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RESUMO: O leite é um produto obtido através da ordenha completa e ininterrupta de vacas
sadias. Sua obten¢do pode ocorrer através de ordenha mecédnica ou manual, que é um dos
interferentes da sua qualidade. Em 2014, a producao nacional de leite foi de aproximadamente
35 bilhdes de litros. Desse total, cerca de 16 milhdes foram produzidos em Carmo do Rio
Verde — GO, advindos de 12.300 vacas. O presente trabalho objetivou comparar se ha
diferencga significativa na qualidade do leite produzido no municipio em funcdo do tipo de
ordenha. Foram coletadas amostras de leite em 6 propriedades rurais do municipio, sendo 3
praticantes de ordenha manual e, as outras 3, de ordenha mecanica. A qualidade
microbioldgica foi determinada através das pesquisas de Microbiota Aerdbica, Microbiota
Fingica e Unidades Formadoras de Colonias (UFC). J4 para avaliar a qualidade fisico-
quimica, foi realizado o teste de Acidez Tituldvel em Graus Dornic (°D). Na pesquisa de
microbiota aerdbica, as 3 amostras obtidas por ordenha mecénica e 1 de ordenha manual
apresentaram microbiota predominante Gram-positiva, indicando boa higiene. O leite de
ordenha manual apresentou uma maior contagem de UFC/mL que o de ordenha mecanica,
porém, ambos se encontram dentro dos limites permitidos. Em relacdo a microbiota flingica,
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houve o crescimento de col6nias de aspecto cremoso, cerebriforme e ovoide de coloragdo
branco-amarelada. A acidez tituldvel em °D apresentou resultados mais elevados para ordenha
mecanica, porém dentro do limite permitido. Assim, o leite de ordenha mecanica apresentou
melhor resultado devido a predominancia de bactérias Gram-positivas dentro do limite
permitido.

Palavras-Chave: Leite. Qualidade. Microbiota. Acidez.

ABSTRACT: The Milk is a product obtained through complete milk mechanics and
uninterrupted from healthy cows. Obtaining may occur through the process of mechanical
milk or by hand, that is one of the interests of quality. In 2014, the national production of milk
was approximately 35 billions of liters, where 16 millions of liters were produced in Carmo
do Rio Verde- GO, coming from 12,300 cows. The present study aimed at the comparison if
there significant differences in the quantity Physical-chemical and microbiological of the milk
in the city depending on the type of milking. It was collected samples of the milk of 6 rural
properties of the city, where 3 of them used hand milking and, the other 3, mechanical
milking. The microbiological quality was determined Through research Microbiota Aerobics,
Fungal Microbiota and Unidades Formadoras de Coldnias (UFC), Where, in order to evaluate
the physical-chemical quality, was finalized the test Acidez Tituldvel In Graus Dornic (°D).
When it comes to research about microbiological aerobics, all 3 samples gotten by mechanical
milking and 1 by hand milking show microbiological predominant Gram- positive,
indicating a sufficient hygiene. The milk obtained by manual milking showed a bigger count
of UFC/mL than the one obtained by mechanical milking, however both are Within the limits
laid down in Community. In relation to the fungal microbiota, both samples show a grow of
colonies in the creamy aspect, Cerebriforme and ovoid of yellowish-white coloration. The
presence of microbiota on the raw milk indicates contamination during the process of
obtaining of the product and also is associated with the presence of opportunistic mycoses.
When evaluating the titratable acidity in Graus Dornic (° D), It was verified that the samples
of mechanical milking showed higher ° D to the detriment of the manual, But did not exceed
the limit allowed by the legislation. Thus, it is assumed that there was no significant
difference in the quality of milk produced in the city of Carmo do Rio Verde- GO Depending
on the type of milking

Keywords: milk, quality, microbiota, acidity.

INTRODUCAO

O leite, segundo a Instrucdo Normativa (IN) N° 51 Do Ministério da Agricultura
Pecudria e Abastecimento, € um produto obtido sob boas condi¢des de higiene através da
ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias, com adequado descanso e alimentagdo
(BRASIL, 2002).

O leite bovino pode ser extraido através de ordenha mecanica ou manual. A ordenha
mecanica consiste no uso de equipamentos e é considerado um método com maior rigor de
higiene, pois adota o uso de antissépticos antes e apds a ordenha. Ja a ordenha manual € um

método simples, utilizado geralmente em propriedades menores (CARVALHO, 2013).
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Dentre os fatores que comprometem a qualidade microbioldgica do leite destacam-se:
higiene e manejo da ordenha; manutencdo e esterilizacdo incorreta de equipamentos; tempo,
local e temperatura de armazenagem (BELOTI et al., 2011).

A Contagem de Bactérias Totais é importante para avaliar a higiene da ordenha e das
condi¢Oes de estocagem e transporte do leite cru (DE VARGAS et al., 2014). A Instrugdo
Normativa n° 62 permite como limite 600 mil UFC/mL de leite. O correto armazenamento é
indispensavel para que o produto tenha boa qualidade. Apds a ordenha, o leite deve ser
armazenado em temperatura abaixo de 4°C, em no méximo trés horas apds a ordenha. O local
do tanque deve ser coberto, arejado, pavimentado, com boa iluminagdo natural e artificial e
ponto de dgua corrente de boa qualidade (BRASIL, 2011).

A transferéncia do leite do tanque de expansdo para o veiculo coletor deve ocorrer
através de um circuito fechado. Sua temperatura deve ser mantida abaixo de 4°C até o seu
destino. Devem ser coletadas, no minimo uma vez por semana, amostras do leite de cada
propriedade, que também deverdo permanecer refrigeradas para posterior andlise laboratorial
(TEIXEIRA, 2000).

A baixa qualidade do leite pode estar relacionada a algumas falhas que ocorrem
durante o processo extrativo, como manejo deficiente, higieniza¢do incorreta da ordenha,
sanidade da glandula mamadria e refrigeracdo inadequada. Para obter leite de qualidade, é
essencial o emprego de Boas Préiticas de Manipulagdo (BPM), que consistem em medidas
profildticas de contaminacio (MATSUBARA, 2011).

No ano de 2014, a produgdo nacional foi de aproximadamente 35 bilhdes de litros de
leite. Desse total, cerca de 4 bilhdes de litros foram produzidos no estado de Goids, sendo 16
milhdes de litros produzidos em Carmo do Rio Verde — GO, advindos de 12.300 vacas
ordenhadas (IBGE, 2015).

Considerando-se a importancia da qualidade do leite devido seu elevado consumo pela
populacdo, o objetivo deste trabalho foi comparar a qualidade fisico-quimica e microbioldgica

do leite produzido no municipio de Carmo do Rio Verde - GO em func¢do do tipo de ordenha.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa aplicada, indutiva, de documentacao direta em laboratério e
carater quali-quantitativo.
Para execu¢do da pesquisa foram selecionadas 8 propriedades rurais do municipio de

Carmo do Rio Verde — GO. As amostras de leite foram coletadas em 6 propriedades, sendo 3

6
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delas praticantes de ordenha manual e, as outras 3, de ordenha mecanica. As duas
propriedades restantes serviram de reserva caso ocorresse algum imprevisto nas demais, mas
nao foi necessdrio utilizé-las. As coletas ocorreram de forma aleatéria e sem aviso prévio da
data, para evitar resultados induzidos pelo produtor.

As amostras de ordenha manual foram coletadas diretamente dos latdes de
armazenamento, e, as de ordenha mecanica, do tanque de resfriamento. Apds a coleta do
material, os frascos estéreis foram mantidos a temperatura de refrigeracdo até o momento das
andlises.

Os testes aplicados para a avaliagdo microbioldgica foram: Unidades Formadoras de
Colonias (UFC), Microbiota Aerdbica e Microbiota Fungica. J4 para a avaliagdo fisico-
quimica foi realizado o teste de Acidez Tituldavel em Graus Dornic (°D).

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Foram coletadas 2 amostras de 50 mL de leite dos tanques de resfriamento ou latdes
de armazenamento de cada propriedade, observando-se condi¢des de assepsia, para realizacdo
de contagem de unidades formadoras de coldnias (UFC). Para a contagem de UFC, foi
realizada diluicdo a 10~ *semeando-se 0,1mL da solucdo salina em placa de Petri com meio
Agar Nutriente (Peptic Digest of Animal tissue 5.00g/l; Beef extract 1.50g/l; yeast extract
1.50g/1; Sadium chlorde 5.00g/; Agar 15.00g/1; PH final: 7,4 £0,2 a 25°C; MARCA:
Himedia), suplementado com glicose (Acidez 0,002; Amido PT; Cloretos -; Ferro Sppm:;
Matérias Insoliveis 0,005%; Metais Pesados 5 ppm; Perda por Secagem a 105°C 0,2%;
Residuo apoés Ignicao 0,02%; Sulfatos e Sulfitos 0,005%; MARCA: Synth), espalhando-se por
toda a superficie, com auxilio da al¢a de Drigalski estéril, com a contagem apds 24 horas de
incubacdo a 37°C (SOUZA et al., 2016).

Pesquisa de Microbiota Aerdbica

Para a pesquisa da microbiota aerébica foram cultivados 0,1 mL de cada amostra em
duplicata em Agar Nutriente, suplementado com glicose incubando-se por até 96 horas a
37°C. Os micro-organismos isolados foram corados por Gram (SOUZA et al., 2016).
Pesquisa de Microbiota Fiingica

Para o estudo da microbiota fingica, 100 uL de cada amostra foram cultivados em
duplicata, com o auxilio de swab estéril, em placas de Petri contendo meio Agar Sabouraud
Dextrose (SDA) (Dextrose 4.0 g/l; Peptic Digesto f Animal Tissue 5.0 g/l; Pancreatic Digest
of Casein 5.0 g/l Agar 15.0 g/lI; PH final: 5,6 £ 0,2 a 25°C; MARCA: KASKI), e mantidos em
estufa a 36 °C durante seis dias (SOUZA et al., 2016).

Acidez Titulavel em Graus Dornic (°D)
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A acidez tituldvel em °D foi determinada por titulagdo com solu¢do de NaOH 1N/9. A
pesquisa foi realizada de acordo com a metodologia recomendada pelo Instituto Adolfo Lutz,

1985.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, encontram-se os resultados da coloragdo de Gram executada para a

pesquisa de microbiota aerébica presente no leite ordenhado manualmente.

Figura 1: Pesquisa de microbiota aerdbica em amostras de leite de ordenha manual utilizando agar
nutriente enriquecido com glicose. A, B e C representam as propriedades que forneceram as amostras.
Laminas de coloracdo de Gram confeccionadas com amostras obtidas apds 96 horas de incubacio a
36°C em estufa. Fotos tiradas de microscépico 6ptico com aumento de 1000x.

Pode-se observar que nas laminas referentes as propriedades A e B, é predominante a

presenca de cocos e bastonetes Gram-negativos. Ja na lamina C, o predominio é de bastonetes
Gram-positivos.

De acordo com Maldaner (2011), os microrganismos encontrados no leite cru,
geralmente, sa3o os mesmos encontrados na pele e no tbere das vacas, nos utensilios utilizados
e nas tubulacdes por onde o leite passa. Se o leite for manuseado e conservado de forma
apropriada, a microbiota predominante serd Gram-positiva. Em casos de maioria Gram
negativa, como ocorre nas amostras A e B indica falhas na obtenc@o do produto obtido.

Um dos principais fatores relacionados a deterioracao do leite € a presenca de bactérias
Gram-negativas, principalmente Pseudomonas spp. A presenga de E. coli, € um importante
indicador de contaminacdo fecal, além de sua presenca propiciar o crescimento de patdgenos
como a Salmonella. Em casos de contaminagdo por S. aureus, ocasionada principalmente pela
presenca de mastite, pode ocorrer uma superproducdo de enterotoxinas no leite, podendo

acarretar toxinfec¢do alimentar ao consumidor (ARCURI et al., 2008; MACIEL et al., 2008).



2

Vo] 00 NO U AW

10
11
12
13
14
15
16
17
18

No caso de amostras de leite obtido por ordenha mecénica, pode-se observar a
predominancia de cocos Gram-positivos (Figura 2).
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Figura 2: Pesquisa de microbiota aerébica em amostras de leite de ordenha mecénica utilizando Agar
Nutriente enriquecido com glicose. A, B e C representam as propriedades que forneceram as amostras.
Laminas de coloracdo de Gram confeccionadas com amostras obtidas apds 96 horas de incubacio a
36°C em estufa. Fotos tiradas de microscépico 6ptico com aumento de 1000x.
Segundo Pinto et al. (2015), as principais bactérias Gram-positivas encontradas em

amostras de leite sdo Bacillus amiloliquefaciens e Staphylococcus sciuri, os quais representam
relevante fator de alteragdo da vida util de produtos l4cteos.

A predominincia de microbiota Gram-positiva é um fator que caracteriza boa
qualidade do leite desde que a contagem total dos microrganismos ndo esteja superior a
permitida pela legislacdo. Caso contrario, também indica praticas de higiene inadequadas e/ou
insuficientes (MALDANER, 2011).

As bactérias Gram-positivas, principalmente os cocos, t€tm uma considerdvel
resisténcia a elevagcdo da temperatura. J4 as Gram-negativas, sdo termossensiveis devido a
composi¢do da sua parede. Sua presenca no leite indica contaminagdo pds-processamento

(PEREIRA, 2013).
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Em relac@o a contagem de bactérias totais (CBT), o leite obtido por ordenha mecanica
apresenta-se dentro do padrdo permitido pela legislacdo. Os dados podem ser observados na
Tabela 1.

Tabela 1: Contagem de UFC de amostras de leite obtido por ordenha mecanica

realizada em triplicata.

Amostra Colonias Tipicas Colonias Atipicas UFC/mL
(média)
Al 113 0
A2 93 0 1,0.10*
A3 96 0
Bl 165 0
B2 200 0 1,60.10*
B3 121 0
Cl 217 0
C2 176 0 2,09.10*
C3 239 0

Na triplicata da amostra fornecida pela propriedade A, foram encontradas,
respectivamente, 113, 93 e 96 coldnias tipicas e nenhuma coldnia atipica, resultando uma
média de 100,66 coldnias e 1,0.10* UFC/mL. J4 na triplicata da amostra fornecida pela
propriedade B, foram encontradas, respectivamente, 165, 200 e 121 coldnias tipicas e
nenhuma colonia atipica, resultando uma média de 162 colonias e 1,60. 10* UFC/mL. Na
triplicata confeccionada com amostra fornecida pela propriedade C, foram encontradas,
respectivamente, 217,176 e 239 colonias tipicas € nenhuma coldnia atipica, resultando uma

média de 209,66 coldnias e 2,09. 10* UFC/mL.

10
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Na contagem realizada com o leite obtido por ordenha manual, também ha resultados
dentro do limite permitido (Tabela 2).
Tabela 2: Contagem de UFC de amostras de leite obtido por ordenha manual realizada

em triplicata.

Amostra Colonias Tipicas Colonias UFC/mL
Atipicas (média)
Al 184 0
A2 169 0 2,0.10*
A3 248 0
Bl 174 0
B2 277 0 2,25.10*
B3 225 0
C1 280 0
C2 76 0 1,57.10*
C3 117 0

Na triplicata da amostra fornecida pela propriedade A, foram encontradas,
respectivamente, 184, 169 e 248 coldnias tipicas e nenhuma coldnia atipica, resultando uma
média de 200,33 coldnias e 2,10. 10* UFC/mL. Na triplicata realizada com a amostra
fornecida pela propriedade B, foram encontradas, respectivamente, 174, 277 e 225 coldnias
tipicas e nenhuma colonia atipica, resultando uma média de 225,33 coldnias e
2,25.10* UFC/mL. Na triplicata realizada com a amostra fornecida pela propriedade C, foram
encontradas, respectivamente, 280, 76 e 117colonias tipicas e nenhuma col6nia atipica,
resultando uma média de 157,66 coldnias e 1,5710* UFC/mL. Assim, as amostras analisadas
apresentam-se dentro dos padrdes de consumo.

De acordo com a IN. 62/2011 MAPA, Pode-se observar que a quantidade de UFC
encontrada nas amostras obtidas por ordenha manual é superior a encontrada nas amostras
obtidas mecanicamente, porém ambos apresentam-se dentro dos padrdes exigidos, que tém
como limite 300.000 UFC/mL de leite.

A CBT desta pesquisa, com média de 1,56. 10* UFC/mL encontrado em amostras de
ordenha mecénica e de 1,94.10* UFC/mL em amostras de ordenha manual encontra-se
inferior a contagem realizada por BRASIL (2012), que resultou em 9,11. 10*UFC/mL em

amostras de leite cru refrigerado obtido por ordenha mecénica e, 7,01. 10* UFC/mL em

11
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amostras de ordenha manual. Portanto, os resultados encontrados, por serem inferiores a
2,0. 10* UFC/mL supdem uma higiene suficiente (ALMEIDA, 2013).

Ribeiro Neto e Colaboradores (2012), realizaram um estudo para avaliar a qualidade
do leite cru refrigerado sob inspecao federal de industrias de véarios estados da regido
Nordeste quanto a composicao quimica, a Contagem de Células Somaticas (CCS) e a CBT e
obtiveram, para CBT, resultado médio de 119,06. 10% + 1384,6 UFC/mL. Esse valor
caracteriza o produto obtido como de baixa qualidade e pode causar acidez, queda no
rendimento e deterioracdo dos derivados.

Avaliando a Figura 3, verifica-se as Unidades Formadoras de Colonias em amostras

obtidas por ordenha manual (I) e mecanica (II).

Figura 3: Unidades Formadoras de Coldnias. Fotos tiradas apds 24 horas de incubag@o de amostras,
utilizando Agar Nutriente suplementado com glicose em estufa a 37°C. I e II representam amostras de
ordenha manual e mecanica, respectivamente. A, B e C representam as propriedades que forneceram
as amostras.

Observa-se, de modo geral que em ambas as amostras houve o crescimento de
coldnias bacterianas tipicas, porém, encontram-se dentro do limite permitido. As propriedades
I-C e II-A apresentaram um menor crescimento de colOnias.

Carvalho et al. (2013) observou que o leite cru refrigerado obtido por ordenha manual
apresentou maior CBT que o obtido por ordenha mecanica, mas ambos apresentaram uma
contagem acima do permitido pela legislacio. A falta de qualidade do leite obtido
mecanicamente foi relacionada, principalmente, ao mau uso e falta de manutencao.

A contaminac¢@o das amostras de leite cru obtidas pelo processo manual também esta
relacionada a higiene inadequada. A mastite é um fator bastante consideravel para a avaliagdao

da qualidade microbioldgica do leite, visto que tem uma ampla distribuicao entre os rebanhos.

12
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Assim, a correta higiene profildtica envolvendo utensilios e equipamentos, operadores,
ambiente e animais promove uma significativa redu¢do na contagem de colonias bacterianas e
nas infec¢cdes mamarias (NASCENTES, 2012; PINTO, 2008; GUERREIRO, 2005).

As placas apresentadas na Figura 4 representam o crescimento de fungos presentes

nas amostras de leite obtidas por ordenha manual (I) e mecanica (II).

Figura 4: Microbiota Fiingica. Fotos tiradas apés 6 dias de incubagio de amostras, utilizando Agar
Sabouraud Dextrose em estufa a 36°C. I e II representam amostras de ordenha manual e mecanica,
respectivamente. A, B e C representam as propriedades que forneceram as amostras.

Pode-se verificar a presenga de coldnias de coloracao branco-amarelada, com aspecto

cremoso, cerebriforme e ovoide. Esse crescimento inclui colonias flingicas e bacterianas, visto
que ndo foi adicionado nenhum antibiético ao meio de cultura para impedir o crescimento de
bactérias.

Os fungos sdo seres eucaridticos, com apenas um nucleo (leveduras) ou
multinucleados (fungos filamentosos). As colonias fingicas se subdividem em duas classes:
leveduriformes (colonias cremosas) ou filamentosas (cotonosas). A capacidade de
sobrevivéncia de fungos nos alimentos depende de fatores intrinsecos, como a atividade de
dgua e acidez, e também de fatores extrinsecos, como temperatura e umidade do ambiente
(COELHO, 2010).

De acordo com os estudos de Spanamberg et al. (2004), os fungos mais frequentes em
amostras de leite s@o os géneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum, ,
Pichia, Sporidiobolus, e Trichosporon. Estes microrganismos possuem ac¢do enzimatica,
proteolitica e lipolitica, o que interfere na qualidade do leite.

Segundo estudos de Ribeiro Junior (2014), a presenca de microbiota flingica no leite

cru estd relacionada com a contaminacdo durante as etapas de obtencdo do leite, desde sua

13
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extracdo até o seu transporte. Esses microrganismos tem capacidade de resistir aos processos
térmicos aos quais o leite é submetido nas industrias.

Ruz-Peres (2005), relata que, ao comparar 50 amostras de leite coletadas de tanques de
refrigeracdo com 10 amostras coletadas de latdes de propriedades que trabalham com leite
tipo C, houve uma diferenca nos resultados de UFC fiingica. As amostras refrigeradas
apresentaram mediana de 28,5. 102/mL, j4 as amostras dos latdes apresentaram mediana de
12,91. 10%mL. A presenca desses fungos foi associada a micoses oportunistas.

A acidez titulavel € o processo que consiste em titular o leite em hidréxido de sédio
(NaOH), utilizando como solucdo indicadora a fenolftaleina. Esse teste apresenta resultados
inversamente proporcionais ao valor do pH de cada amostra, visto que a medida que o pH do
leite se torna mais dcido, maior serd a acidez tituldvel. O ideal é que o leite apresente uma
titulagdo entre 15 - 18°D e pH entre 6,6 - 6,8 . Esses valores indicam que o produto estd fresco
(MARTINS NETO, 2016).

Os resultados obtidos para acidez tituldvel em °D, das amostras de leite obtido por
ordenha manual estdo apresentados na Tabela 3. J4 os resultados relacionados as amostras de

ordenha mecanica encontram-se na Tabela 4.

Tabela 3: Acidez Titulivel em Graus Dornic (°D) de amostras de leite obtido por

ordenha manual.

Amostra Média de °D
Al
15,6
A2
Bl
15,5
B2
Cl1
16
C2

14
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Tabela 4: Acidez Titulivel em Graus Dornic (°D) de amostras de leite obtido por

ordenha mecénica.

Amostra Média de °D
Al
A2 17,5
Bl
B2 18
Cl1
™ 15,5

Entende-se que, no caso de ordenha manual, obteve-se como resultado de acidez em
°D o valor médio de 15,7°D. J4 para as amostras de ordenha mecénica o valor médio foi de
17°D.

Santos e colaboradores (2016) analisaram amostras de leite coletadas no municipio e
Itapaci — GO e obtiveram como média de acidez tituldvel o valor de 17,25°D, o que significa
que as amostras apresentaram resultados satisfatérios de acordo com os valores permitidos
pela legislagdo, assim como as amostras analisadas no presente trabalho.

Mendes e colaboradores (2014), ao compararem a acidez titulavel em °D de amostras
de ordenha manual e mecanica, também verificaram que o leite obtido mecanicamente
(18,70°D) apresentou um resultado superior ao leite obtido manualmente (17,90°D). Apesar
de ndo ser uma diferenca quantitativamente significativa, o leite de ordenha mecanica
encontra-se com °D acima do permitido pela legislacio (14°D-18°D), ao contrdrio do

encontrado na presente pesquisa.

CONCLUSAO

O leite cru refrigerado obtido tanto por ordenha mecénica, quanto por ordenha manual
apresentaram caracteristicas microbiolédgicas dentro do padrdo exigido pela IN 62/2011. Nao
houve diferenca significativa da qualidade em func¢ao do tipo de ordenha, porém em relagao a
microbiota aerdbica o leite de ordenha mecanica apresentou microbiota predominante Gram-
positiva, indicando boa higiene, ao contrario do leite obtido manualmente, que teve
microbiota predominante Gram-negativa em 2 das 3 amostras analisadas. Em relacdo acidez

titulavel em °D, as amostras de ordenha mecanica obtiveram um valor superior as de ordenha
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manual, mas ndo excederam o limite exigido pela Resolu¢do 065/2005, de 14°D-18°D.
Assim, supde-se que o leite obtido mecanicamente apresenta melhores critérios de qualidade,

devido a pouca quantidade de bactérias Gram-negativas.
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