UNIVERSIDADE BRASIL

MARCELA DO REGO BARROS
RODRIGUES DE AZEVEDO

PRINCIPAIS METODOS DE ANALISES REALIZADOS COM A FINALIDADE DE

VERIFICAR A QUALIDADE DO LEITE

Sao Paulo
2017



MARCELA DO REGO BARROS
RODRIGUES DE AZEVEDO

PRINCIPAIS METODOS DE ANALISES REALIZADOS COMA FINALIDADE DE
VERIFICAR A QUALIDADE DO LEITE

Trabalho monogréfico de Higiene e Inspec¢do em
Produtos de Origem Animal - Qualittas (TCC),
apresentado a Universidade Brasil como requisito
parcial para obtencéo do titulo de pos-graduacéo
lato sensu em Higiene e Inspecdo em Produtos de

Origem Animal.

Orientacdo: Profa. Dra. Marta Maria B. B. S.

Xavier.

Sao Paulo
2017



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Bibliotecas da Universidade Brasil,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a).

A988p AZEVEDO, Marcela do Rego Barros Rodrigues de.

Principais métodos de andlises realizados com a finalidade de verificar a
gualidade do leite / Marcela do Rego Barros Rodrigues de Azevedo. — S&o
Paulo: Universidade Brasil, 2017.

38 f.:1l.

Trabalho monogréfico (TCC), apresentado a Universidade Brasil como
requisito parcial para obtencdo do titulo de Especialista em Higiene e
Inspecao de Produtos de Origem Animal.

Orientacdo: Profa. Dra. Marta Maria B. B. S. Xavier.

1. Leite. 2. Analises. 3. Inspecao sanitaria. 4. Salde coletiva. |. Xavier,
Marta Maria B. B. S. Il. Titulo.

CDD 637.127




AGRADECIMENTOS

Inicialmente a Deus, por estar sempre a me iluminar e me dar a capacidade
de sonhar e conquistar meus sonhos.

Aos meus pais, Rosangela e Carlos Alberto Rodrigues de Azevedo, que me
educaram e me deram todas as oportunidades para que eu alcancasse meus objeti-
vos, com muito amor, dedicacdo, paciéncia, companheirismo e sempre me dando
exemplos a serem seguidos.

Ao meu noivo, Carlo Aurélio, que com amor, carinho, paciéncia, apoio, incen-
tivo, parceria, brincadeiras e compreenséo, me faz uma pessoa mais forte.

A minha orientadora Professora Dra. Marta Maria B. Baptista S. Xavier, Mé-
dica Veterinaria com muito amor, que dispds de seu tempo, conhecimento e carinho,
a me ensinar e orientar nesse trabalho.

Aos mestres, que se dedicaram a nos ensinar 0 que era preciso saber para
seguir em frente, repassando da melhor forma seus conhecimentos.

As demais pessoas, que participaram dessa conquista, mesmo que em pe-
guena parcela.



RESUMO

O leite é considerado um alimento completo, de acordo com o Regulamento da
Inspecéo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) deve ser de
animais saudaveis e a qualidade deve ser preservada da ordenha ao beneficiamento
(BRASIL, 2017). Para isso, € necessario estabelecer um controle efetivo da mastite
no rebanho, ter boas praticas de ordenha para obtencéo do leite de forma higiénica,
realizar a manutencao preventiva e a limpeza correta dos equipamentos, fornecer o
resfriamento adequado ao leite e garantir o transporte atendendo as exigéncias e
padrées estabelecidos na legislacdo. O presente estudo vem elucidar as principais
analises pelas quais o leite é testado nos estabelecimentos beneficiadores
inspecionados pelo Servico de Inspecdo Federal, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (SIF/MAPA). Os parametros fisico-quimicos e
microbiolégicos do leite cru bovino foram rastreados com o intuito de estabelecer a
qgualidade com a qual o leite cru deve chegar ao estabelecimento beneficiador,
segundo a Instrugdo Normativa n°. 62 (BRASIL, 2011). As andlises citadas sao: extrato
seco total; prova do alizarol; concentracdo de gordura do leite; ponto de
congelamento; densidade; acidez; contagem de células somaticas; temperatura; teste
Dornic; teor de solidos ndo gordurosos; contagem bacteriana total; e teste do azul de
metileno. Tais analises sdo de grande importancia tanto para o conhecimento da
qualidade do leite quanto para garantir lucros a industria, visando a certeza de o
produto ser entregue de forma integral e inalterada. Verificou-se, em pesquisas de
revisdo bibliografica, que os valores médios das analises atendem as especificacdes
da IN n° 62 na maioria dos estabelecimentos, o que indica que o Brasil é capaz de
melhorar a qualidade do leite, quando assim exigido. A ndo conformidade de algumas
amostras em varios estabelecimentos, entretanto, evidencia a necessidade de uma
maior aten¢do com a higiene na ordenha e armazenamento e, também, com a saude
dos animais, e principalmente falha na fiscalizagdo pois este tipo de alimento &
difundido nas faixas etarias de risco e sendo capaz de difundir microrganismos de

relevancia a saude coletiva.

Palavras-chave: Leite. Analises. Qualidade. Inspecéo Sanitaria. Saude Coletiva.



ABSTRACT

Milk is considered a complete food, according to the Regulamento da Inspecao
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA). must be from
healthy animals and quality must be preserved from milking to processing (BRASIL,
2017). To do this, it is necessary to establish an effective control of mastitis in the
herd, to have good milking practices to obtain milk in a hygienic way, to perform
preventive maintenance and correct cleaning of the equipment, to provide adequate
milk cooling and to ensure transportation taking into account the requirements and
standards. The present study elucidates the main analyzes by which milk is tested in
the beneficiary establishments inspected by Servico de Inspecdo Federal, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (SIF/MAPA).The physico-
chemical and microbiological parameters of bovine raw milk were screened in order
to establish the quality with which the raw milk must reach the breeding
establishment, according to Normative Instruction no. 62 (BRAZIL, 2011). The
analyzed analyzes are: total dry extract; alizarol test; milk fat concentration; freezing
point; density; acidity; somatic cell counting; temperature; Dornic test; non-greasy
solids content; total bacterial count; and methylene blue test. Such analyzes are of
great importance both to know the quality of the milk and to guarantee profits to the
industry, aiming at the certainty of the product being delivered integrally and
unchanged. It was verified, in literature review, that the average values of the
analyzes meet the specifications of IN n°. 62 in most establishments, which indicates
that Brazil can improve the quality of milk when so required. The lack of conformity of
some samples in several establishments, however, evidences the need for a greater
attention with the hygiene in the milking and storage and, also, with the health of the
animals, and mainly failure in the fiscalization because this type of food is diffused in
the bands and being able to disseminate microorganisms of relevance to collective
health.

Key-words: Milk. Analyzes. Quality. Sanitary Inspection. Public Health.
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1 INTRODUCAO

Segundo a Organizacao das Nacfes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura
(FAO), a qualidade do leite cru é o principal fator determinante para a sua qualidade e
dos seus produtos derivados. Para que o leite cru seja de boa qualidade, este n&o
pode conter residuos nem sedimentos, tdo pouco ser insipido ou conter odores
anormais, deve ter baixo teor de bactérias, ndo deve conter vestigios de antibioticos
ou detergentes (ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A ALIMENTACAO E
AAGRICULTURA, 2014).

O constante crescimento populacional em todo mundo faz com que a
produtividade seja mais exigida a todo momento corroborando com a sintese que a
FAO (Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura) publicou
seu relatério de 2010 demonstrando um crescimento de 5,7% no comércio
internacional de produtos lacteos chegando a 46 milhdes de toneladas de leite.

O Ministério da Saude recomenda um consumo de 146 litros/leite/ano para
cada pessoa, porém, o consumo médio de leite dos brasileiros ainda fica a abaixo do
recomendado, sendo consumidos 130 litros/ano (OHI et al., 2010).

Em 2004, com inicio das exportacdes de lacteos no pais, houve um aumento
da produtividade devido a ado¢édo de novas tecnologias e consequente melhoria da
cadeia produtiva aliados ao cenério financeiro favoravel (CARVALHO, 2010).

Assim, o Brasil deixou de ser visto como um pais importador e passou a assumir
a posicao de exportador (PEREIRA, 2001).

No entanto esta afirmacdo tem carater inconstante, por sofrer variacbes no
senario lacteo brasileiro constantemente, mas em sua maioria sdo obtidos resultados
positivos em relagéo ao setor (SILVA, 2015).

O agronegocio Brasileiro de setor lacteo tem muitas condigbes para prosperar
cada vez mais, desde que sejam solucionados problemas ligados a producao,
profissionalizacéo, qualidade, transporte e industrializacdo (NOGUEIRA, 2011).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) entendeu a
necessidade de criar a Instrugdo Normativa n°. 51 devido a necessidade de
melhoramento e modernizacdo da legislacdo sanitaria federal pensando no coletivo
leiteiro do pais. A legislacéo supracitada veio para gerenciar os regulamentos técnicos
de producdao, identidade e qualidade do leite tipo A, B, C, do pasteurizado e leite cru



refrigerado, e também o regulamento técnico para coleta do leite cru refrigerado e o
transporte a granel (BRASIL, 2002).

Com esta atitude o governo vislumbrou a melhora da qualidade do leite e
obtencdo de um meio de ganhar mercados mais exigentes, como o estrangeiro. Anos
apos a criacao da IN n° 51 a IN n°. 62 foi criada para altera-la, pois as mudancas
estipuladas na IN n°. 51 ndo aconteceram pela dificuldade dos produtores em se
adaptar a legislacédo no tempo estipulado. Passando a vigorar em 1 de janeiro de 2012
a IN n°. 62 (GUERRA, 2012).

Outros paises frequentemente se mostram muito mais exigentes quanto ao
aspecto de qualidade do leite se comparado a qualidade do leite brasileiro. O que vem
a acarretar um menor tempo de vida util nos postos de venda, menor rendimento
industrial dos seus derivados, menor qualidade de produto final (CARVALHO, 2010).

A necessidade de programar medidas para melhorar a qualidade do leite no
pais, motivou a elaboracao do Plano Nacional da Qualidade do Leite (PNQL), iniciativa
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e com o poio de
orgaos de ensino e pesquisa [ ] (DURR et al., 2004; SANTOS et al, 2006)

O PNQL tem como meta a regulamentacao técnica da identidade de qualidade
de varios tipos de leites. Tendo como objetivos do programa: promover a melhoria da
qualidade do leite e derivados, garantindo a saude da populacdo e aumentando a
competitividade dos produtos lacteos em mercados mais exigentes (MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2014).

Além das andlises feitas antes da IN n° 51 (BRASIL, 2002), passou a ser
abordada também a imposicéo de limites para itens como: avaliacdo da qualidade do
leite como, composicédo do leite, contagem de células sométicas (CCS), contagem
bacteriana total (CBT) e analise de residuos. Entdo o MAPA criou a RBQL (Rede
Brasileira de Laboratérios de Controle de Qualidade do Leite), responsaveis pela
avaliacao dessas amostras mensamente (BRASIL, 2011).

Portanto, este trabalho teve como objetivo abordar as principais analises
utilizadas nas industrias, no que diz respeito ao controle da qualidade do leite em

estabelecimentos fiscalizados pelo servigo de inspecéo federal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nutrientes do Leite

O leite para consumo humano tem uma composicéo predeterminada e por tanto
para ser comercializados por estabelecimentos inspecionados pelos o6rgaos de
fiscalizagdo a composicao de qualidade nutricional e aptidéo para o processamento e
consumo humano deve seguir este padrdo: Um litro de leite de vaca deve ter uma
composi¢cdo média com: agua (87,3%), gordura (3,3%), lactose (4,9%), proteinas
(3,3%) e minerais (0,9%). A dgua é o componente em maior quantidade, no qual estdo
emulsificador, dispersos ou dissolvidos o restante dos componentes (PEREIRA et al.,
2001; TRONCO, 2010).

O leite in natura é composto por: 3,2% de proteinas, 4,6 de lactose, 87% de
agua, 3,9% de gordura, 0,9% de minerais e vitaminas. Variando a proporcao dos
componentes de acordo com: manejo nutricional e produtivo (tipo e intervalo entre as
ordenhas, a fase de lactagéo e a raca do animal (OHI et al., 2012).

Pela unido destes componentes o leite sempre esteve presente na alimentacdo
do ser humano, por ter a composicdo equilibrada e nutrientes variados ele faz com
que especialistas da area alimenticia o considere um dos alimentos in natura mais
completos existentes para a alimentacédo humana (TRONCO, 2011).

O leite possui um carboidrato caracteristico, chamado lactose. A lactose é
composta por duas partes: glicose e galactose, sendo o componente do leite que sofre
menos variacdes. Processos térmicos em que o leite € submetido vém a acarretar o
escurecimento do mesmo a partir da lactose, sendo chamado de reac¢do de Maillard.
Quando ocorre esta reacdo ha uma diminuicdo dos valos nutricionais do leite, que
diminuem cada vez mais a medida em que a intensidade e o tempo de aquecimento
aumentam (PEREIRA et al., 2001).

O leite possui muitos minerais, sendo 0s principais: calcio, cloro, fésforo,
magneésio, potassio e soédio. Como mineral de maior relevancia, presente no leite, para
a saude humana temos o calcio, que é indispensavel para a formag¢do do sistema
0sseo dos mamiferos. O calcio se encontra juntamente com o fésforo, ligados a

caseina essa ligacdo ganha o nome de complexo fosfocaseinato de calcio. Para a



manutencao da estabilidade da caseina € fundamental a associa¢ao entre os minerais
e as proteinas do leite (SILVA, 2010; TRONCO, 2010).

A gordura do leite se apresenta em pequenas esferas denominadas de globulos,
formado principalmente por triglicerideos (97-98%), acidos graxos livres, esteroides e
fosfolipidios. A gordura € de toda a composi¢cdo a parte que mais sofre variacao
quando relacionada a alimentacado, estacdo do ano periodo de lactacéo e raca. Os
glébulos de gordura sdo envolvidos por uma membrana proteica na qual esta
associada fosfolipidios, proteinas e outras substancias como, vitaminas (A, D, E e K)
e algumas enzimas (SILVA, 2010).

Varios componentes nitrogenados compdes o leite bovino, 95% deles ocorrem
na forma de proteinas e apenas 5% na forma de compostos nao-proteicos. Os soros
do leite também possuem proteinas e estas sdo formadas por: Albuminas, alfa-
lactalbumina, beta-lactalbumina, imunoglobulinas e peptonas. A composicdo e a
distribuicdo das fracdes nitrogenadas sofrem variacdes de acordo com: estagio da
lactacd@o, numero de pari¢des, alimentacdo, doencas, raca e temperatura no ambiente
(TRONCO, 2010).

Catalase, fosfatase, lipase, peroxidase, proteinases, e oxido-redutase sao as
principais enzimas do leite. Além das enzimas naturais do leite também podemos
encontrar enzimas pertencentes a microrganismos presentes no leite, no entanto nao
sendo inicialmente do leite. A atividade enzimatica é diretamente influenciada por
condicbes do meio ambiente (temperatura e PH) e também influenciada pelos
processos tecnoldgicos (PEREIRA et al., 2001).

O leite possui todas as vitaminas hidrossoluveis (B e C) e lipossolaveis (A, D, e
e K) entretanto sdo geralmente encontradas em pequenas quantidades (TRONCO,
2010).

2.2 Principais Provas de Qualidade do Leite

2.2.1 Extrato Seco Total

Ha diversas formas de determinar os contetdos sélidos totais do leite. Podendo
ser usados métodos diretos ou indiretos para a conclusdo do teste na amostra. Os

meétodos diretos sdo: micro-ondas, refratométrico e o gravimétrico. E os métodos
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indiretos apresentam o uso de formulas ou instrumentos que mensuram a quantidade
da matéria seca na amostra. A definicdo da matéria seca total também conhecido
como extrato seco total (EST) estd fundamentada na quantificacdo de todos os
componentes do leite exceto a agua (TRONCO, 2010).

A forma mais utilizada para determinacdo do extrato seco total tem sido o
método indireto pelo disco de Ackerman (Figura 1). Este método consiste em utilizar
um disco de aluminio graduado, composto por dois discos sobrepostos com
graduacéo, da porcentagem de matéria seca, valores de densidade e da porcentagem
de gordura. Ao se obter os valores da densidade e a porcentagem de gordura da
amostra, ajustam-se os discos e entdo o ponteiro indicara o valor do extrato seco total
(TRONCO, 2010).

Figura 1: Disco de Ackerman.Fonte: Xavier (2016).

De acordo com a Instru¢do Normativa n° 62 (BRASIL, 2011), o minimo
aceitavel é 11,5g/ 100g de extrato seco total.

Segundo Ribas e colaboradores (2004) citaram que 26,9% das 257,540
amostras apresentaram o EST entre 12,1 e 12,5% e no estudo de Mattos et al. (2010)
13% das 53 das amostras colhidas na regido Agreste de Pernambuco apresentaram

valores menores que 11,4%.

2.2.2 Prova do Alizarol

A prova do alizarol € uma das formas mais simples e rapidas para determinar a
acidez do leite durante a coleta na propriedade e também na recepc¢éo na industria. A
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técnica consiste em transferir para um tubo de ensaio 2 ml de leite e 2 ml de solucao
de alizarol a 72 a 76% e misturar cuidadosamente (PEREIRA et al., 2001).

A leitura dos resultados (Figura 2) é feita da seguinte forma: a coloragcéo pardo-
avermelhada sem coagulacdo indica leite normal; coloracdo amarelada com
coagulacdo, leite &cido; e coloragcdo violeta indica leite alcalinizado
(PEGORARO,2009)

A prova do Alizarol possibilita a determinacao rapida e aproximada da acidez
do leite por colorimetria (TRONCO, 2010).

Figura 2: Resultados da acidez observados na prova do Alizarol.

Fonte: Xavier (2016)

Sendo este teste é similar ao teste do &lcool, entretanto € utilizado de forma
conjunta ao teste do Alizarol um indicador de pH (alizarina), que € capaz de permitir
avaliar o pH da amostra. O que possibilita a diferenciacdo entre a amostra com
desequilibrio salino da amostra com acidez excessiva (PEREIRA et al., 2001).

De acordo com a Instrugdo Normativa n°. 62 fica estabelecido que o leite apos
aplicacdo do alizarol a 72% ou 76% deve permanecer estavel, e que esta analise deve
ser realizada em amostra colhida e testada separadamente a cada tanque de
resfriamento, antes de ser transferida ao caminhdo isotérmico para o transporte ao
destino de processamento (BRASIL, 2011).

Por vezes encontra-se leite que apresentam instabilidade na caseina, frente a
prova do alcool e alizarol, sem, no entanto, apresentar acidez acima de 18° D (Grau
Dornic), vindo a receber o nome popular de leite LINA (Leite Instavel Ndo Acido). As

causas para a ocorréncia do leite LINA ainda ndo séo bem esclarecidas, no entanto,
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varias pesquisas apontam a deficiéncia alimentar das vacas como uma das mais
provaveis causas responsaveis para tal efeito (MARQUES, 2007; ZANELA et al.,
2006).

Marques et al. (2007) em um estudo realizado na cidade de Pelotas-RS,
constataram que 58% das 9.892 das amostras eram do tipo LINA. A maior parte da
ocorréncia deste tipo de leite foi no outono, periodo onde geralmente ocorre maior
escassez de alimentos naquela regido, chegando a conclusdo que também ha
influéncia das variacbes sazonais sobre a ocorréncia do LINA.

Zanela et al. (2009) em estudo sobre a ocorréncia do leite LINA no Estado do
Rio Grande do Sul verificaram que 55% das 2.396 das amostras tinham a instabilidade
a caseina comprovadas, sendo que a prevaléncia deste tipo de leite esta ligada a

variacdes sazonais, ocorrendo principalmente no final do veréo e inicio do outono.

2.2.3 Concentracdo de Gordura do Leite

Existem varios métodos para determinar o teor de gordura no leite, tais como:
métodos instrumentais, volumétricos, gravimétricos e eletrénicos (TRONCO, 2010).

O ser humano sempre valorizou a gordura do leite e por tanto muitas inddstrias
e cooperativas resolveram bonificar o estabelecimento onde o leite tem um bom teor
de gordura. A concentracdo de gordura no leite integral varia de 3,5 a 5,3%, sendo
este uns dos critérios de qualificacdo do leite e até mesmo de pagamento por
qualidade aos produtores pelas industrias (OHI et al, 2010).

O indice de gordura do leite pode ser influenciado por: nutricdo, genética e
sanidade da glandula mamaria do animal (SANTOS, FONSECA, 2007).

Vargas et al. (2002) em estudos realizados na cidade de Vigosa-MG,
concluiram que a inclusdo de varias fontes de lipideos ndo causa alteragbes na
porcentagem de gordura do leite.

Apoiando este estudo temos o estudo feito por Duarte (2005) que esta de
acordo com Vargas no que diz respeito a adi¢éo de diferentes lipideos na alimentagéo
de bovinos.

O Método eletrbnico € o mais empregado nas industrias, entretanto existe outro
amplamente utilizado também, o método volumeétrico de Gerber (Figura 3). Este

consiste na adicdo de 10mL de &cido sulfurico no Butirbmetro de Gerber seguido da
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adicdo lenta de 11mL da amostra e no final adiciona-se 1mL de alcool isoamilico;
tampa-se o Butirdmetro e mistura-se o contetdo até que haja uma mistura homogenia;
colocando o Butirdbmetro em banho-maria a 65-70°C por 2-3 minutos e apos este
processo coloca-se em uma centrifuga na velocidade de 1.100-1.200rpm por 5
minutos e realiza-se a leitura diretamente na haste do Butirometro (CHAPAVAL,
PIEKARSKI,2000; TRONCO, 2010).

Figura 3: Resultados da gordura observados no Butirometro de Gerber.

Fonte: Xavier (2016).

Onde ao final do processo a amostra de leite cru refrigerado recebido em
estabelecimento sob SIF, segundo a IN n°. 62, deve ter no minimo 3% de gordura
(BRASIL,2011).

Mattos et al. (2010) verificaram que 6% das 53 amostras estavam fora dos
padrdes estabelecidos para gordura segundo a IN n°. 62.

Zanela et al. (2006) constataram que 28% das 100 amostras estavam abaixo
do padréo da legislacao, na regido sul do Rio Grande do Sul.

De acordo com Caldeira e outros (2010) na regido de Janauba-MG, apenas 5%
das 30 amostras estavam fora do padrao.

Rangel et al. (2009) concluiram que a medida que aumentou a quantidade de
CCS (Contagem de Células Sométicas) também causou 0 aumento no teor de gordura,
atribuindo este resultado a infec¢do da glandula maméria e questionando a sanidade
na producao de leite. Machado e outros (2001), concluiram que houve um aumento
na porcentagem de gordura apenas quando relacionada com o aumento de CCS,



estando este episédio ligado ao fato, de que a reducao na producéo de leite é causada
pela infeccdo da glandula mamaria.

Bueno et al. (2005) também encontraram correlacdo entre o aumento de
gordura e 0 aumento de CCS, entretanto atribuem esse fato ao tipo de dieta desses

animais (presenca de fibras e gorduras insaturadas).

2.2.4 Ponto de Congelamento do Leite

O leite obtém o ponto de congelamento menor que o da agua, ou seja, abaixo
de 0°C, isso ocorre pelo fato de o tempo de congelamento ser influenciado pelos
componentes do leite, tais como: lactose, sais minerais, algumas proteinas e gases
dissolvidos (PEGORARO, 2009).

O ponto de congelamento do leite, chama-se Crioscopia ou indice crioscopico
(Figura 4) e é um teste feito para determinar o ponto exato em que o leite é capaz de
congelar. A obtencdo do ponto de congelamento foi realizada inicialmente por
Crioscopia manual, porém com o0 passar do tempo e o0 surgimento de novos

equipamentos, atualmente é empregado pelas industrias e laboratérios o uso da
Crioscopia eletrénica (TRONCO, 2010).

Figura 4: Aparelho para realizar a Crioscopia eletronica.

Fonte: Xavier (2016).
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Obtendo entdo o conhecimento do ponto de Crioscopia de leite tornou-se,
portanto, a forma mais utilizada pelos laticinios para definir uma provavel fraude por
adicdo de agua ao leite. Quando é identificada uma amostra fraudada, o indice
crioscopico da amostra passa a ser proximo de zero H° (Grau Hortvet, escala adotada
internacionalmente), ou seja, se aproxima do ponto de congelamento da agua. Este
artificio utilizado pelos produtores traz inidmeros prejuizos as industrias tais como:
diminuicdo do valor da matéria prima e rendimento de fabricacdo de derivados,
contribuicdo para contaminagao por microrganismos e a elevagdo dos custos em
relacdo ao transporte e energia utilizados pela empresa (PEREIRA et al., 2001;
BRASIL, 2011).

No entanto como o leite é uma substancia constantemente mutavel por ser
dependente do animal que a produz, ele pode sofrer leves altera¢cdes no seu ponto de
congelamento por variacbes em decorréncia da alimentacéo, raca, estacdo do ano,
latitude, clima periodo de lactacdo, doencas dos animais, e estado de conservacao do
leite (TRONCO, 2010).

Em estudos Martins et al. (2008) puderam observar na regido de Pelotas-RS,
ocorréncia de variacao nos valores de Crioscopia quando correlacionado aos meses
do ano. Porém em um dos trabalhos feitos por Gonzalez (2004) demonstrou que
nao houve mudancas significativas nos resultados da Crioscopia quando analisada
em relacdo aos meses do ano, na mesma regido de Pelotas-RS, o0 que vem a néo
corroborar para a afirmativa supracitada por Tronco (2008) e Martins et al. (2010).

Internacionalmente o ponto crioscopico € representado em graus Hortvet (°H),
porém também podendo ser representado em graus Celsius (°C) estando ambas
correlacionados pelas seguintes férmulas mateméaticas com fator de correcéo: °H=1,
03562x°C e C°=10,9656x°H (PEREIRA et al.,2001; TRONCO, 2010).

A Instrugdo Normativa n°. 62 estabelece o valor padréo do leite em relagdo a
Crioscopia que varia de -0,530 a —0550 Hortvet (°H) (BRASIL, 2011).

A fraude por adicdo de agua nao € algo muito utilizado, visto que facilmente a
alteracdo ao leite é desmascarada, no entanto ainda hi aqueles que insistem nesta
adulteracdo mesmo com a tendéncia de aparecer nos resultados dos testes. Fagan et
al. (2008) afirmaram em pesquisa realizada na regido de Leolopdlis e Londrina-PR
que 100% das 80 amostras analisadas alcancavam valores ideais.

Rosa; Queiroz (2007) afirmam que 90% das 20 amostras coletadas no
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municipio de Cangucu-RS atingiram os requisitos exigidos pela IN n°. 62, ou seja,
inferior a -0,530 °H, evidenciando entdo a ndo adulteracéo por adicdo de agua.
Entretanto, Caldeira et al. (2010) observaram, que 57% das 30 amostras
coletadas no municipio de Janauna-MG estavam fora do padrédo estabelecido pela
legislacdo vigente no Brasil desde 2002 na antiga IN n°. 51, sendo assim detectadas

por adicdo de agua.

2.2.5 Densidade do Leite

De acordo com a Instrucdo Normativa n°. 62, a densidade relativa para o leite
cru refrigerado pode variar de 1,028 a 1,034 g/ml a 15°C (BRASIL, 2011).

A determinacédo da densidade de uma amostra de leite € baseada no principio
de Arquimedes: "Todo corpo mergulhado em fluido recebe um empuxo vertical, de
baixo para cima, igual a massa do fluido deslocado pelo corpo” (PEREIRA et al., 2001).

Fazer a analise de densidade do leite é importante, pois permite a identificacao
do leite fraudado através da adicdo de agua, porém ndo apenas esta fraude como
também a de retirada integral ou parcial da gordura do leite nas propriedades, e além
de nos fornecer informacfes importantes para a detec¢do do extrato seco total.
Quando o leite é fraudado por adicdo de dgua a densidade da amostra é diminuida,
entretanto, se ocorrer desnatacdo parcial ou total previamente na propriedade
ocorrera o aumento da densidade na amostra (SANTOS; FONSECA, 2007).

A densidade do leite é conferida em laticinios de forma rotineira pois é um teste
simples e rapido. A temperatura da amostra no momento da andlise deve ser de 15°C,
sendo utilizado para aferir a densidade de uma amostra de leite um
termolactodensimetro (Figura 5) e uma proveta com capacidade de 250mL. Entéao
transfere-se para esta proveta aproximadamente 250mL de leite de modo lento,
evitando a formacédo de espuma. ApGs a estabilizacdo do termolactodensimetro anota-
se a temperatura e a densidade lida. (TRONCO, 2010).

Porém pode-se constatar que este tipo de fraude ndo € de carater comum,
ocorrendo apensa em pequenas quantidades. Beloti et al. (2011) observam que 9,7%
das 103 amostras tinham densidade inadequada, e Mattos et al. (2010) observaram
que apenas 1,8% das 53 amostras coletadas na regido Agreste de Pernambuco

estavam fora dos padrdes estabelecidos como padrbes adequados pelo MAPA.
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Figura 5: Verificacdo da densidade do leite através do Termolactodensimetro.

Fonte: Xavier (2016).

2.2.6 Acidez do Leite Fresco Recém Ordenhado

O teste de acidez é uma das determinacfes mais comumente usadas para o
controle de qualidade de leite e derivados. Existem diferentes formas de determinar a
acidez do leite dentre elas podemos citar: prova do alcool, teste do alizarol, anélise de
Dornic (Figura 9) e determinagéo do pH (CHAPAVAL, PIEKARSKI, 2000).

O leite fresco recém ordenhado, apresenta pH entre 6,6- 6,8. Esse pH faz com
gue ele seja caracterizado como um alimento ligeiramente acido. A acidez € natural e
devido a substancias como: albumina, caseina, citrato, didoxido de carbono e fosfato.
O leite ordenhado de forma nao higiénica e que ndo passou pelo processo de
refrigeracdo adequado, permite o crescimento de bactérias fermentadoras de lactose
gue causam um aumento de acido no leite (ao consumirem a lactose), resultando na
acidez adquirida, como € chamado este processo. A acidez adquirida somada a acidez
natural dara origem a acidez titulavel do leite (SANTOS, FONSECA, 2007)

2.2.7 Contagem de Células Somaticas (CCS)

As células somaticas no leite sdo o conjunto de células de origem do sangue

(linfocitos, macrofagos e neutrofilos) e células epiteliais de descamacgéo da prépria

18



glandula mamaria presentes no leite (SANTOS, FONSECA, 2007).

A implantagdo de normas nacionais para limites maximos de CCS do leite é
influenciada por uma tendéncia mundial em busca de obter cada vez a maior
qualidade da matéria-prima do leite e dos produtos lacteos. A CCS é estimada como
critério de avaliacdo para a qualidade do leite cru (Figura 6), sendo utilizado pelos

laborat6rios do MAPA o método de contagem eletronica (Figura 7) (BOZO et al, 2013).

Figura 6: CMT realizado no leite cru.

Fonte: Xavier (2016).

A partir do ano de 1992, paises desenvolvidos como Nova Zelandia , Austrélia,
Canada, EUA e toda a Unido Europeia passaram a implantar limites maximos para a
CCS de rebanhos e também nos tanques de expansao, pois consideram ser cada
analise é uma forma eficiente de avaliacdo do nivel de Mastite subclinica do rebanho,
de estimativas de perdas de producdo do leite e indicador da qualidade do leite
produzido, tornando-se analise confirmatéria de leite inadequado para o consumo do
ser humano e até mesmo de outros animais (SANTOS, FONSECA, 2007; TRONCO,
2010).

Segundo afirmativa feita por Bozo et al. (2013) a contagem eletrénica de células
somaticas possui uma gama de vantagens, dentre elas: maior rapidez e precisdo do
gue outros testes como usados difusamente como o “Wisconsin Mastitis Test” (WMT)
e o “Califérnia Mastitis Test” (CMT). A amostra pode ser enviada a laboratérios
credenciados para analise, no entanto, alguns fatores podem afetar a quantidade de
CCS no leite, tais como: época do ano, estagio de lactagdo, nivel de infeccdo da

glandula mamaria, idade da vaca e periodo da ordenha.
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A vaca com infecgdo subclinica € menos produtiva em quantidade de litros de
leite produzido, sendo um prejuizo ao produtor a ndo identificacdo da mesma
rapidamente. O aumento dos numeros de CCS no leite, além de diminuir a quantidade
de leite produzido pelo animal também reduz a concentracdo dos nutrientes do leite
(gordura, caseina e lactose) (SANTOS; FONSECA, 2007).

Figura 7: Contador automatico de células somaticas.

Fonte: http://www.milkproduction.com/ Library/Scientific-articles/Animal-health/ Strategies-for-using/

Bueno et al. (2005) e Lima et al. (2006) verificaram reducéo significativa no teor
de proteina, lactose e consequentemente de sélidos totais, ao aumento de CCS.

Rangel et al. (2009) em Vigosa-MG encontraram resultados conflitante aos
resultados de Bueno, pois eles encontraram relacdo positiva entre CCS e teor de
gordura, lactose e extrato seco desengordurado, porém nado encontraram variacdes
nos teores de lactose.

Barbosa et al. (2007) através de trabalhos no Estado do Parana puderam
observar a correlagéo positiva entre o0 estagio de lactacdo e a quantidade de células
somaticas, ou seja, a medida que avanca o estagio de lactacdo aumenta a quantidade
de CCS no leite.

Voltonili et al. (2001) observaram em Maringa-PR, que o estagio de lactacéao
realmente influéncia nos niveis de CCS no leite, pois constataram em estudos um
aumento significativo nos valores de CCS no inicio e no final da lactacdo das vacas
podendo estes dados serem associados ao fato do animal estar sob o efeito de

estresse inerentes a estas fases.
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A IN n° 62 preconiza que a CCS de uma amostra de leite deva
indubitavelmente ter o valor maximo de 600.000 CS/mL de leite no Sul e Sudeste e
400.000/ mL a partir de 2017. Para o Norte e Nordeste esses valorem entram em vigor
em 2013 e 2017 respectivamente (GUERRA, 2012; BRASIL, 2011).

Devendo ser esta andlise realizada no minimo uma vez por més e sempre sob
um laboratorio credenciado pela RBLQ, independentemente de andlises realizadas do

mesmo leite por estabelecimentos beneficiadores (BRASIL, 2011).

2.2.8 Temperatura

Segundo a Instrucdo Normativa n°. 62 o leite cru refrigerado recebido em
estabelecimento inspecionado pelo SIF deve estar com a temperatura de até 7°C.
Porém na propriedade onde o leite é ordenhado este deve permanecer refrigerado a
uma temperatura de no maximo 4°C (Figura 8) até e permanecer nesta temperatura
até 3 horas apos a ordenha (BRASIL,2011).

Figura 8: temperatura do leite no tanque de resfriamento.

Fonte: Xavier (2016).

Foi relatado em um estudo de Santos et al. (2009) na regido de Goiania-GO
gue o periodo de armazenamento influéncia diretamente na quantidade presente de
micro-organismos psicrotroficos, pois a cada 24hs houve um aumento de 22% de
3UFC (Unidade Formadora de Col6nias).

O armazenamento do leite cru sem seguir os padrfes ideias implica no
aparecimento de micro-organismos de natureza maléfica a saude do ser humano,

tendo como exemplo bactérias psicrotroficas. As bactérias psicrotréficas, tém a
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caracteristica de se desenvolver e proliferar mesmo em temperaturas consideradas
baixas (7°C) sendo um ponto de limitagcdo importante na qualidade do leite e de seus
derivados, pois uma vez instalada a bactéria, mesmo sendo exterminada depois,
suas enzimas ainda iram interferir na qualidade do leite visto que conseguem resistir

ao processo de pasteurizacédo (BOZO et al, 2013).

2.2.9 Teste Dornic

O objetivo do teste de Dornic (Figura 9) é detectar aumento na concentracao
de &cidos, possibilitando indicar a quantidade de micro-organismos inadequados na
amostra, pois existem bactérias que tém a capacidade de produzir acido latico e acido
piravico com a fermentacdo da lactose presente no leite, ocasionando com isso um
aumento na acidez do leite (TRONCO, 2010).

Figura 9: Graus Dornic obtidos através da acidez titulavel.

Fonte: Xavier (2016).

O teste Dornic € geralmente o mais utilizado nos postos de coleta para avaliar
a acidez do leite, baseando-se na neutralizacdo do &cido latico, até o ponto de
equivaléncia, pelo hidroxido de soédio N/9 (solucdo Dornic), na presenca de um
indicador de pH (fenolftaleina). O teste Dornic tem carater de analise quantitativa,
porque permite determinar com exatiddo a acidez do leite em titulometria (TRONCO,
2010; BOZO et al 2013).
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Diversos fatores podem influenciar a titulacdo do grau de acidez do leite,
como por exemplo: genética dos animais fornecedores de leite, sanidade da
glandula mamaéria, atividade enzimatica, composi¢ao do leite, hora da ordenha, fase
de lactacao e intervalo das ordenha (SANTOS, FONSECA, 2007; TRONCO, 2010).

O teste Dornic é de execucao simples. A pratica consiste em adicionar em um
tubo de ensaio 10ml de amostra de leite e acrescentar 3 a 5 gostas de fenolftaleina e,
logo apos fazer a titulagcdo da amostra com solugdo Dornic até que ela passe a
demonstrar uma coloracédo ligeiramente résea. Cada 0,1 mL de solugdo de Dornic
gasto na titulacao, corresponde a 1°D e cada 1°D corresponde a 0,1g/L de compostos
acidos expressos como acido latico" (TRONCO, 2010). A IN 62/2011, exige que a
acidez titulavel do leite cru refrigerado deve estar entre 14 a 18° D (BRASIL, 2011).

Langoni (2013) observou que o baixo valor de acidez titulavel no leite esté
relacionado diretamente com a grande casuistica de mastite em bovinos.

Zafalon et al. (2005) também observaram em seus estudos na regido de S&o
Paulo, que had uma ténue ligacdo entre os valores baixos de acidez titulavel e a
ocorréncia de mastite no rebanho.

Caldeira et al. (2010) através de testes de Dornic concluiram que 50% das 30
amostras de leite cru refrigerado da regido de Janauba-MG estavam fora dos padrdes
pré-estabelecidos pela legislacdo, e concluiram que esta porcentagem de amostras
inadequadas é devido a falta de boas condicbes de higiene ou de inadequada

refrigeracao.

2.2.10 Teor de Sélidos Nao Gordurosos

E preconizado na IN n°. 62 que o leite cru refrigerado deve ter no minimo
8,49/100g de extrato seco desengordurado (BRASIL, 2011).

O exame do teor de solidos ndo-gordurosos, também conhecido por extrato
seco desengordurado (EDS, sigla em Inglés), refere-se a determinagdo da soma de
todos os componentes do leite (proteina, lactose e minerais), exceto a agua e gordura.
Para que possa ser realizada essa analise € necessario estabelecer previamente dois
parametros fundamentais: densidade e teor de gordura, para entdo subtraido o valor
do EST (Extrato Seco Total) pela gordura (TRONCO,2010).

Aparentemente os valores de ESD néo se alteram com diferentes quantidades

de proteinas ou ureia na dieta fornecidas ao gado. De acordo com Pereira et al. (2001)
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nao houve influencias no teor de extrato seco desengordurado quando comparado a
diferentes tipos de proteinas na alimentagéo.

Aquino et al. (2007) também ndo encontraram diferencas significativas nos
valores do ESD de animais que consumiram diferentes quantidades de ureia durante
seus estudos realizados na cidade de Sao Paulo. Entretanto mesmo a quantidade de
proteina e ureia ndo tendo muita influéncia no resultado do ESD, a ragca pode
influenciar.

Como Zanela et al. (2006) certificaram em estudos realizados na regido Sul do
Rio Grande do Sul, que a raca do gado pode modificar o resultado na porcentagem
de ESD, pois puderam verificar que os animais da raca Jersey quando comparados
com os da raca Holandesa mostraram uma porcentagem maior de teor de sdlidos néo-
gordurosos. Encontraram 53,6% das 110 amostras coletadas na regido do Rio Grande
do Sul inadequadas aos parametros da legislagao.

Caldeira et al. (2010) observaram que 17% das 30 amostras analisadas de leite
cru refrigerado da regido de Janauba-MG estavam fora dos padrées fisico-quimicos

estabelecidos pela legislacéo.

2.3 Microbiologia do leite e suas principais provas

Por conter varios nutrientes e uma grande diversificacdo em sua composicao,
o leite é um dos alimentos mais completos existentes, sendo assim, também podendo
dar origem ao desenvolvimento de muitos microrganismos. Dentre eles os que mais

povoam o leite sdo as bactérias.

2.3.1 Contagem Bacteriana Total

A contagem bacteriana total (Figura 10), também conhecida como contagem
padrdao em placas, exprime a contaminacdo da matéria-prima, na maioria das vezes o
motivo € a falta de higienizacdo na producdo ou desinfeccdo insuficientes, além de
evidenciar também a ma qualidade no que diz respeito a condi¢cbes de tempo e
temperatura inadequadas durante a producao e conservagdo do alimento. A CBT
(contagem bacteriana total) determina a quantidade de bactérias mesofilas (BOZO et
al,2013).
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Figura 10: Contagem Bacteriana no leite cru,apresentado resultados incontaveis.

Fonte: Xavier (2017).

A IN n° 62 exige para a regido Centro-Sul e Sudeste que a partir de 2016 a
amostra de leite apresente no minimo 1000.000 UFC/mL em uma amostra de leite cru
refrigerado e a partir de 2017 para as regides norte e Nordeste (BRASIL,2011).

O teste é realizado da seguinte maneira: a amostra de leite é diluida e
depositada em um meio de cultura, para incubagdo a 32°C/ 48h, para depois ser
contado o numero de colénias bacterianas que obtiveram surgimento no meio de
cultivo. Porém, esta analise pode subestimar o nimero de bactérias, pois somente é
capaz de evidenciar as bactérias formadoras de colénias que estao viaveis e que se
multiplicam nas condic¢des de cultivo oferecidos. Atualmente este método vem sendo
substituido, em laboratdrios modernos, pela citometria de fluxo, que consiste na
medicao de caracteristicas celulares quando elas estao suspensas em um meio fluido.
Sendo um método bem mais confiavel, devendo o leite cru ser coletado em frascos
estéreis com conservante bacteriostatico (Azidiol, apos a sua homogeneizacdo ser
transportados em recipiente com gelo. Sendo encaminhado o mais rapido possivel
para o laboratério que procedera a andlise (TRONCO, 2010).

A IN n°. 51 estipulava que o valor de CBT entre 01 de julho de 2010 a 01 de
julho de 2011 estivesse no maximo com 750.000 UFC/mL, para as regides Sul e
Sudeste. E com 0 aumento da rigorosidade foi diminuida a toleréncia as bactérias pela
IN n°. 62, em vigor a partir de 2012 e a partir de 2013 para as regides Norte e Nordeste,
quando o valor de CBT foi fixada em no maximo 500.000 UFC/mL para amostras

individuais e a partir de 2016 para o Sul e Sueste e 2017 para a regiao norte e nordeste
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caindo ainda mais o valor, indo para 100.000 UFC/mL (SILVA,2015; BRASIL 2002,
BRASIL,2011).

A andlise € compulsoriamente realizada uma vez ao més e sempre em
laboratérios credenciados a RBLQ, independentemente dos testes feitos pelos

estabelecimentos beneficiadores onde o leite sera processado (BRASIL, 2011).

2.3.2 Teste do Azul de Metileno

O teste de reducédo do azul de metileno (Figura 11) é uma prova baseada na
capacidade dos microrganismos em reduzir o corante (azul de metileno) produzindo
assim substancias redutoras durante o crescimento dos microrganismos. Essa prova
baseada em reducdo de corante é bastante acessivel e de facil realizagdo, porém,
nao pode ser usado como Unica prova, por ter a caracteristica de nao revelar todos 0s
microrganismos presente, pois nem todos 0s microrganismos séo capazes de causar
reducado dos corantes em equivalente forma (SANTOS; FONSECA, 2007).

Figura 11: Prova da Redutase no leite cru

Fonte: Xavier (2018).

Outra singularidade do Teste de Reducdo do Azul de Metileno (TRAM) € a
necessidade de o leite ser cru, fresco e néo refrigerado. Foi observado em estudos
gue a refrigeracédo influencia na taxa de multiplicacéo bacteriana, e com isto altera os

resultados dos testes, visto que a atividade bacteriana em amostra refrigerada é
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notoriamente lentificada. Sendo as bactérias psicrotréficas, principais microrganismos
presentes no leite cru refrigerado e estes ndo apresentam boa capacidade redutora
do azul de metileno, portanto ndo quantificando de forma real as amostras (TRONCO,
2010).

O TRAM mede a concentragdo bacteriana no leite, pois a velocidade da
reducdo do azul de metileno esta ligada a quantidade de bactérias presentes e que
fazem uso de nutrientes e do oxigénio no leite como base para multiplicacdo (ndo
representando todas as bactérias presentes) (TRONCO, 2010).

Procedimento para a realizacdo da técnica: adiciona-se 10mL de amostra em
seguida 1mL de solugcéo indicadora de azul de metileno. Neste momento o leite
passard a apresentar coloracdo azul. Depois homogeneiza-se e coloca em banho
maria na temperatura de 37°C, registrando a hora. A leitura do teste é feita a cada 15
minutos, até que a amostra apresente a mesma cor inicial (leitosa) novamente, tendo
assim ocorrido a descoloragao total. Nesse instante deve ser registrada novamente a
hora, para ser medido o tempo gasto na reducéo do azul de metileno (TRONCO, 2010).

De acordo com a IN n° 62, o tempo de reducdo é no minimo 90 minutos
(BRASIL, 2011).

No Brasil ainda h& bastante para melhorar, no que se refere a qualidade do leite,
visto que o numero de amostras com indices acima do exigido é alta. Langoni (2013)
relatou que o leite no Brasil ndo tem boa qualidade por ter no momento da ordenha,
um manejo incorreto, falhas na manipulacdo do leite e utensilios que entram em
contato com o leite tornando-se fomites para novas contaminagdes como por exemplo
a mastite bovina.

No entanto ha propriedades que conseguem seguir ao maximo as normas de
gualidade leiteira, mostrando que é possivel em nosso pais o comprimento de tais
normais e consequentemente obtencéo de um produto dentro dos padrdes da IN n°.
62. Segundo Fava et al. (2008) apenas 6,12% de 49 amostras coletadas na regiao de
Porto Alegre estavam fora dos padrdes estabelecidos pela legislacéo brasileira e as
amostras fora dos padrdes séo atribuidas as baixas condi¢cdes de higiene no momento
em que o leite & ordenhado ou armazenado o que corrobora com os motivos de
Langoni (2013).

Estudos apontam que 20% das 20 amostras apresentam limites acima do

estabelecido pela legislacdo brasileira, também sendo este correlacionado a



problemas com resfriamento, manejo de ordenha e higienizacdo (ROSA; QUEIROZ,
2007).
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3 CONCLUSAO

O controle da qualidade do leite se mostrou uma ferramenta de grande
importancia para o aumento da vida atil do produto final, para orientar o grau de
sanidade do rebanho e também para garantir ao consumidor que ele esta realmente
levando para casa um produto integro e inalterado.

Beneficiou também as pesquisas, pois com os testes de qualidade do leite, ha
um fornecimento de dados para a evolucdo e maior conhecimento do produto, o que
vem a possibilitar uma melhora no produto final a cada avango da ciéncia.

Deixando elucidado que os produtos finais aprovados em todos os testes
provem de um ambiente limpo e frequentemente bem higienizado, necessério tanto
para animais quanto para os materiais usados durante toda a cadeia leiteira. Sendo
por tanto a higiene o bem mais precioso dentro da industria leiteira.

Portanto com a constatacdo da qualidade da matéria prima, com emprego das
normas vigentes, um trabalho bem realizado pelo servigo de inspecao, o consumidor
pode resguardar-se e garantir a aquisicdo de produtos com qualidade, mantendo a

integridade da saude coletiva.
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