em todas as

amostras testadas. Esses resultados corroboram com os encontrados por Mattos et
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al., (2010), que estudaram a qualidade do leite cru na regido agreste do estado de
Pernambuco, também ndo encontraram essas bactérias nas 53 amostras
analisadas. J& Yamaguchi et al. (2013) encontraram Salmonella spp. em 1,57%
(4/255) das amostras de leite em pd provenientes de empresas beneficiadoras de
alimentos, na cidade de Maringa-PR. O leite e produtos lacteos tém sido associados
a casos e surtos de salmoneloses em varios paises.

Bactérias do género Salmonella pode ocasionar gastroenterites que
geralmente sdo contraidas através do consumo de alimentos de origem animal
contaminados, principalmente a carne bovina, a carne de aves, 0s ovos e o0 leite
(SILVA, 2010).

Tamanini et al, (2012) n&o encontraram Listeria em nenhuma das 45
amostras de leite cru provenientes de propriedades leiteiras pertencentes a uma
cooperativa de produtores de leite localizadas em Pernambuco, Brasil. Esses
resultados corroboram com os encontrados nesse estudo.

Apesar da auséncia desses micro-organismos, eles sao extremamente
importantes para saude publica, e segundo Nguyen et al., (2012), possuem grande
importancia devido a capacidade de formacdo de biofilmes em superficies.
Constituindo um importante fator de viruléncia a esta bactéria o que torna dificil sua
eliminacdo. Aléem disso, a producdo de biofiilme pode aumentar a resisténcia dos
micro-organismos aos antimicrobianos (SIMOES et al., 2010)

Aeromonas spp. foi encontrada em 28,7% (46/160) das amostras analisadas.
Cereser et al. (2013), analisaram a presenca de Aeromonas spp. em 25 amostras de
leite cru para o processamento do queijo minas frescal e encontraram 96% (24/25)

das amostras positivas para o género, esses valores ndo corroboram com os
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encontrados por esse estudo. O leite cru contaminado com Aeromonas spp. é o
maior disseminador desse género na industria de lacteos (CERESER et al., 2013).

No Brasil ndo existe regulamentacéo para a qualidade microbiologica do leite
cru com relagdo aos micro-organismos psicrotroficos. Segundo Shirai (2010) é
considerado inviavel a utilizacdo do leite com contagens de micro-organisos
psicrotréficos superior a 5,0 x 10° UFC/mL. Dessa forma, em 41,9% (67/160) das
amostras analisadas foram encontradas contagens desses micro-organismos
superiores a 5,0 x 10° UFC/mL.

As amostras com elevadas contagens observadas podem estar
relacionadas a permanéncia de alguns tanques com grandes quantidades de leite
refrigerado por periodo superior a 48 horas devido a dificuldade de acesso do
caminhdo de coleta em determinadas localidades. Além disso, também foram
observadas precéarias condicdes de higiene de alguns baldes e tanques de
expansao.

Mattos et al., (2010) avaliaram a qualidade do leite cru produzido na regiéo
do Agreste de Pernambuco e encontraram 90,56% (48/53) da amostras com
contagens acima de 5,0 x 10° UFC/mL, esses resultados ndo corroboram com os
encontrados nesse estudo.

A Instrucdo Normativa n° 62 de 2011, estabelece temperatura para o
resfriamento do leite em tanques de expansdo comunitarios de até 7°C, desse
modo, 75% (120/160) das amostras encontravam-se dentro desse padrdo (Tabela
2).

Apesar das amostras terem sido provenientes das trés mesorregides do

estado, a localidade com valores mais elevados de temperatura foi a regido do
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sertdo Alagoano, e isso estava atribuido a falta de energia constatada no momento
das coletas.

No més de maio foram observadas as mais altas temperaturas. Esse fator
pode estar relacionado a elevada quantidade de micro-organismos mesofilos, e
Coliformes a 45°C encontradas (tabela 1).

Além da temperatura de armazenagem do leite, o tempo é igualmente
importante para o possivel comprometimento da qualidade do produto, e segundo
Luz et al., (2011) a qualidade microbiolégica do leite pode ser comprometida ainda,
devido as condicdes de higiene durante a ordenha, de limpeza de utensilios e
equipamentos antes e ap0s a pasteurizacdo. Ja que leite oferece condicdes
excelentes para a multiplicacdo de micro-organismo em curto espaco de tempo,
devido a sua composicao nutritiva.

Na atual situacdo de desenvolvimento da cadeia agroindustrial de leite, é de
suma importancia a analise dos pontos que podem levar a contaminacao do leite por
micro-organismos psicrotroficos, havendo uma grande necessidade de associar a
refrigeracdo as boas préaticas de fabricacdo, para que se evite ou monitore a
contaminacao do leite por esses micro-organismos, prolongando, assim, a vida util
do leite e de seus derivados (ZENI et al., 2013).

Na pesquisa de micro-organismos mesofilos, 85% (136/160) estavam fora do
limite estabelecido de até 6x10° UFC/mL segundo Instrucdo Normativa n°62 de
2011.

Esses resultados ndo corroboram com os encontrados por Citadin et al.
(2009), que analisando a qualidade microbiolégica do leite cru refrigerado em 31
amostras de propriedades leiteiras no estado do Parana encontraram 25,8% (8/31)

fora do padréo estabelecido pela legislacéo.
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O leite proveniente dos tanques com elevadas temperaturas encontrados
nesse estudo favoreceram a multiplicacdo de micro-organismos mesofilos. Barreto et
al. (2012), analisaram 25 amostras de leite in natura procedente de Cruz das Almas
- Bahia, e encontraram 100% das amostras acima do padréo.

A contagem dessas bactérias é utilizada como indicador geral de
populacdes bacterianas em alimentos. Sendo utilizadas para se obter informacdes
gerais sobre a qualidade de produtos, matérias-primas utilizadas e vida de prateleira.
Além disso, estdo diretamente relacionadas a presenca de patdégenos ou toxinas, e
grandes populacBes indicam que o alimento é insalubre por deficiéncias na
sanitizacao ou falha no controle do processo (SILVA et al., 2010).

A microbiota presente no leite apresenta grande diversificacdo, dependendo
principalmente das condicbes higiénicas da ordenha, dos utensilios e dos
equipamentos, conservacao do leite, tempo e temperatura do armazenamento,
qualidade microbiolégica da &gua, condicbes climaticas e indices de mastite

(VALLIN et al., 2009).
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CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que as elevadas contagens de micro-organismos no
leite analisado e a temperatura inadequada dos tanques no momento da coleta,
resultam na obtencdo de um produto de ma qualidade, pela acdo deterioradora ou
patogénica dos micro-organismos. Sugere-se implantacdo de boas praticas para a
prevencdo da contaminacdo e do crescimento microbiano na cadeia produtiva do

leite para garantia do produto com qualidade.
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Figura 1: Divisdo do estado em Mesorregifées com 0s municipios que

participaram do estudo.
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Tabelal — Resultados dos parametros analisados em amostras de leite

oriundas de tanques de expanséo procedentes de propriedades do estado

de Alagoas, 2013.
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; MESES TOTAL
VARIAVEIS Janeiro Fevereiro Maio Agosto Valor P
N Positivos N Positivos N Positivos N  Positivos N Positivos
SCP
13
< 100000 UFC/mL 40 10 (25,0%) 40 - 40 0 (0,0%) 40 3(7,5%) 120 (10,83%) | .
13 ndefinido
> 100000 UFC/mL 40 5(12,5%) 40 - 40 3(75%) 40 5(12,5%) 120 (10,83%)
Coliformes fecais a
45°C
< 1100 NMP/mL 40 4 (10,0%) 40 4(10,0%) 40 2 (5,0%) 40 20 (50,0%) 160 30 (18,8%)
130 <0,001*
> 1100 NMP/mL 40 36(90,0%) 40 36(90,000) 40 38(95,0%) 40 20(50,0%) 160 (81,2%)
Mesofilos
< 600000 UFC/mL 40 8(20,0%) 40 6(15,0%) 40 4(10,0%) 40 6(150%) 160 24 (15%) 0.666
> 600000 UFC/mL 40 32(80,0%) 40 34(850%) 40 36(90,0%) 40 34(85,0%) 160 136 (85%)
Psicotréficos
< 5000000 UFC/mL 40 28(70,0%) 40 30(75,0%) 40 21(52,5%) 40 14(35,0%) 160 93 (58,1%) 0.001*
> 5000000 UFC/mL 40 12(30,0%) 40 10(25,0%) 40 19 (47,5%) 40 26(65,0%) 160 67 (41,9%)
Aeromonas sp. 40 0(0,0%) 40 6(15,00) 40 40(100,00) 40 0(0,0%) 160 46 (28,7%) <0,001*
Listeria sp. 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 160 0 (0,0%) 1,000
Salmonella sp. 40 0(0,0%) 40 0(0,00) 40 0 (0,0%) 40 0(0,0%) 160 0 (0,0%) 1,000

N - Amostras; SCP - Staphylococcus Coagulase Positivos; *Associagdo significativa



Tabela 2 — Temperaturas de resfriamento do leite encontradas.
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TEMPERATURA N
Abaixo de 7°C 120
Acima de 7°C 40

Total 160




2° artigo: Pesquisa de residuos de antibidticos no leite in natura proveniente de

tanques de expansao comunitarios no estado de Alagoas.
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RESUMO

O leite € um alimento bastante consumido pela populacdo, desse modo € importante
que apresente condi¢cdes higiénicas adequadas e que esteja livre de contaminates
quimicos das mais diversas origens. Objetivou-se com esse estudo realizar a
pesquisa de residuos de antibiéticos no leite in natura proveniente de tanques de
expansao comunitarios no estado de Alagoas. Foram coletadas 42 amostras de leite
em frascos estéreis contendo aproximadamente 50 mL. Essas amostras foram
congeladas e enviadas para serem submetidas aos métodos oficiais do ministério da
Agricultura. No laboratério, foi realizada a Andlise Qualitativa de Multirresiduos em
diferentes matrizes e Determinacgao de residuos de antibiéticos B-lactamicos em leite
bovino por Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS). Em 95,2% das amostras (40/42) analisadas nao foi detectada a presenca
de residuos de antibidticos, entretanto, em duas amostras (4,8%) detectou-se a
presenca de residuos, mas, em niveis ndo quantificaveis. As amostras estavam
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo Brasileira. Conclui-se com esse
estudo que ocorreu auséncia de residuos de antibiéticos em niveis quantificaveis
nas amostras analisadas. Sugere-se o monitoramento desses antimicrobianos no
leite para assegurar a auséncia desses residuos e garantr um produto de qualidade

que é indispensavel para a saude publica.

Palavras-chave: Residuos. Farmacos. Saude publica. Riscos.
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Detection of antibiotic residues in fresh milk from bulk tanks of community in

the state of Alagoas.

ABSTRACT

Milk is a food widely consumed by the population , thus it is important to provide
appropriate hygienic conditions and is free of chemical contaminants from various
origins. The objective of this study carry out research of antibiotic residues in fresh
milk from bulk tanks of community in the state of Alagoas. 42 milk samples were
collected into sterile bottles containing approximately 50 ml. These samples were
frozen and sent to be submitted to the official methods of the Ministry of Agriculture.
In the laboratory, the Qualitative Analysis of Various residues was performed in
different matrices and Determination of residues of 3 - lactam antibiotics in bovine
milk by liquid chromatography coupled to mass spectrometry ( LC-MS/MS ). In the
samples 95.2% (40 /42) was not detected analyzed the presence of antibiotic
residues, however, for both samples (4.8%) was detected residues, but not
quantifiable levels. The samples were within the limits established by Brazilian
legislation. The conclusion to this study was that the absence of antibiotic residues in
measurable levels in the samples. It is suggested that the monitoring of these
antibiotics in milk to ensure the absence of these residues and garantr a quality

product that is essential for public health.

Keywords: Waste . Drugs . Public health. Risks
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INTRODUCAO

A ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite é um perigo potencial
para a saude coletiva e um risco para a industria de laticinios (MACEDO e FREITAS,
2009). Os residuos de antimicrobianos encontrados nos derivados lacteos ndo sédo
eliminados durante os varios estagios de sua producéo, e por isso podem interferir

no processamento desses alimentos (ADETUNJI, 2011).

A presenca de residuos de antimicrobianos no leite € um fator importante a
ser considerado quando esses medicamentos sdo utilizados em animais de
producdo. Apdés o tratamento dos animais, o leite e a carne ndo podem ser
destinados ao consumo durante o periodo de caréncia. Este periodo garante que os
niveis de antibidticos presentes nos produtos permanecam dentro dos limites
maximos tolerados pela legislacdo (PIETERSE e TODOROV, 2010) A Instrucdo
Normativa 62 preconiza a auséncia de residuos de antimicrobianos no leite (BRASIL,
2011).

Silva et al. (2013) analisaram a ocorréncia de residuos de antibioticos em leite
da regido sul do estado do Para — Brasil, e encontraram em 8% (4/50) das amostras
a presenca de residuos. Um fator frequentemente relacionado a presenca de
antibioticos é o descarte do leite apenas do teto submetido ao tratamento no caso de
mastite. Segundo Bansal et al. (2011) o tratamento de um quarto mamario com
eritromicina intramamaria resultou na passagem do antibiético para o leite dos outros
guartos mamarios nao tratados.

A presenca de antimicrobianos no leite pode promover selecédo de micro-

organismos através de diferentes mecanismos de resisténcia para sua defesa. Os

mecanismos de resisténcia podem ser adquiridos através de mutacdes dos genes
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reguladores ou estruturais, por transferéncias horizontais de genes de resisténcia ou
pela combinacéo de ambos (GIEDRAITIENE et al., 2011).

Os beta-lactamicos sdo antimicrobianos amplamente utilizados em animais
com mastite bovina. No entanto, algumas bactérias sdo capazes de induzir a
producdo de mecanismos de resisténcia ap0s a exposi¢cao a esses antimicrobianos,
0 que afeta a eficacia do tratamento. Um exemplo classico é a producdo de beta-
lactamase, que € o mecanismo de resisténcia mais encontrado em Staphylococcus
spp. (EL BEHIRY et al., 2012).

As altas taxas de contaminacdo com residuos podem ocorrer quando nao
existe uma conscientizacdo dos criadores e melhorias das condi¢des de higiene e da
eficacia da inspecédo dos alimentos (ERGIN KAYA e FILAZI, 2010). O leite com
presenca de residuos de antimicrobianos pode causar varios efeitos indesejaveis a
saude humana. Objetivou-se com esse estudo pesquisar residuos de antibiéticos no
leite in natura proveniente de tanques de expansdo comunitarios no estado de

Alagoas.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 42 amostras de leite in natura de tanques de expansao
comunitario pertencentes a uma Cooperativa de Produtores de Leite do estado de
Alagoas. Foram entrevistados 100 produtores que forneciam leite a esses tanques
comunitarios. O estudo foi realizado em 23 municipios pertencentes as trés
mesorregides do estado (Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertdo Alagoano). As
amostras foram coletadas em frascos estéreis contendo aproximadamente 50mL,
congeladas e enviadas ao Laboratdrio Nacional Agropecuario do Rio Grande do Sul
para serem submetidas aos métodos oficiais do Ministério da Agricultura. No
laboratdrio, foi realizada a Analise Qualitativa de Multirresiduos em diferentes
matrizes e determinagao de residuos de antibiéticos B-lactamicos em leite bovino por
Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Para a andlise de Multirresiduos, foi utilizado 500uL de leite e segui-se
protocolo recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Utilizaram-se os controles positivos fortificadas com os valores referentes
ao LMR (Limite Maximo de Residuos) e CCB (Niveis de fortificagdo onde os
procedimentos dessa metodologia apresentam um numero de falsos negativos
inferiores a 5%), e mais trés amostras que sédo fortificadas apds o processo de
extracdo. Em seguida, ocorreu a extracdo das amostras de leite e o preparo dos
controles, e posteriormente a Deteccéo de residuos no Cromatografo. Os resultados
sdo expressos em Positivo e negativo quanto a presenca de residuo. Resultados
positivos foram submetidos a confirmacdo pelo método LC-MS/MS para
quantificacdo dos niveis detectados. Os analitos pesquisados pertencem as classes:

tetraciclinas (Tetraciclina, Oxitetraciclina, Clortetraciclina, Doxiciclina); sulfonamidas
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(Sulfadiazina, Sulfatiazol, Sulfametazina, Sulfametoxazol, Sulfaquinoxalina,
Sulfadimetoxina, Sulfadoxina, Sulfaclorpiridazina, Sulfamerazina, Sulfizoxazol);
quinolonas (Acido nalidixico, Acido oxolinico, Flumequina); fluorquinolonas
(Ciprofloxacina,  Enrofloxacina, Difloxacina, Sarafloxacina, @ Danofloxacino,
Norfloxacino).

Para a determinacao de residuos de antibiéticos B-lactamicos em leite bovino,
utilizou-se 2 mL de leite seguindo protocolo recomendado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As amostras de leite foram
submetidas ao processo de extracdo com solvente organico para obtencdo de um
extrato purificado. A amostra foi extraida com acetonitrila, passando por etapa de
clean-up, evaporacdo, retomada em fase movel e o sobrenadante foi diretamente
analisado no sistema de LC-MS/MS. Os resultados sdo expressos em niveis
quantificaveis de residuos. Os analitos pesquisados pertencem as classes dos (-
lactamicos (Penicilina G; Penicilina V; Ampicilina; Amoxicilina; Oxacilina; Cloxacilina;

Dicloxacilina; Ceftiofur; Trimetoprima).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Em 95,2% (40/42) das amostras de leite analisadas, ndo foi detectada a
presenca de residuos de antibioticos, e em 4,8% (2/42) detectou-se a presenca,
entretanto, em niveis ndo quantificaveis pela analise confirmatoéria. Pois estes niveis
estdo acima do limite de deteccdo e abaixo do limite de quantificacdo, e se
encontram dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo quanto a presenca de
residuos de antibidticos no leite.

Foi relatado por 100% (100/100) dos produtores de leite, que no periodo de
coletas ndo tinham casos de mastite no rebanho, e ndo haviam utilizado nenhum
tipo de tratamento com antibiéticos para qualquer enfermidade. Entretanto, quando
guestionados sobre qual o tipo de antibiético adotado quando ocorriam os casos de
mastite e outras afecc¢des no rebanho, 3% (3/100) dos produtores responderam que
utilizavam antibioticos a base de tetraciclina, 2% (2/100) adotavam fluorquinolonas,
enquanto 9% (9/100) costumavam usar B-lactamicos. Os demais relataram né&o
ocorrer qualquer tipo de enfermidade no rebanho (25%), e a maioria ndo lembrava o
tipo medicamento utilizado quando necessario (61%).

Ainda que, segundo os produtores ndo tenha sido realizado tratamento com
antibioticos, ocorreu deteccdo das classes das Fluorquinolonas (Norfloxaxino) e
Tetraciclina (Oxitetraciclina) nessas amostras. E apesar de detectadas, essas drogas
nao foram quantificadas como descrito na tabela 2. Desse modo todas as amostras
analisadas estdo em acordo com a Instrugcdo Normativa 62 preconiza a auséncia de

residuos de antibidticos no leite de vacas (BRASIL, 2011).
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De acordo com os produtores, os laticinios que compram o leite realizam o
controle da qualidade do produto, através de testes de deteccdo de residuos de
antibioticos que fazem na proépria industria.

Fonseca et al. (2009) verificaram a presenca de residuos de antimicrobianos
em 4% (4/100) das amostras de leite UHT provenientes de Minas Gerais. Martins
Janior et al. (2006) em estudo para determinacédo de residuos de cloranfenicol em
amostras de leite e mel industrializados utilizando a técnica de espectrometria de
massas em "tandem" (CLAE-EM/EM), detectaram a presenca do residuo em uma
das quatro amostras de leite integral analisadas, e a concentracao foi de 4,73 ng L-
/ng kg-1. E para o leite em pd, no mesmo estudo, em duas das trés amostras
analisadas foi detectada a presenca do residuo com concentracédo de 5,9 e 6,1 ng L-
/ng kg-1.

Nao foi detectado residuo de antibidticos pertencentes a classe dos [-
lactamicos nesse estudo, entretanto, segundo Shitandi e Kihumbu (2004)
Antibidticos do grupo dos [B-lactamicos sdo os mais utilizados para tratamento de
doencas em rebanhos leiteiros, sendo assim os mais freqientemente detectados no
leite.

Macedo e Freitas (2009) realizaram pesquisa de residuo de antibiéticos no
leite de mistura de propriedades provenientes do estado do Para pelo teste Copan,
um teste de inibicdo microbiana indicado para beta-lactamicos, tetraciclina e
sulfonamidas, e encontraram das 103 amostras analisadas, 11 (10,68%) amostras
positivas.

Carvalho et al., (2012), utilizando Kit Delvotest - SP, que utiliza a metodologia
microbiana (cepas bacterianas de Bacillus stearothermophilus) pesquisaram em 18

propriedades localizadas na zona rural do municipio de Araioses — MA nos periodos
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chuvoso e seco a presenca de residuos, e encontraram 100% das amostras
negativas como foi observado neste estudo.

Ja Vieira et al. (2012), detectaram residuos de antimicrobianos em 19%
(15/79) das amostras de leite pasteurizado provenientes de estabelecimentos
comerciais do Estado do Parana, eles utilizaram kits comerciais de ELISA, e nas
amostras positivas encontraram  cloranfenicol, tetraciclinas, gentamicina,
estreptomicina e B-lactamicos.

De acordo com Nunes e D’Angelino (2007), as razdes para se fazer o controle
dos residuos de antibidticos no leite incluem a possibilidade desses causarem
reacoes alérgicas aos consumidores e possibilidade de selecdo de micro-
organismos resistentes, além de ser também um problema econdmico, interferindo

nas culturas lacteas utilizadas na fabricacdo de derivados.



82

CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que ocorreu auséncia de residuos de antibioticos em
niveis quantificaveis nas amostras analisadas. Sugere-se 0 monitoramento desses
antimicrobianos no leite para assegurar a auséncia desses residuos e garantir um

produto de qualidade que € indispensavel para a saude publica.
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Tabela 1: Pesquisa de residuos de antibiéticos no leite.

Classes de Antibiotico ND (%) Det. (%) NQ (%) Quant. (%)
Tetraciclinas 87,6 2,4 100 0
Sulfonamidas 100 0 100 0
Quinolonas 100 0 100 0
Fluorquinolonas 87,6 2,4 100 0
B-lactamicos 100 0 100 0

ND = nado detectavel/ Det. = Detectavell NQ = ndo quantificavel/ Quant.=

Quantificavel



3° artigo: Qualidade do leite in natura de tanques de expansdo comunitarios do

estado de Alagoas.
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RESUMO

O leite € um alimento essencial a dieta da maior parte da populagdo, dessa forma,
deve-se apresentar dentro dos padrdes sanitarios para a garantia de seguranca do
consumo. Objetivou-se com esse estudo avaliar a qualidade do leite in natura de
tanques de expansdo comunitarios do estado de Alagoas. Foram coletas 160
amostras de leite em quatro diferentes momentos (janeiro, fevereiro, maio e agosto
de 2013). O estudo foi realizado em 23 municipios pertencentes as trés
mesorregides do estado. As amostras foram coletadas em frascos apropriados e
encaminhadas ao Laboratério da Rede de Qualidade do Leite para analise de
Contagem de Células Somaticas e Contagem Bacteriana Total. Observou-se que
79,4% (127/160) das amostras encontravam-se dentro do limite estabelecido pela
legislacdo para CCS. Com apenas 20,6% (33/160) acima do padrdo. Para CBT,
32,5% (52/160) das amostras estavam dentro dos limites estabelecidos pela
legislagdo, enquanto que 67,5% (108/160) encontravam-se acima. Observou-se
maior percentual de amostras fora do padrao para CCS no més de agosto, e 0 maior
percentual das amostras fora do padrdao para CBT ocorreu no més de maio.
Comparando as médias da CCS e CBT com a regido estudada, observou-se que
ocorreu diferenca significativa na média de CCS da regido Leste do estado em
relacdo as demais, 748.235,3 CS/mL. Ja para CBT essa regidao obteve a menor
meédia de 1.853.029,4 UFC/mL, entretanto n&o ocorreu diferenca significativa entre
as demais regides. Observou-se 12,5% das amostras fora do valor permitido para
gordura. Os valores das proteinas totais de variaram de 2,4 a 3,86 (g/100g). A
guantidade de lactose no leite foi de 3,42 a 5,42 (g/100g). Conclui-se com esse
estudo que maior percentual das amostras econtravam-se fora dos limites

estabelecidos pela legislacdo para CBT, as médias encontradas foram elevadas,
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principalmente na regido leste do estado. Esses resultados indicam falhas higiénicas
na obtencdo, acondicionamento ou resfriamento do leite. Sugere-se a implantacao
de medidas corretivas e educativas em toda a cadeia produtiva do leite para garantia

de um produto de melhor qualidade.

Palavras-chave: Qualidade. Leite. Legislacao.
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ABSTRACT

Milk is an essential food to the diet of most of the population, therefore, must be
submitted within the sanitary standards to guarantee consumer safety. The objective
of this study was to evaluate the quality of fresh milk of community expansion state of
Alagoas tanks. Were collected 160 milk samples at four different times (January,
February, May and August 2013). The study was conducted in 23 municipalities in
the three areas of the State. The samples were collected in appropriate containers
and sent to the Laboratory of Network Quality Analysis of Milk Somatic Cell Count
and Total Bacterial Count. It was observed that 79.4% (127/160) of the samples were
within the limits prescribed by law for CCS. With only 20.6% (33/160) above the
standard. For CBT, 32.5% (52/160) of the samples were within the limits established
by law, while 67.5% (108/160) were above. Observed a higher percentage of
samples outside the standard for CCS in August, and the highest percentage of
samples outside the standard CBT occurred in May. Comparing the averages of SCC
and CBT with the region studied, it was observed that there was a significant
difference in mean CCS in the eastern region of the state in relation to others,
748,235.3 CS / mL. Already CBT for this region showed the lowest average of
1,853,029.4 CFU / mL, however there was no significant difference between the
other regions. Observed 12.5% of the samples out of the allowable value for fat. The
amounts of total protein ranged from 2.4 to 3.86 (g / 100g). The amount of lactose in
milk was 3.42 to 5.42 (g / 100g). The conclusion to this study that a higher
percentage of the samples econtravam outside the limits established by law for CBT,
the mean values found were high, especially in the eastern region of the state. These

results indicate hygienic failures in producing, packaging and cooling of milk. We
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suggest the implementation of corrective measures and education in the entire

production chain of milk to guarantee a better quality product.

Keywords: Quality. Milk. Legislation.
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INTRODUCAO

A qualidade do leite € um dos temas em maior evidéncia dentro da producao
leiteira do pais. Este tema constitui um dos maiores entraves da cadeia produtiva
deste alimento no Brasil, interferindo negativamente na producéo e rendimento dos
derivados lacteos (MATTOS et al., 2010).

Segundo Langoni (2013) para que se melhorem os indices é necesario a
conscientizacdo de todos os envolvidos na cadeia produtiva deste alimento. Um
leite produzido com baixa qualidade apresenta problemas, como a alta contagem
bacteriana total (CBT) e a alta contagem de células somaticas (CCS) (SILVA et al.,
2011). Ribeiro Neto et al. (2012) analisaram a qualidade do leite cru refrigerado sob
inspecdo federal na regido Nordeste e encontraram média para CCS de 564,95
x10° CS/mL e para CBT de 1190,68x10°UFC/mL.

A CCS constitui um importante recurso para o0 monitoramento da qualidade do
leite e da saude da glandula mamaria nos rebanhos. Segundo Cerqueira (2010) a
elevada contagem de células soméaticas (CCS) é indicativa da ocorréncia de
mastite subclinica, e de possiveis perdas econémicas dela decorrentes. O aumento
de CCS do leite do tanque esta diretamente relacionado com a ocorréncia da
mastite nos rebanhos, o0 manejo de ordenha como o preparo das vacas, do pré-
dipping, falhas nos equipamentos de ordenha, como a pressdo de vacuo e a
integridade das teteiras, e também devido ao tempo de ordenha e o ndo tratamento
de vaca seca (CERQUEIRA, 2010).

A contagem bacteriana total (CBT) é comumente usada para avaliar a
gualidade bacteriologica do leite a granel. Os fatores que sdo mais importantes

relacionados a CBT séo higiene de utensilios, resfriamento rapido e refrigeracao, e
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coleta frequente do leite (KOOP et al., 2009). Desse modo, a CBT € um parametro
gue pode ser corrigido com rapidez e facilidade, por estar ligado a falhas na
limpeza e desinfeccao. Objetivou-se com esse estudo avaliar a qualidade do leite in

natura de tanques de expansdo comunitarios do estado de Alagoas.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 160 amostras de leite adquiridas no periodo de janeiro a
agosto de 2013, sendo realizadas em quatro diferentes momentos (janeiro,
fevereiro, maio e agosto). Essas amostras foram provenientes de tanques de
expansdo pertencentes a uma cooperativa de produtores de leite do estado de
Alagoas. O estudo foi realizado em 23 municipios pertencentes as trés
mesorregifes do estado (Agreste Alagoano, Leste Alagoano e Sertdo Alagoano), o
agreste alagoano foi a regido com o maior nimero de municipios no estudo, e a
maior quantidade de amostras foi proveniente da regido leste do estado. As
amostras de CSS foram acondicionadas em frascos contendo o conservante
Bronopol ® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol), e as de CBT o conservante azidiol,
sendo imediatamente refrigeradas e encaminhadas para analise no laboratério da
Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) localizado na Universidade Federal
Rural de Pernambuco. A analise de CCS foi realizada por meio de equipamento
eletrénico SomaScope — MK2 pelo método de citometria de fluxo (IDF 1995). A
analise de CBT foi realizada através do equipamento BactoCount IBC que também
utiliza citometria de fluxo para rapida enumeracdo de bactérias distintas no leite
cru.

Para a analise dos dados, utilizou-se uma estatistica descritiva, através das
frequéncias relativas e absolutas, médias e desvios padrdo. Para avaliar a
associacado entre os resultados dos parametros investigados e os momentos de
colheita, realizou-se uma analise univariada através do teste de Qui-quadrado.
Alem disso, para a comparacao dos resultados obtidos da contagem de células

somaticas (CCS) e concentracdo bacteriana total (CBT) em relacdo as regides e
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meses, utilizou-se o teste de Tukey (SAMPAIO, 1998). O programa SPSS for
Windows, versao 19,0 — Statistical Package for the Social Science, foi utilizado para

a execucdao dos calculos estatisticos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que apenas 20,6% (33/160) das amostras encontravam-se
acima do padrdo estabelecido pela legislacdo para CCS. Segundo a Instrucao
Normativa 62 de 29 de dezembro de 2011, o limite estabelecido para CCS na
regido nordeste do Brasil € de 600.000CS/mL (Brasil, 2011) (Tabela 1).

Altas contagens de Células Somaticas estdo diretamente relacionadas a
ocorréncia de mastite no rebanho, e apesar dos produtores alegarem que nao
ocorriam casos de mastite no periodo das coletas, os valores encontrados nessas
amostras podem indicar a ocorréncia dessa afec¢ao no rebanho.

Melo et al. (2013) realizaram pesquisa com leite cru provenientes de
propriedades leiteiras no sudoeste Goiano e encontraram 16,33 % (16/98) das
amostras acima do limite estabelecido pela IN 62, esses percentuais sédo inferiores
aos encontrados por esse estudo.

Figueiredo et al. (2012) ao pesquisarem a qualidade do leite cru de 20
propriedades em Luz (MG) encontraram 50% (10/20) das amostras fora do padréo
para CCS segundo a IN 62. Esse percentual estid acima do encontrado nesse
estudo.

Observou-se que 32,5% (52/160) das amostras estavam dentro dos limites
estabelecidos pela legislacdo para CBT, enquanto que 67,5% (108/160)
encontravam-se acima desse padrédo (Tabela 1). O limite preconizado pela
Instrucdo Normativa 62 de 29 de dezembro de 2011, para CBT na regido nordeste

do Brasil é de 600.000UFC/mL (BRASIL, 2011).
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Esses percentuais ndo corroboram com os encontrados por Figueiredo et al.
(2012), que acharam 40% (8/20) das amostras de leite fora do padrdo estabelecido
pela IN 62 para CBT na regido de Minas Gerais.

Observou-se maior percentual de amostras fora do padrdo para CCS no més
de agosto, pode-se atribuir esse fato ao periodo de chuva, em que se observa
maior incidéncia da mastite. A média da CCS, nesse més foi de 801.300 CS/mL,
observou-se diferenca significativa entre os outros meses (Tabela 2).

A CCS reflete o estado de saude da glandula mamaria. Quando ha infeccao
bacteriana ou processo inflamatério afetando o tecido mamario o nimero de CCS
aumenta drasticamente no leite. Este aumento da CCS resulta de uma migracdo de
glébulos brancos do sangue para a glandula maméaria com a funcédo de protegé-la
do desafio bacteriano (DONG et al., 2012).

O maior percentual das amostras fora do padrao para CBT ocorreu no més de
maio, que pode estar relacionado a falta de agua que ocorria em algumas
localidades por conta da seca registrada no nordeste nesse periodo. A média da
CBT foi de 2.669.275 UFC/mL, a maior em relagdo aos outros meses. Outro fator
importante € a fonte de agua disponivel para higienizacdo de equipamentos e
utensilios, principalmente nesses locais castigados pela seca, muitas vezes essas
fontes séo utilizadas para o consumo dos proprios animais e para limpeza, dessa
forma, possuem grandes contaminagdes por micro-organismos como os coliformes,
gue compromete diretamente a qualidade da matéria-prima.

Altas contagens bacterianas indicam falhas na limpeza dos equipamentos, na
higiene da ordenha ou problemas na refrigeracdo do leite. Resultados de CBT
inferiores a 20.000 UFC/mL indicam boas praticas de higiene (RIBEIRO NETO et

al., 2012).
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Vallin al. (2009), na regido central do Parana, encontraram média de CBT de
1,6 x 10°UFC/mL em leite cru obtido em ordenha manual e 4,2 x 10° UFC/mL em
leite obtido em ordenha mecéanica. Esses percentuais corroboram com o0s
encontrados nesse estudo.

Comparando as médias da CCS e CBT com a regido estudada, observou-se
gue ocorreu diferenca significativa na média de CCS da regido Leste do estado em
relacdo as demais, o valor foi de 748.235,3 CS/mL (Tabela 3). J4 para CBT essa
regido obteve a menor média de 1.853.029,4 UFC/mL, entretanto ndo ocorreu
diferenca significativa entre os demais valores. A mesorregido leste do estado de
Alagoas é favorecida pela quantidade de chuva, ja as regibes agreste e sertdo
caracterizam-se por serem mais secas. Pode-se relacionar a seca, a elevada CBT
observada nessas regides, na qual, varios tanques possuiam deficiéncias no
abastecimento de agua, o que dificultava a eficacia no processo de limpeza e
higienizacéo.

O aumento da CBT pode ser causado pela proliferacdo de bactérias no
equipamento de ordenha n&o adequadamente higienizado, pela contaminacéo de
tetos e Uberes sujos, pelo resfriamento inadequado do leite e pela presenca de
patdgenos causadores de mastite (PANTOJA et al., 2009; BAVA et al., 2011).

De acordo com Bozo et al. (2013), enquanto a CBT € uma medida direta de
contaminacao do leite, a CCS é uma medida indireta de inflamacgé&o ou infeccdo da
glandula mamaria.

Quanto a composicao do leite, a IN 62 estabelece o valor minimo do teor de
gordura de 3,0 g/100g, neste estudo os indices variaram de 2,74 a 5,89 (g/100g),
dessa forma, apenas 12,5% (20/160) das amostras estavam fora do valor minimo

permitido.
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Os resultados obtidos nesse estudo ndo corroboram com o0s encontrados por
Reis et al, (2007), que realizaram analises do teor de gordura em amostras de leite
cru e pasteurizado do tipo A e encontraram indices acima do valor minimo
permitido com variacdo entre 3,31 e 3,38 g/100g respectivamente.

Em relacdo a quantidade de lactose no leite os valores variaram de 3,42 a
5,42 (g/100g), com média de 4,1(g/100g), esse valor esta abaixo do encontrado por
Carvalho et al. (2013) que descrevem valores de 4,54 (g/100g) e 4,52 (g/100g) em
leites obtidos com ordenha manual e mecanica respectivamente.

Quanto aos valores de proteinas analisadas esses autores encontraram
médias de 3,29 (g/100g)/ 3,26(g/100g) no leite obtido na ordenha manual e
mecanica respectivamente, esses valores estdo dentro dos encontrados nesse

estudo, que variaram entre 2,4 a 3,86 (g/100g).
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CONCLUSAO

Conclui-se com esse estudo que maior percentual das amostras econtravam-
se fora dos limites estabelecidos pela legislacdo para CBT, as médias encontradas
foram elevadas, principalmente na regido leste do estado. Esses resultados
indicam falhas higiénicas na obtencao, acondicionamento ou resfriamento do leite.
Sugere-se a implantacdo de medidas corretivas e educativas em toda a cadeia

produtiva do leite para garantia de um produto de melhor qualidade.
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Tabela 1 — Resultados dos parametros analisados em amostras de leite
oriundas de tanques de expanséo procedentes de propriedades do estado

de Alagoas, 2013.

MESES

VARIAVEIS Janeiro Fevereiro Maio Agosto P
N Positivos N Positivos N Positivos N Positivos N Positivos
CBT/mL
19 17 10 52
< 600000 40 (47,5%) 40 (42,5%) 40 6(15,0%) 40 (25,0%) 160 (32,5%) 0.006*
21 23 34 30 108 ’
> 600000 40 (52,5%) 40 (57,5%) 40 (85,0%) 40 (75,0%) 160 (67,5%)
CCS/mL
37 35 29 26 127
< 600000 40 (92,5%) 40 (87,5%) 40 (72,5%) 40 (65,0%) 160 (79,4%) .
11 14 33 0.007
> 600000 40 3(75%) 40 5(125%) 40 (27,5%) 40 (350%) 160 (20,6%)

N - Amostras; CBT - Contagem Bacteriana Total; CCS - Contagem de Células Somaticas;

*Associacao significativa
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Tabela 2 — Comparacéo entre as medias dos valores de CCS e CBT em relacdo aos
meses estudados

MESES N VARIAVEIS
CCS/mL CBT/mL
Janeiro 40 346775,0 + 201502,9b 1774525,0 + 2148730,12
Fevereiro 40 470475,0 £ 447893,8b 1842900,0 + 2064465,0a
Maio 40 488875,0 + 258240,0b 2669275,0 + 2256275,1a
Agosto 40 801300,0 + 875922,42 1597050,0 + 1428409,0a
Total 160 526856,2 + 540354,4 1970937,5 + 2024527,0

Letras diferentes na mesma coluna indica que houve diferencga estatistica
(P<0,05)
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Tabela 3 — Comparacéo entre as meédias dos valores de CCS e CBT em relacdo as

regides estudadas

REGIOES N VARIAVEIS
CCS/MI CBT/mL
Agreste 52 382346,1 + 201402,2b 2067134,6 + 2014683,62
Leste 68 748235,3 + 746676,92 1853029,4 + 235454,22
Sertao 40 338375,0 + 172669,1b 2046325,0 + 2209860,32
Total 160 526856,2 + 540354,4 1970937,5 + 2024527,0

Letras diferentes na
(P<0,05)

mesma coluna indica que houve diferenca estatistica
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CONSIDERACOES FINAIS
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As elevadas contagens de micro-organismos encontradas no leite analisado
foram insatisfatérias, além disso, a presenca e quantidade destes possibilitam
a obtencdo de um produto de baixa qualidade. A implantacdo de programas
de boas praticas para a prevencdo da contaminacdo e do crescimento
microbiano na cadeia produtiva do leite € uma alternativa para garantia do
produto saudavel.

A auséncia de residuos de antibiéticos € um pré-requisito para a garantia de
qualidade do leite. O monitoramento dessa ocorréncia é importante para
assegurar a auséncia de antimicrobianos no leite.

Os valores da CCS obtidos foram positivos, entretanto os valores da CBT
estavam elevados. Esses resultados indicam falhas no processo de
higienizacdo de equipamentos e utensilios e armazenamento inadequado do

leite.



