Universidade
Estadual de LondRrina

EDSON ANTONIO RIOS

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-
QUIMICA DO LEITE CRU DE CABRA PRODUZIDO NO
ESTADO DO PARANA

Londrina
2014



EDSON ANTONIO RIOS

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-
QUIMICA DO LEITE CRU DE CABRA PRODUZIDO NO
ESTADO DO PARANA

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial para
obtengao do titulo de Mestre em Ciéncia Animal.

Orientadora: Prof®. Dr®. Vanerli Beloti.

Londrina
2014



Catalogacio elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogacao-na-Publicacao (CIP)

R586¢ Rios, Edson Antonio.
Caracterizagao microbioldgica e fisico-quimica do leite cru de cabra produzido
no estado do Parana / Edson Antonio Rios. — Londrina, 2014.
69 f. :il.

Orientador: Vanerli Beloti

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia
Animal, 2014.

Inclui bibliografia.

1. Leite de cabra — Microbiologia — Teses. 2. Leite de cabra — Propriedades
fisico-quimica — Teses. 3. Leite de cabra — Qualidade — Parana — Teses.
4. Microorganismos — Teses. I. Beloti, Vanerli. II. Universidade Estadual de
Londrina. Centro de Ciéncias Agrarias. Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncia
Animal. III. Titulo.

CDU 637.1:579




EDSON ANTONIO RIOS

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DO
LEITE CRU DE CABRA PRODUZIDO NO ESTADO DO PARANA

Dissertacdo apresentada ao programa de poOs-
graduacdo em ciéncia animal da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial para
obtencao do titulo de mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora Prof®. Dr®. Vanerli Beloti
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof*. Dr*. Lucienne Garcia Pretto-Giordano
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof®. Dr*. Tereza Cristina Rocha Moreira de Oliveira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 30 de setembro de 2014.



RIOS, Edson Antonio. Caracteriza¢do microbiologica e fisico-quimica do leite cru de
cabra produzido no estado do Parana. 2014. 69 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

RESUMO

O presente estudo teve por objetivo caracterizar a composicdo fisico-quimica e
microbioldgica do leite cru de cabra produzido no estado do Paranid. Foram obtidas 32
amostras, logo apds a ordenha, provenientes de oito propriedades, que juntas produzem cerca
de 24% do leite de cabra produzido no Parana. Para caracterizagdo microbioldgica foram
quantificados micro-organismos aeroébios mesofilos, psicrotroficos, coliformes totais,
Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positiva, proteoliticos, Pseudomonas spp.,
termoduricos mesofilos, termoduricos psicrotroficos e a presenga de Listeria monocytogenes e
Salmonella spp.. Foi realizada ainda, a prova de lactofermentacdo. Para determinar as
caracteristicas fisico-quimicas foram realizadas as analises de acidez Dornic (°D), densidade,
detec¢do de fosfatase e peroxidase, pH, crioscopia, prova da fervura, quantificacdo de
gordura, proteina, lactose, solidos totais, ureia e a contagem de células somaticas. Os
resultados demonstraram contagens de aerdbios meso6filos dentro dos limites legais, embora
as contagens de coliformes totais, tenham indicado elevada contaminacdo ambiental. Nao foi
detectada a presenca de Listeria monocytogenes e de Salmonella spp. Micro-organismos
proteoliticos predominaram na microbiota do leite de cabra, indicando uma répida
deterioracdo do produto. Em relacdo a qualidade fisico-quimica 90,63% das amostras
apresentaram alguma irregularidade, entretanto as médias das analises manteve-se dentro dos
padrdes determinados pela legislagdo. O leite cru de cabra produzido no Parana apresenta
altas contagens de coliformes, apesar de atender aos limites de aerdébios mesofilos na maioria
das propriedades. A qualidade fisico-quimica teve variagdes circunstanciais entre as amostras
quanto a lactose, proteina, gordura, demonstrando a necessidade de mais estudos sobre a
normalidade da composi¢do fisico-quimica do leite de cabra.

Palavras-chave: Leite de cabra. Micro-organismo indicadores. Micro-organismos
deteriorantes. Caracteristicas fisico-quimica.



RIOS, Edson Antonio. Characterization microbiological and physicochemical raw goat
milk produced in state of Parana. 2014. 69 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

The present study aimed to characterize the physicochemical and microbiological
composition of raw goat milk produced in the state of Parand. 32 samples were obtained
immediately after milking from eight properties, which together produce about 24% of goat
milk produced in Parana. For characterization microbiological were quantify microorganisms
mesophilic aerobes, psychrotrophic, coliforms, Escherichia coli, coagulase-positive
staphylococci, proteolytic, Pseudomonas spp, thermoduric mesophilic, psychrotrophic
thermoduric and the presence of Listeria monocytogenes and Salmonella spp.. It was also
performed, lactofermentation test. For determine the physicochemical characteristics were
analyzed Dornic acidity, density, detection of phosphatase and peroxidase, pH, freezing point,
boiling test, the measurement of fat, protein, lactose, total solids, urea and somatic cell count.
The results showed counts of mesophilic aerobes within legal limits, though the counts of
coliforms have indicated high environmental contamination. We did not detect the presence of
Listeria monocytogenes and Salmonella spp. Microorganisms proteolytic were the
predominant microflora of goat milk, indicating a rapid deterioration of the product.
Regarding the physicochemical quality 90.63% of the samples showed some irregularity,
however, average analyzes remained within the standards set by law. Raw goat milk produced
in Parand has high coliform counts, although meet the limits of mesophilic aerobes at most
properties. The physicochemical quality had circumstantial variations between samples for
lactose, protein, fat, demonstrating the need for further studies on the normality of
physicalchemical composition of goat milk.

Keywords: Goat milk. Microorganism indicators. Physicochemical characteristics. Spoilage
microorganisms.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRODUCAO DE LEITE DE CABRA

No cenario agricola mundial, € notoria a evolugao da caprinocultura leiteira.
Em determinados paises, os sistemas de criacdo, transformagdo e distribuicdo encontram-se
em estagio avancado de desenvolvimento (GONCALVES et al., 2008). A caprinocultura
leiteira ¢ umas das atividades rurais que mais se desenvolve no cendrio agropecudrio mundial.
Dados obtidos na Food and Agriculture Organization (FAO) mostram que entre 1997 ¢ 2007
essa atividade cresceu 18%, a segunda que mais se desenvolve (FAOSTAT, 2010).

No Brasil a caprinocultura leiteira ¢ uma atividade econdmica relativamente
recente, e contribui com aproximadamente 1,3% do leite produzido no mundo (FAOSTAT,
2010). Em 2010, a FAO (FAOSTAT, 2010) estimou o rebanho caprino brasileiro em 9
milhdes de cabegas e a producdo nacional em 150 mil toneladas de leite.

Com cerca de 90% de todo rebanho caprino nacional, a regido nordeste se
coloca como a maior portadora de caprinos do pais. A producdo comercial de leite de cabras
teve inicio apenas na década de 70 nas regides Sul e Sudeste. No entanto, a regido Sudeste
produziu 65% de todo leite caprino brasileiro, se tornando o grande polo nacional da atividade
(CORDEIRO; CORDEIRO, 2009).

O estado do Parand possui um rebanho caprino com cerca de 125 mil
cabegas, sendo que aproximadamente 1300 cabras sdo ordenhas com uma produgdo de leite
ao redor de 358 mil litros, porém, somente 130 mil litros foram comercializados (IBGE,
2006).

A criagdo de caprinos no estado do Parand vem se mostrando uma O6tima
alternativa de renda extra para pequenos e médios produtores. Porém, a intensificagdo do
sistema se faz necessaria visando maior produtividade e sustentabilidade do sistema (BIEZUS
et al., 2012). Todavia, por mais simples que seja alterar manejo e implantar tecnologias, a
falta de pesquisa e o pouco conhecimento cientifico relacionado a caprinocultura dificulta a
transmissdo de informagdes para o campo (BORGES et al., 2012).

A caprinocultura vem despertando grande interesse dos pecuaristas nos
ultimos anos por se tratar de um nicho de mercado diferenciado tanto para carne como para
leite. De maneira pontual, a producdo de leite ganha atencdo especial, j4 que este leite
apresenta composi¢do quimica rica em nutrientes e elevada digestibilidade (PELLEGRINI,

2012). Em varias regides brasileiras existem produtos lacteos caprinos inspecionados, como
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leite pasteurizado, leite em po, leite UHT, iogurtes, doces e queijos (RESENDE; TOSETTO,
2004).

Apesar do leite de cabra apresentar caracteristicas interessantes aos
consumidores, a caprinocultura leiteira ainda enfrenta varios desafios de producdo. A
obtencdo de leite de cabra com qualidade e seguranca depende diretamente da manutengao de
condigdes higiénico-sanitdrias adequadas na obtencdo da matéria-prima, no seu
processamento e comercializacdo. A fim de responder a essa necessidade, critérios de
qualidade foram estabelecidas em muitos paises, com pardmetros higi€nicos, tecnologicos e
sensoriais (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010). No Brasil, os parametros de qualidade e exigéncias
de producao do leite de cabra foram publicados na Instru¢do Normativa n°® 37 (IN 37)
(BRASIL, 2000). Essa legislagdao foi criada com objetivo de regulamentar as condigdes de
producdo, a identidade e os requisitos minimos de qualidade do leite de cabra destinado ao
consumo humano em ambito nacional. Essa legislagdo fixou as condi¢des adequadas de
producdo, procedimentos de higiene de produgdo, de estocagem e transporte do leite cru e
beneficiado, os padrdes de contaminacdo bacteriana para o leite cru e beneficiado, e normas
para beneficiamento do leite. Ainda, estabelece a necessidade de ado¢ao das Boas Praticas de

Fabricac¢ao (BPF) (BRASIL, 1997) pelos estabelecimentos elaboradores do produto.

1.2 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

Os micro-organismos indicadores sdo grupos de micro-organismos usados
para sinalizar a qualidade ou a higiene com que o alimento foi produzido. O conceito de
organismo indicador, ¢ relacionado a algo que esta tdo estritamente associado a determinadas
condicdes, que a sua presenga ¢ indicativa da existéncia dessas condi¢des (TORTORELLO,
2003). Podem fornecer informagdes sobre a ocorréncia de contaminag¢do de origem fecal,
sobre a provavel presenca de patdgenos ou sobre a deterioracao potencial do alimento, além
de poderem indicar condig¢des sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou
armazenamento (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Estes micro-organismos sdo importantes
em testes microbioldgicos realizados por agéncias reguladoras e pela industria de alimentos
(TORTORELLO, 2003).

Por vezes, a presenca de um organismo indicador sozinho ¢ motivo de
preocupagdo; em outros casos, ¢ a quantidade que ¢ significativa. Os micro-organismos
indicadores devem ser sempre avaliados em um contexto apropriado, tendo em conta a

ecologia microbiana natural, fatores fisicos e quimicos que podem influenciar o crescimento
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microbiano, a historia do processo e as condicdes de armazenamento do produto
(TORTORELLO, 2003). A maioria dos indicadores confidveis para qualidade de alimentos
tende a ser produto-especifico (JAY, 2005).

Segundo a ICMSF (2002) deve ser considerado sete fatores quando for

escolher um micro-organismos indicador:

e A presenca do indicador deve sugerir um processo ou pratica
defeituosa, ou um potencial de deterioracao do produto.

e Sobrevivéncia ou estabilidade do indicador deve ser semelhante ou
maior do que o micro-organismo de deterioracao ou risco.

e Caracteristicas de crescimento do indicador deve ser semelhante ou
mais rapido do que o micro-organismo de deterioracao ou risco.

e As caracteristicas que identificam o micro-organismo indicador deve
ser estavel.

e M¢étodo de deteccdo e/ou quantificagcdo deve ser facil, rapida, de baixo
custo, confiavel, sensivel e validado; sem riscos para o analisador; e
adequado para uso na industria.

e Os resultados quantitativos deve mostrar uma correlagdo entre a
concentragdo do indicador e do nivel de micro-organismo de
deterioragdo ou risco.

e Os resultados devem ser aplicaveis para o processo de controle.

Entre os indicadores comumente utilizados para qualidade higiénico-
sanitaria dos alimentos, encontram-se as contagens de aerdbios mesofilos, coliformes totais,

Escherichia coli, e os Staphylococcus coagulase-positiva (TORTORELLO, 2003).

1.2.1 Bactérias Aerdbias Mesofilas

O grupo dos aerdbios mesoéfilos ¢ um dos indicadores mais utilizados
(TORTORELLO, 2003), ¢ formado por todos aqueles micro-organismos capazes de
crescerem em temperaturas entre 20 a 45°C, com uma temperatura 6tima de 37°C, em
condigdes de aerobiose (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY, 2005), presentes tanto sob a
forma vegetativa quanto esporulada (HAYES; HAYES, 1992; SIQUEIRA, 1995). Esses
micro-organismos indicam a qualidade com que o alimento foi obtido ou processado, e sua

presenga em altas contagens ¢ indicativa de procedimento higi€nico inadequado na produgio,
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no beneficiamento ou na conservagao, dependendo da origem da amostra. Também ¢
necessario considerar que todas as bactérias patogénicas de origem alimentar sao mesofilas e,
portanto, uma alta contagem desse grupo pode significar que houve problemas na conservacao
e/ou transporte, que criou condi¢cdes para o crescimento de patéogenos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). Porém este grupo nao pode ser usado como indicador de seguranca de
alimentos (TORTORELLO, 2003).

A contagens de aerdbios mesofilos € o principal pardmetro para avaliar a
qualidade e higiene do leite (FREITAS; NERO; CARVALHO, 2009). O controle das
bactérias mesofilas é bastante simples, bastando apenas que o leite seja produzido sob
condigdes higiénicas adequadas e que seja resfriado imediatamente apos a ordenha. Nessas
condigdes de leite resfriado, os mesofilos ndo conseguem se multiplicar (FONSECA;
SANTOS, 2007). A IN 37, que regulamenta a producao de leite de cabra no Brasil, determina
uma contagem maxima para aerobios mesoéfilos de 500.000 UFC/mL (BRASIL, 2000).

1.2.2 Coliformes Totais

Coliformes podem ser definidos como bactérias Gram-negativas, oxidase-
negativa, aerobica ou anaerobica facultativas, bacilos nao formadores de esporos, que podem
crescer na presenca de sais biliares, e que fermentam a lactose com a producdo de acido e gas
dentro de 48 horas a 37°C (ROMPRE et al., 2002). Outra caracteristica que pode ser utilizada
¢ a presenca do gene que codifica a producao B-galactosidase, enzima que cliva a lactose em
glicose e galactose (THE; ENVIRONMENT, 1994).

Este grupo é composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae
(FRANCO; LANDGRAF, 2008), representado pelos géneros Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia, Hafnia, Klebsiella, Serratia e Yersinia (HORAN, 2003; SILVA et al., 2010),
incluindo cerca de 20 espécies, dentre as quais encontram-se tanto bactérias originarias do
trato gastrintestinal de humanos e outros animais de sangue quente, como também diversos
géneros e espécies de bactérias ndo entéricas (SILVA et al., 2010). Assim, um teste de
coliformes positivo ndo indica necessariamente contaminagao fecal. A presencga destes micro-
organismos geralmente ¢ considerada como contaminagdo ambiental (SPERLING, 2007),
usado como indice de contaminagdo durante e/ou pos processamento (ARAUJO; ARAUJO,
2010). Contagens superiores a 1000 UFC/mL no leite cru indicam falha de higiene na ordenha

(MARTINS; LIMA, 2013).
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1.2.3 Coliformes Fecais e Escherichia Coli

Os coliformes termotolerantes sdo um subgrupo de micro-organismos
pertencentes ao grupo do coliformes totais (PARUCH; MAEHLUM, 2012). A caracteristica
que os distingue ¢ que os termotolerantes sdo resistentes a temperaturas elevadas e, portanto,
sdo capazes de crescer e fermentar a lactose a 44-45,5°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
SPERLING, 2007). Apesar de ser conhecido também como coliformes fecais, este grupo
inclui os micro-organismos que podem estar presentes no ambiente, além das fezes,
(Klebsiella spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp.) (SPERLING, 2007; STEVENS;
ASHBOLT; CUNLIFE, 2003), por isso a presenca deste grupo ndo garante uma
contaminacdo fecal (PARUCH; MAEHLUM, 2012).

A Escherichia coli ¢ a principal bactéria dentro do grupo dos coliformes
termotolerantes, sendo facilmente distinguida desse pela presencga da enzima B-glucuronidase
(PEPPER; GERBA; GENTRY, 2014) ela geralmente coloniza o trato gastrointestinal dos
seres humanos e animais de sangue quente e estd presente em grande nimero nas fezes, em
concentragdes de 10° por grama de matéria fecal (EDBERG et al., 2000). Sendo parte da
microbiota intestinal, ¢ transmitida para o meio ambiente através das fezes. Como parte da
microbiota normal do intestino, a maioria das cepas de Escherichia coli ndo sido patogénicas.
No entanto, existem também as cepas associadas com doencas em humanas e animais
(PARUCH; MAEHLUM, 2012).

Embora algumas cepas de Escherichia coli sejam patogénicas, a ocorréncia
de Escherichia coli no ambiente nio resulta necessariamente em uma ameaga de doenga. No
entanto, a sua presenga revela contaminagdo com matéria fecal (HALLER et al., 2009). A
Escherichia coli é o tnico membro dos coliformes totais e termotolerantes que ¢
exclusivamente de origem fecal, e ndo se multiplica bem no ambiente (EDBERG et al., 2000).
Também ¢ o tinico membro do grupo dos coliformes que satisfaz a maioria dos critérios como
micro-organismo indicador ideal para contaminacdo fecal: exclusivamente de origem fecal,
presentes em grande numero nas fezes de humanos e animais de sangue quente, presente no
esgoto, mas ndo cresce em aguas naturais, e facilmente detectavel através de métodos simples
(THE; ENVIRONMENT, 1994). No leite cru contagens superiores 100 UFC/mL sao
indicativas de deficiéncia de higiene durante o procedimento de ordenha (MARTINS; LIMA,
2013).
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1.2.4 Staphylococcus Coagulase Positiva

O género Staphylococcus, pertence a familia Staphylococcaceae, sdo
bacterias Gram positivas, anaerobicas facultativas, que se apresentam sob o agrupamento em
cachos de uva (BROOKS et al., 2011). Neste género se incluem 49 espécies e 26 subespécies
(EUZEBY, 1997). As espécies do género Staphylococcus sio classificados em grupos de
acordo com a capacidade de sintetizar a enzima coagulase. O grupo dos Staphylococcus
coagulase positiva ¢ composto por 8 espécies (S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
intermedius, S. pseudointermedius, S. delphini, S. lutrae, S. hyicus e S. agnetis). As demais
espécies ndo coagulam o plasma e sdo denominadas de Staphylococcus coagulase negativa
(FRENEY et al., 1999).

Staphylococcus sao largamente disseminados no ambiente, sendo o homem
e outros animais seu principal reservatdrio, e estdo presentes na mucosa nasal, garganta, pele e
cabelos (DE BUYSER et al., 1998). Portanto, sua presenca nos alimentos ¢ interpretada como
indicativo de contaminacdo por manipuladores (SIQUEIRA, 1995).

Algumas espécies de Staphylococcus coagulase positiva podem ser
encontradas em laticinios, e serem responsaveis por sérias intoxicacdes alimentares, devido as
toxinas que se formam durante as fases de processamento e armazenamento dos produtos
(PERRY, 2004). Considera-se que contagens superiores de 10° de Staphylococcus aureus,
principal representante do grupo coagulase positiva, esteja relacionadas a intoxicagdes

alimentares, caso as cepas sejam produtoras de enterotoxinas (SANTANA et al., 2010).

1.3 MICRO-ORGANISMOS DETERIORANTES

1.3.1 Proteoliticos

Os micro-organismos proteoliticos constituem um grupo heterogéneo que
produzem enzimas extracelulares com atividade proteolitica que irdo resultar em alteragdes de
sabor, redu¢do da qualidade nutricional e diminui¢ao do tempo de vida util. As espécies
proteoliticas mais comuns estdo nos géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas e Proteus
(SABEDOT et al., 2011).

Viérias bactérias presentes no leite cru pode produzir proteases (FOX, 1981).
Entre elas, as psicrotréficas, que produzem enzimas sob refrigeracdo, e causam os mais graves

problemas (LAW, 2009; COUSIN, 1982).
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A atividade psicrotrofica-proteolitica expressa-se, principalmente, sobre as
caseinas, degradando-as e promovendo a agregacdo das micelas do leite (NORNBERG;
TONDO; BRANDELLI, 2009). As proteinases produzidas por essa microbiota sio
termoestaveis, mantém-se integras e ativas apds o tratamento térmico, € 0s prejuizos
econdmicos decorrentes dessa atividade sdo consideraveis, pois ocorre reducdo do rendimento
na producao de derivados, limitacao da vida de prateleira, além de alteracdo de sabor, odor e

aparéncia (IZIDORO et al., 2013).

1.3.2 Psicrotroficos

A qualidade do leite cru e de produtos lacteos foi consideravelmente
melhorada pela sua refrigeracdo em fazendas e em fabricas de processamento, reduzindo a
taxa de deterioracdo por micro-organismos mesofilos. No entanto, as atuais praticas de
refrigeragdo, coleta e armazenamento do leite cru nao controlam o crescimento de bactérias
psicrotroficas, que sdo capazes de crescer abaixo de 7°C, independentemente da sua
temperatura 6tima de crescimento. Os psicrotroficos presentes no leite refrigerado incluem
bactérias Gram negativas ¢ Gram positivas ¢ incluem diversos géneros: Pseudomonas,
Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes, Achromobacter, Flavobacterium, Bacillus,
Clostridium,  Corynebacterium,  Microbacterium,  Micrococcus  (micro-organismos
termodurico psicrotrofico), coliformes, como Escherichia, Enterobacter, Citrobacter ¢
Klebsiella (FUQUAY; FOX; MCSWEENEY, 2011; MARTH; STEELE, 2001; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997; SHAH, 1994).

A maioria das bactérias psicrotréficas encontradas no leite sdo inativadas
pela pasteurizagdo. No entanto, muitas dessas bactérias produzem lipases e proteases
resistentes ao calor que degradam lipidios e proteinas do leite (MARCHAND et al., 2009a;
TEH et al., 2011). A atividade dessas proteases residuais resulta em problemas tecnoldgicos,
como a gelificacdo em leite tratado por ultra alta temperatura (UHT), a instabilidade térmica
do leite, o off-flavor de alguns produtos lacteos, e uma redugdo de rendimento na fabricagdo
de queijo (CELESTINO; IYER; ROGINSKI, 1997). Em suma, psicrotroficos desempenham
um papel de lideranca na deterioracao do leite e dos produtos refrigerados. O niimero de
psicrotroficos que se desenvolvem apds a coleta do leite depende da temperatura e do tempo
de armazenamento. Em condi¢des sanitarias boas, menos de 10% da microbiota total deve ser
de pisicrotroficos. Porém, em condi¢des insatisfatorias mais de 75% sdo bactérias

psicrotroficas (COUSIN, 1982). Pseudomonas spp. ¢ o psicrotrofico mais frequentemente
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relatado no leite cru (DOGAN; BOOR, 2003; GUNASEKERA et al., 2003; WIEDMANN et
al., 2000; SHAH, 1994).

1.3.3 Pseudomonas spp.

Dentre os psicrotroficos, os micro-organismos do género Pseudomonas sio
os mais importantes agentes de deterioracdo do leite (FUQUAY; FOX; MCSWEENEY,
2011), embora nao representem mais do que 10% da microbiota do leite cru recém-ordenhado
(SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Apresentam um tempo de geracdo reduzido em
temperatura de refrigeracdo, independentemente de sua temperatura Otima de geracao
(FUQUAY; FOX; MCSWEENEY, 2011).

Pseudomonas spp. sdo bactérias que conseguem crescer em temperaturas de
0 a 7°C (SORHAUG; STEPANIAK, 1997), pertencem a familia Pseudomonadaceae, sido
bastonetes Gram negativos, aerobios estritos, embora recentemente algumas espécies foram
identificadas como sendo anaerobios facultativo, ndo formadores de esporos e possuem um ou
mais flagelos polares. Os micro-organismos pertencentes ao género Pseudomonas apresentam
grande diversidade metabodlica, o que as torna capazes de colonizar uma ampla variedade de
nichos (FUQUAY; FOX; MCSWEENEY, 2011). Sdo micro-organismos ambientais de
ocorréncia mundial tanto na dgua como no solo (QUINN et al., 2005), possuem alta
capacidade em formar biofilmes, por apresentarem flagelos e fimbrias (SIMOES; SIMOES;
VIEIRA, 2010). Esses fatores fornecem habilidades para Pseudomonas spp. se multiplicar em
uma variedade de ambientes, como tubos de aluminio, baldes, torneiras, dentre outros
(FUQUAY; FOX; MCSWEENEY, 2011).

Bactérias do género Pseudomonas predominam entre os psicrotroficos
proteoliticos deterioradores do leite cru (CHEN; WEI; CHEN, 2011; MARCHAND et al.,
2009b). A contaminagdo por Pseudomonas, inclusive na agua que abastece a sala de ordenha,
propicia sua presenga no leite, bem como o seu desenvolvimento em condi¢des de
refrigeracdo. Além disso, foi detectada a presenga de Pseudomonas spp. na superficie de tetos
(FAGUNDES et al., 2006).

Durante a estocagem do leite cru sob refrigeragdo esses micro-organismos
conseguem se multiplicar e produzir enzimas proteoliticas termorresistentes, que se mantém
vidveis mesmo apos processos térmicos empregados na industria, e promovem a deterioracao

do leite pasteurizado e outros derivados, como gelatinizagdo e perda de sabor (CHEN;
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DANIEL; COOLBEAR, 2003; RAJMOHAN; DODD; WAITES, 2002; SORHAUG;
STEPANIAK, 1997).

1.3.4 Micro-Organismos Termoduricos

O tratamento térmico do leite, especialmente a pasteurizagao (72 a 75°C por
12 segundos ou 62 a 65°C por 30 minutos), tem como objetivo principal destruir micro-
organismos patogénicos (JAY, 2005). Porém, alguns micro-organismos deteriorantes sao
capaz de resistir a esse tratamento, embora ndo crescam a esta temperatura. Os micro-
organismos termoduricos que por sobreviverem a pasteurizagdo, podem contaminar o
produto, e causar deterioracdo e defeitos tecnoldgicos como por exemplo degradacdo da
proteina e off-flavor (KHANAL et al., 2014; SILVA; GIBBS, 2010). Varias espécies dos
géneros Bacillus, Microbacterium, Micrococcus, Enterococcus, Lactobacillus e
Corynebacterium sao descritos como micro-organismos termoduricos (HILEMAN, 1940).

Alguns micro-organismos termodiricos conseguem se desenvolver em
temperaturas de refrigeracdo (7°C), conhecidos como termoduricos psicrotroficos (MANE;
GANDHI, 2010). Em uma pesquisa na India com 36 isolados de bactérias termoduricas
psicrotroficas de leite e derivados, foram identificados as bactérias Macrococcus
equipercicus, Exiguobacterium spp., Arthrobacter spp. todas com atividade proteolitica
(MANE; GANDHI, 2010).

O conteudo de micro-organismos termoduricos em leite cru ¢ afetado por
fatores regionais e sazonais, € pelos métodos de limpeza e desinfeccdo dos equipamentos de
ordenha e teteiras (HULL et al., 1992). Por essas razdes a contagem de micro-organismos
termoduricos ¢ recomendada como um indicador de higiene na cadeia do leite. Contagens
superiores a 1000 UFC/mL sdo indicativas de problemas de higiene na produgdo (FUQUAY;
FOX; MCSWEENEY, 2011). Paises como Canada, Australia, Nova Zelandia ¢ Noruega
utilizam essas contagens como bonificagdo para o pagamento do leite.

Todas essas caracteristicas tornam esses micro-organismos importantes, por
poderem causar uma perda econdmica para os produtores, comprometendo a qualidade do

leite e seus derivados (THOMAS; PRASAD, 2014).



19

14 MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS

1.4.1 Listeria Monocytogenes

O género Listeria inclui seis espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii e L. grayi (DUERDEN et al., 1998), sdao bactérias coco-
bacilos, Gram positivas, ndo esporuladas, ndo produtoras de acidos, anaerdbias facultativas e
de ampla distribuicdo ambiental, isoladas de 4guas superficiais, de esgotos domésticos, aguas
residuais de industrias de laticinios e de abatedouros, de solos, de insetos, de adubo orgénico e
em fezes de animais e inclusive de humanos (KONEMAN et al., 1997, MURRAY;
ROSENTHAL, 2014).

Entre as espécies de Listeria spp. a L. monocytogenes ¢ a principal espécie
patogénica para animais e seres humanos (MCLAUCHLIN et al., 2004), também ¢ um
importante patégeno de origem alimentar com graves problemas de satde publica. Este agente
patogénico ¢ capaz de causar uma doenga invasiva grave em humanos com uma elevada taxa
de mortalidade, entre 20% e 30%, conhecida como listeriose (CARPENTIER; CERF, 2011).

L. monocytogenes contém 13 sorotipos (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b,
4ab, 4c, 4d, 4e, e 7), sendo que 95% das cepas de L. monocytogenes de origem alimentar
associadas a listeriose em humanos pertencem aos sorotipos 1/2a, 1/2b, e 4b (KATHARIOU,
2002).

L. monocytogenes, ¢ favorecida por sua capacidade de multiplicacdo entre
0°C e 44°C embora sua faixa Otima seja entre 30°C e 37°C, pode sobreviver em alimentos
congelados. Tolera pH extremos de 5 a 9, baixa atividade da dgua e concentracdo de NaCl
igual ou superior a 10% (MARCO et al., 2000; MARTIN et al., 2004), e possui ainda
capacidade de formar biofilme (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Essas caracteristicas
tornaram a L. monocytogenes um importante patdgeno associado a alimentos. A contaminagao
por L. monocytogenes ¢ uma das principais causas microbioldgicas de recalls de alimentos,
principalmente de carnes, aves, frutos do mar e derivados do leite (JEMMI; STEPHAN,
2006). Também ¢ encontrada no leite cru (PITT; HARDEN; HULL, 2000), embora varios
pesquisadores relatarem a auséncia deste patdégeno no leite cru, com altas contagens de
aerdbios mesofilos, sugerindo que fatores inerentes a estes leites, como a propria competi¢ao
microbiana inibam ou dificultem o crescimento de patogenos (MATTOS et al., 2010; NERO
et al., 2008).
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1.4.2 Salmonella spp.

Salmonella spp. pertence a familia das Enterobacteriaceae sao bacilos Gram
negativos de até 3um de comprimento, fermentam glicose, sdo oxidase positiva, catalase
positiva, anaerdbios facultativos e ndo formam esporos (QUINN et al., 2005). A taxonomia
atual do género Salmonella é baseada em caracteristicas bioquimicas, antigénicas (somaticos,
flagelares e capsulares) e em técnicas moleculares de analise genética, que divide o género em
duas espécies: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A Salmonella enterica divide-se em
seis subespécies chamadas: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, hountenae ¢ indica. As
subespécies sdo ainda divididas em sorovares (por exemplo, S. enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium) (MARTELLI; DAVIES, 2012). Os sorovares tipicamente envolvidos
em salmonelose em mamiferos, incluindo o homem, quase sempre pertencem a subespécie
enterica (MARTELLI; DAVIES, 2012).

Ja se isolou Salmonella spp. a partir de diversos animais, incluindo bovinos,
ovinos, suinos, aves e animais de sangue frio, como lagartos (JAY, 2005). E uma das causas
mais comuns de toxinfec¢do alimentar devido a suas caracteristicas: baixo numeros de células
em alimentos podem causar doenca, capaz de crescer em temperaturas entre 8°C a 45° C em
alimentos com pH entre 4 ¢ 9 e atividade de 4gua minima de 0,94 (SILVA; GIBBS, 2012).

Aproximadamente, 1,4 milhdes de casos de infeccdo por Salmonella spp.
ocorrem em humanos anualmente nos Estados Unidos, resultando em cerca de 16.000
internagdes com cerca de 600 mortes, o custo total estimado é de bilhdes de dolares
anualmente (LEE et al., 2015).

Salmonella spp. ¢ uma das principais preocupagdes para a industria de
laticinios, porque essas bactérias tém causado surtos recentes da doenca e tém sido isoladas de
diversos produtos lacteos no mercado (EL-GAZZAR; MARTH, 1992; KARSHINA et al.,
2013).

1.5 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

A IN 37 traz como defini¢do para o leite de cabra o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de animais da espécie caprina
sadios, bem alimentados ¢ descansados (BRASIL, 2000). Possui cor branca, sabor ¢ odor
caracteristicos, mas nao desagradaveis. A sua composi¢do, como ocorre nas demais espécies,

¢ diretamente influenciada por fatores, como raca, idade, estagio de lactacdo, quantidade de
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leite produzido, estado de satide geral e do tubere, fisiologia, localidade, fatores genéticos e
alimentacgdo. A sazonalidade altera muito a composi¢cdo durante o ano, sendo que no final da
lactacdo apresenta aumento nos teores de gordura, proteina e minerais e reducdo da lactose
(HAENLEIN, 2004).

No Brasil, a IN 37 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2000) regulamenta as condi¢gdes de produgdo, a identidade e os requisitos
minimos de qualidade do leite de cabra destinado ao consumo humano. Estabelecendo os
padroes minimos para densidade, crioscopia, acidez Dornic, gordura, proteina, lactose,

minerais e s6lido nao gorduroso.

1.5.1 Acidez e pH

A acidez do leite decorre da presenga de acidos organicos fracos, portanto, a
simples medida do pH nao permite o calculo da quantidade de &cido presente. Nos laticinios,
a acidez do leite ¢ usualmente expressa em graus Dornic (°D), onde se considera que toda
acidez do leite deva-se ao acido latico. Um grau Dornic equivale a 0,1g de 4cido latico por
litro de leite. No leite de cabras higidas esse valor varia entre 12 a 16°D, lembrando que no
leite congelado, uma das maneiras de comercializacdo do produto, essa acidez pode variar
entre 11 a 18°D (MAGALHAES, 2005). Pela IN 37, de 2000, a acidez pode variar entre 13 a
18°D para o leite cru de cabra (BRASIL, 2000).

O leite de cabra apresenta um de pH 6,5 a 6,8 (PARK et al., 2007). A
capacidade tampao ¢ superior ao leite de vaca, devido a reagdo alcalina e dificilmente
acidifica no estdmago humano, o leite caprino pode amenizar alguns problemas digestivos

como ulcera e gastrite (COSTA,2002).

1.5.2 Densidade

A densidade esta relacionada aos so6lidos totais presentes no leite, podendo
diminuir com a adi¢do de agua. A densidade relativa ¢ a relagdo obtida em comparagdo com a
densidade da agua pura 15°C, que ¢ de 1,000 g/mL. Como o volume de qualquer substancia
varia com a temperatura, ¢ necessario especificar ou padronizar a temperatura (PRATA;
FUKUDA, 1998).

Para o leite de cabra, a faixa estd situada entre 1.029 a 1.039g/mL

dependendo se estes valores relacionam-se a leite individual ou leite de conjunto e também,
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varia em fungdo das estagdes do ano, do estado fisiologico e da raga do animal (PARK et al.,
2007). De acordo com a IN 37, de 2000, a densidade medida em 15°C deve estar na faixa de
1,028 a 1,034g/mL (BRASIL, 2000).

A avaliagdo da densidade pode servir como indicativo de fraude por adi¢do
de agua. Dentre as causas anormais de variagdo desse parametro, pode se destacar a adigdo de
agua, o que leva a uma diminui¢do na densidade do leite e por outro lado o desnate e a adigao

de amido que aumentam a densidade (AGNESE et al., 2002).

1.5.3 Indice Crioscopico

O indice crioscopico ou ponto de congelamento do leite ¢ de suas
caracteristicas a menos variavel, estando ligado a concentracdo dos componentes soliiveis em
agua. A lactose e os sais contribuem em torno de 75 a 80% da diminui¢do do ponto de
congelamento total, sendo o restante influenciado por outros constituintes hidrossoluveis
como calcio, potdssio, magnésio, lactatos, fosfatos, ureia e dioxido de carbono (BRASIL et
al., 1999).

A relativa constidncia do ponto crioscopico do leite e a sua variacio
proporcional de acordo com a quantidade adicionada, aliados a relativa facilidade de medicao,
quando comparado com as outras propriedades coligativas das solugdes, fazem com que a
crioscopia do leite seja o método universalmente aceito para a constatacdo de fraude por
adi¢ao de agua ao leite (BRASIL et al., 1999)

Segundo Park et al. (2007), o ponto de congelamento do leite de cabra ¢ -
0,540 a -0,573 graus Horvet (°H). A IN 37 (BRASIL,2000) estabelece como padrao no Brasil
o valor de -0,550 a -0,580°H.

1.5.4 Lactose, Gordura e Proteina

Como em vaca, a lactose ¢ o principal carboidrato do leite de cabra. O teor
de lactose do leite caprino (4,1%) ¢ inferior ao leite bovino (4,7%), mas nido pode ser
considerado como uma solucdo para alimentacdo de pessoas que sofrem de intolerancia a
lactose (SILANIKOVE et al., 2010).

O leite de cabra possui de 2,0 a 8,0% de gordura (HAENLEIN, 2004), sendo
que a legislacao brasileira atual determina que o teor original ¢ de 3,0% podendo ser inferior

quando comprovado que o rebanho apresenta teor de gordura menor do que os 3,0%
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estabelecidos (BRASIL,2000). A gordura ¢ composta por glébulos menores e mais dispersos
que no leite de vaca, tornando mais rdpida a acdo das lipases o que confere a alta
digestibilidade ao leite de cabra. Ainda apresenta 18% de &cidos graxos de cadeia curta (4 a
10 carbonos), sendo o dobro do leite de vaca, representado pelos acidos graxos volateis
caproico, caprilico e caprico aos quais sdo responsaveis pelo sabor e aroma tipicos (PARK et
al., 2007).

O leite de cabra pode ter variagdes no teor de gordura e proteina,
consequéncia da genética, ambiente e sazonalidade (BARRON-BRAVO et al., 2013). O leite
de cabra apresenta como média 3,4% de proteina (PARK et al., 2007), no Brasil tem como
exigéncia minima de 2,8% de proteina (BRASIL,2000).

O leite de cabra apresenta proporcdes similares de k-caseina com o leite de vaca, mas
o leite caprino possui nivel superior de B-caseina (53% contra 37,5%) e nivel inferior de a-sl
caseina (15% contra 38%) do que o leite de vaca (CLARK; SHERBON, 2000), o que o torna
um produto mais digestivel (PARK et al., 2007). A a-s1 € encontrada em maior quantidade no
leite de vaca, e ¢ considerado o responsavel pela alergia ao leite. O maior teor de nitrogénio
ndo proteico e menor de nitrogénio ligado a caseina, gera um produto com uma estrutura
altamente hidratada, mais aberta ¢ menos firme, gerando baixo rendimento do queijo e uma
fraca estrutura e textura dos derivados, no entanto esta relacao facilita a digestdo do coagulo

num menor tempo de transito gastrico (HAENLEIN, 2004).

1.5.5 Sais Minerais € Vitaminas

O conteudo mineral do leite caprino € superior ao do leite de vaca quanto ao
calcio, fosforo, potassio e magnésio. O maior teor de K e Na favorece ao aparecimento do
sabor ligeiramente salgado do leite caprino (BOZANIC; ROGELJ; TRATNIK, 2002). O leite
de cabra apresenta menor estabilidade térmica, devido a propria constituicao de suas micelas,
devido a maiores concentragdes de célcio e fosforo inorganicos em relacdo as de origem
bovina (JENNESS, 1980). Desta forma, o tratamento térmico deve ser controlado
adequadamente para ndo haver prejuizos a qualidade final do leite.

Quanto as vitaminas, apresenta alto teor das vitaminas A e B, suprindo
adequadamente a necessidade de vitamina A e niacina, ¢ excede de tiamina, riboflavina e

acido pantoténico para bebés (PARK et al., 2007).
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1.6 CELULAS SOMATICAS

A contagem de células somadticas (CCS) é usada como indicador de
qualidade do leite tanto para vacas como para cabras (HAENLEIN, 1996). Normalmente, a
CCS no leite de cabras ndo infectadas é maior que no leite de vacas nao infectadas. A CCS no
leite de vacas livres de infec¢dao intramamaria €, em geral, inferior a 200.000 células/ml de
leite € no leite de cabras nao infectadas, inferior a 400.000 células/ml (MCDOUGALL et al.,
2001).

A CCS mais elevada no leite de cabra ¢ atribuida a maneira como o leite ¢
secretado pela glandula mamaria. Na espécie bovina, a glandula mamaria ¢ classificada como
merdcrina pois somente o produto (leite) sintetizado pela glandula ¢ secretado. Na espécie
caprina, a glandula ¢ classificada como apdcrina, sendo o produto de secre¢do eliminado
juntamente com pequena parte da célula (ZENG, 1996).

Os Estados Unidos permite o valor méximo para CCS de 10° cel/mL de leite
de cabra (CHEN et al., 2010). Devido a falta de estudos no Brasil sobre a normalidade de
células somaticas presente no leite de cabra ainda ndo possuimos um padrdo determinado pela

legislagdo.

1.7 O LEITE DE CABRA NO BRASIL

No Brasil, assim como no Parané a caprinocultura leiteira ¢ uma atividade
econOmica relativamente recente, com um mercado em amplo crescimento. Sendo assim,
necessarios estudos que determinem e informem sobre as caracteristicas da producao do leite
de cabra no pais e no Parand. A caracterizacdo microbioldgica ¢ importante para identificar os
grupos de micro-organismos predominantes, bem como sua origem. O estudo de micro-
organismos indicadores, auxilia a identificar a origem dos principais grupos contaminantes,
possibilitando o controle desta contaminagao.

Os micro-organismos deteriorantes determinam a vida util do leite e o
rendimento na producdo de derivados como o queijo. O estudo destes micro-organismos
permitird determinar sua origem e controlar a contamina¢do aumentando a vida 1til e a
qualidade do leite cru de cabra e seus derivados.

Também sdo poucos os dados sobre a composi¢do do leite de cabra
produzido no Brasil, e suas caracteristicas fisico-quimicas. A legislacdo traz parametros que

podem diferir dos resultados observados, sem que isso signifique fraudes ou problemas.
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Apenas, estes fatores sdo influenciados pelas condigcdes de produgdo e sobretudo pela
alimentacdo e raga dos animais, fatores ainda desconhecidos na caprinocultura nacional. O
mesmo pode-se dizer da quantidade de células somaticas, que ndo tem padrao legal.

Essas informagdes sdo importantes para o estabelecimento de programas de
manejo e implantagdo de boas praticas assim como para estratégias de melhoria da qualidade

do leite de cabra e seus derivados.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a microbiota ¢ a composicdo fisico-quimica do leite cru de

cabra produzido no estado do Parana.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Enumerar micro-organismos indicadores no leite cru de cabra: aerébios
mesofilos, Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e
Escherichia coli verificando as condigdes higiénico sanitarias de
produgdo e o atendimento aos padrdes legais;

Pesquisar micro-organismos deteriorantes no leite cru de cabra: micro-
organismos proteoliticos, psicrotroficos, Pseudomonas spp. e
termoduricos mesofilos e psicrotroficos;

Pesquisar a ocorréncia de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. no
leite cru de cabra;

Avaliar os pardmetros fisico-quimicos e quantificar os componentes do
leite cru de cabra;

Quantificar células somaticas no leite cru de cabra.
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CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FISICO-QUIMICA DO LEITE CRU
DE CABRA PRODUZIDO NO ESTADO DO PARANA

3.1 RESUMO

No Brasil, a caprinocultura leiteira ¢ uma atividade econdmica relativamente recente e as
caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas do leite sdo ainda pouco estudadas. O
objetivo deste trabalho foi determinar as caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas do
leite cru de cabra produzido no estado do Parand. Foram analisadas amostras de leite de oito
propriedades rurais em diferentes municipios do Parana, representando cerca de 23% do leite
produzido no estado. Foram realizadas quatro repeti¢des, totalizando 32 amostras. Para a
caracterizagdo microbiologica pesquisou-se aerobios mesofilos, coliformes totais, E. coli,
psicrotroficos, Staphylococcus coagulase positiva, L. monocytogenes e Salmonella spp..
Foram realizadas andlises de acidez titulavel (°D), densidade, detec¢do de fosfatase,
peroxidase, pH, condutividade, crioscopia, prova da fervura, a quantificacdo de gordura,
proteina, lactose, solidos totais, s6lidos ndo gordurosos, ureia e contagem de células
somaticas. As médias para aerobios mesofilos, coliformes totais, E. coli, Staphylococcus
coagulase postiva e micro-organismos psicrotréficos foram 4,10; 2,38; 0,65; 2,06 ¢ 4,02 log
UFC/ml respectivamente. Nao foram detectadas a presenca de L. monocytogenes ¢ Salmonella
spp. As médias encontradas foram de 18,30°D para acidez, 1,030 g/mL para densidade, 2
amostras apresentaram resultado negativo para fosfatase, todas apresentam a presenca de
peroxidase, 6,60 para o pH, 6,77 mS/cm para condutividade, -0,562°H para crioscopia, as
amostras foram estaveis a prova da fervura, 3,84% para gordura, 3,39% para proteina, 4,31%
para lactose, 12,56% para solidos totais, 8,73 % para solidos ndo gordurosos e 24,00 mg/dL
para ureia. Na contagem de células somaticas 73,33% das amostras tiveram contagens
superiores a 1 x 10° cel/mL. O leite cru de cabra produzido no Parani apresenta altas
contagens de coliformes que indicam higiene precaria na ordenha, apesar de atender aos
limites de aerdbios mesodfilos na maioria das propriedades. Todas as médias das analises
fisico-quimicas foram compativeis as determinagdes da legislagdo brasileira.

Palavras chave: leite de cabra, microbiologia, micro-organismos indicadores, composi¢ao

fisico-quimica.
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CHARACTERIZATION MICROBIOLOGICAL AND PHYSICOCHEMICAL RAW
GOAT MILK PRODUCED IN STATE OF PARANA

3.2  ABSTRACT

In Brazil, dairy goat is a relatively recent economic activity, microbiological and
physicalchemical characteristics of milk are still poorly studied. The aim of this study was to
determine the microbiological and physicochemical characteristics of raw goat milk produced
in the state of Parana. Milk samples from eight rural municipalities of Parand in different
properties were had analyzed, representing about 23% of the milk produced in the state. Four
replications, totaling 32 samples were had taken. For microbiological characterization
researched mesophilic aerobes, coliforms, E. coli, psychrotrophic, coagulase-positive
staphylococci, L. monocytogenes and Salmonella spp.. Were performed acidity (°D), density,
detection of phosphatase and peroxidase enzymes, pH, freezing point, boil test, quantification
of fat, protein, lactose, total solids, urea and the somatic cell count. The mean mesophilic
aerobes, coliforms, E. coli, coagulase-positive staphylococci and psychrotrophic were 4,10;
2,38; 0,65; 2,06 and 4,02 log CFU/ml respectively. Were had not detected the presence of L.
monocytogenes and Salmonella spp. The average found were 18,30 °D to acidity, 1,030 g/mL
for density, two samples were negative for phosphatase, all show the presence of peroxidase,
6,60 to pH, 6,77 mS/cm to Conductivity, -0.562 °H to freezing point, the samples were stable
to boiling test, 3,84% to fat, 3,39% to protein, 4,31% to lactose, 12,56% to total solids, 8,73%
to non-fat solids and 24,00 mg/dL to urea. In somatic cell count 73,33% of the samples had
counts greater than 1 x 106 cells/mL. Raw goat milk produced in Parané has high coliforms
counts that indicate poor milking hygiene, despite meeting the limits of mesophilic aerobes at
most properties. All average of physicalchemical analyzes were consistent determinations of
Brazilian law.

Key words: goat milk, microbiology, indicators microorganism, composition

physicochemical.
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3.3 INTRODUCAO

O leite de cabra vem conquistando um crescente mercado, devido a suas caracteristicas
nutricionais e tecnoldgicas. Seu potencial tecnoldgico esta relacionado, principalmente, ao seu
potencial hipoalergénico, que o faz uma alternativa ao leite de vaca. O sabor ¢ a textura
também vém sendo explorados para a fabricagdo de produtos diferenciados, como queijos e
iogurtes, que apresentam uma digestdo mais facil, devido aos globulos de gordura do leite de
cabra apresentarem didmetros menores. O uso do leite de cabra na elaboracdo de derivados
lacteos permite a obtencdo de produtos com caracteristicas proprias € uma excelente
qualidade nutricional. Esses produtos apresentam um alto valor agregado, devido as
caracteristicas sensoriais particulares e ao apelo que possuem junto aos consumidores, por
serem considerados ‘“alimentos saudaveis” (MEDINA et al., 2004; SCINTU; PIREDDA,
2007).

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
(FAOSTAT, 2010), a caprinocultura leiteira estd entre as atividades rurais que mais se
destacaram mundialmente, com um crescimento de 18% entre os anos de 1997 ¢ 2007. No
Brasil, a caprinocultura leiteira ¢ uma atividade econdmica relativamente recente, e contribui
com 1,3% do leite de cabra produzido no mundo (FAOSTAT, 2010). No ano de 2006, a
producdo brasileira atingiu aproximadamente 36 milhdes de litros, sendo que o Parand
contribuiu com 358 mil litros, dos quais 130 mil litros foram beneficiados formalmente
(IBGE, 2006).

E sabido que a qualidade do leite é um dos principais problemas do leite bovino no
Brasil, interferindo negativamente na produgdo e rendimento de derivados (FAGAN et al.,
2005; MATTOS et al., 2010; NERO et al., 2005; SILVA et al., 2011). A obtencao de leite
com qualidade e seguranga depende diretamente da manutengdo de condi¢des higiénico-
sanitarias adequadas na obtenc¢dao da matéria-prima, no seu processamento € comercializagao
(RIBEIRO; RIBEIRO, 2010). Considerando essas caracteristicas e experiéncias da
bovinocultura, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu
padroes e regras para a producdo de leite de cabra em 2000, com o objetivo de melhorar a
qualidade, a saude animal, os procedimentos de ordenha, armazenamento, transporte e
condicdes de processamento do leite de cabra (BRASIL, 2000).

As condigdes higiénico-sanitarias em que ocorre a ordenha e o armazenamento do
leite, nas propriedades que exploram a caprinocultura leiteira, sdo ainda pouco estudadas no

Brasil, assim como as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas. O objetivo deste
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trabalho foi estudar as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do leite de cabra cru

produzido no estado do Parana.

3.4  MATERIAL E METODOS

Foi analisado o leite de oito propriedades rurais do estado do Parand, em quatro
repeticoes, uma a cada estagdo do ano, totalizando 32 amostras. As oito propriedades
selecionadas representam 182/1200 (15,17%) (Quadro 1) das cabras ordenhadas no estado do
Parana, e 23,45% do leite produzido no estado, quando comparadas com os dados Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (2006). As amostras de leite de cabra cru foram
coletadas do leite de conjunto logo ap6s a ordenha. As principais caracteristicas de cada
propriedade e o numero de amostras coletadas estdo detalhados no Quadro 1. As amostras de
leite foram coletadas em dois frascos plésticos estéreis de S00mL cada, transportados para as

analises em recipientes isotérmicos com gelo e processadas imediatamente apos a chegada.

Quadro 1 - Principais caracteristicas de produgdo de oito propriedades produtoras de leite de
cabra no estado do Parand, e nimero de amostras coletadas para o presente estudo, entre
Outubro de 2013 e Agosto de 2014.

Propriedade Raca dos animais Animais em Produgio Sistema de Sistema de Niuimero de
(Cidades) ¢ lactacdo (n)* diaria (L)* Ordenha estocagem amostras (n)
A Saanen/
(Florai) Anglonubianos 42 53 Manual Freezer 4
B . Saanen 48 75 Mecanica Tanquefle 4
(Arapoti) expansao
C Saanen 7 18 Manual Geladeira 4
(Arapongas)
D . .
(Tibaji) Mista 8 18 Manual Geladeira 4
E . Mista/Saanen 5 12 Manual Freezer 4
(Ireré)
F .
(Campo Largo) Saanen 11 16 Mecéanica Freezer 4
G Saanen 50 26 Mecanica TanqueNde 4
(Campo Largo) expansao
H -
(Campo Largo) Saanen 11 19 Mecanica Freezer 4

Fonte: elaborado pelo autor.
* . .
Valor aproximado, com base nos registros durante a amostragem.

Para as analises microbiologicas, todas as amostras foram preparadas em dilui¢des
decimais seriadas utilizando solucdo de NaCl 0,85% peptonada 0,1%.

As amostras foram semeadas para contagem de aerdbios mesoéfilos em placas
Petrifilm™ AC (3M, EUA), com incubagdo a 35°C por 48h. Para pesquisa de coliformes

totais e Escherichia coli, as amostras foram semeadas em Petrifilm™ EC (3M, EUA), com




39

incubagdo a 35°C por 48h. Apos a incubacdo, as colonias tipicas foram enumeradas e, ao
final, os resultados foram expressos em unidades formadoras de colonias por ml (UFC/mL).

Para enumeragdo de Staphylococcus coagulase positiva, foram seguidas as
recomendacoes da ISO 6888-2 (1999) onde 0,ImL das dilui¢des escolhidas foram semeados
em superficie, utilizando 4gar fibrinogénio plasma de coelho (RPFA) (Biomérieux”, Franga).
Apos incubacgao a 35°C por 48 horas as colonias tipicas, com halo opaco, foram enumeradas,
sendo a contagens expressa em UFC/mL.

As contagens para micro-organismos psicrotroficos foram realizadas segundo Wehr e
Frank (2004), com plaqueamento superficial de 0,1ml das diluicdes em éagar padrdo para
contagem (PCA) (Acumedia, EUA), e incubagdo em temperatura de 7°C durante 10 dias e a
contagem expressa em UFC/mL.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada segundo o protocolo ISO 6579 (2002) e a
pesquisa de Listeria monocytogenes segundo o protocolo Bacterial Analytical Manual/Food
and Drug Administration (BAM/FDA) (HITCHINS, 2003).

As andlises de acidez titulavel em graus Dornic (°D), determinacdo de densidade a
15°C, deteccao de fosfatase e peroxidase foram realizadas segundo metodologia recomendada
pela Instru¢do Normativa 68 (IN 68) (BRASIL, 2006). O pH foi aferido pelo pHmetro digital
Hanna® HI 8424 ¢ a condutividade no condutivimetro portatil Hanna® HI 8733, conforme
orientacdes do fabricante. A crioscopia foi realizada utilizando crioscopio eletrdnico digital
micro processado PZL® 7000 conforme orientagdes do fabricante, com trés repeticdes para
cada amostra. A prova da fervura para verificacdo da estabilidade do leite ao processamento
térmico foi realizada pela ebuli¢ao de 2mL da amostra em tubo de ensaio sob a chama de bico
de Bunsen, as amostras que apresentaram codagulos apos a fervura foram consideradas
instaveis.

A quantificacdo de gordura, proteina, lactose e solidos totais foi realizada no
laboratorio da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa
(APCBRH) integrante da Rede Brasileira de Qualidade do Leite, com o equipamento Bentley
2000", pela metodologia de infravermelho. A andlise de ureia e a contagem de células
somaticas (CCS) também foram realizadas no laboratério da APCBRH, sendo a ureia
realizada pelo método enzimatico automatizado no equipamento Chemspec 150° e a CCS por
citometria de fluxo no Somacount 500®. Foram analisadas 30 amostras, todas enviadas em
frascos contendo 0,02 a 0,05% de conservante bromopol® e as analises foram realizadas em

equipamentos ajustados para leite de cabra.
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A analise dos dados foi realizada com o programa Microsof Excel® 2010. Para a
realizacdo do Teste “T” os valores foram convertidos para log e constru¢do de graficos pelo
programa R.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Contagens superiores a 5,00 log UFC/mL para aerdbios mesoéfilos sdo indicativas de
falhas de higiene durante a obtencdo do leite (ROBINSON, 2002). Em nosso estudo a média
das contagens de aerdbios mesofilos foi de 4,10 log UFC/mL sendo que 12/32 amostras
(37,50%) apresentaram valores superiores a 5,00 log UFC/mL, indicando procedimentos de
higiene ineficientes durante a ordenha. Apenas as propriedades D e E apresentaram todas as
amostras com valores inferiores. A legislagdo brasileira tem como critério microbiologico
para leite cru de cabra a contagem em placas de 5 x 10° UFC/mL que equivalem a 5,70 log
UFC/mL (BRASIL,2000). Em relacao esse parametro quatro amostras estariam irregulares.
Fonseca et al. (2006) encontraram uma média de 4,30 log UFC/mL em andlise de leite de
cabra logo ap6s a ordenha, semelhante a este estudo que obteve uma média de 4,10 log/mL
(Gréafico 1). Entretanto se for considerado que as amostras do presente estudo foram colhidas

imediatamente apds a ordenha, as contagens poderiam ser superiores.

Grafico 1 - Distribuigcdes das contagens microbiologicas realizadas em 32 amostras de leite cru de
cabra de oito propriedades do estado do Parana (valores em log;o e UFC/ mL), coletadas entre outubro
de 2013 e agosto de 2014.

=
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Acribios Mesdfilos Coliformes Totais Escherichia coli Psicrotrofico Sraphiyviecoccus
coagulase positiva

Fonte: elaborado pelo autor.

Coliformes e E. coli sdo bons indicadores de qualidade higiénico-sanitaria para
alimentos. Os coliformes totais indicam a contamina¢do ambiental ¢ E. coli indica
contamina¢do fecal e o possivel risco da presenca de outros micro-organismos patogénicos
(GOTTARDI; CARDOSO; SCHMIDT, 2008). No presente estudo, todas as amostras
apresentaram contagens de coliformes a 30°C, variando entre 0,30 log a 5,60 log UFC/mL

rafico 1), sendo que amostras (50,00%) apresentaram contagens superiores a 3,00 log
Grafico 1 d 16/32 50,00% i 3,001
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UFC/mL que, segundo Martins ¢ Lima (2013), representa condi¢des higiénico-sanitarias
deficientes durante a ordenha. A presenca de E. coli foi detectada em 10/32 amostras
(31,25%), sendo que seis (18,75%) apresentaram contagens superior a 2 log UFC/mL que ¢
indicativo de falhas de higiene na obten¢do do leite (MARTINS; LIMA, 2013). A média foi
de 0,65 log UFC/mL com uma contagem maxima de 3,70 log UFC/mL. Nas propriedades E e
H (6,25%) nao foi detectado E. coli.

Staphylococcus aureus estao envolvidos em varios surtos de intoxica¢do alimentar
pelo consumo de leite e derivados, sendo o principal representante do grupo os
Staphylococcus coagulase positiva (DE BUYSER et al., 2001). Esses micro-organismos tém
grande importancia porque as enterotoxinas que produzem sao termoestaveis, e podem chegar
ao consumidor apds tratamentos térmico (SILVA et al., 2010). Os estafilococos também sao
importantes indicadores da qualidade da manipulacdo de alimentos, por serem habitantes
naturais da pele humana e de animais. As contagens médias de Staphylococcus coagulase
positiva foram de 2,06 log UFC/mL com minimo de 1,00 log UFC/mL e méaximo de 5,82 log
UFC/mL. Estes resultados foram inferiores aos encontrados no Nordeste do Brasil (6,29 log
UFC/mL) por Oliveira et al. (2011). Considera-se que alimentos com contagens a acima de
5,00 log UFC/ml sejam potencialmente capazes de causar intoxicacdo (HAYES;
FORSYTHE, 2010), situacdo encontrada em uma amostra (3,13%) nesse estudo. Porém, isso
pode ser agravado com a permanéncia prolongada do leite cru em refrigeragdo, ja que cepas
género Staphylococcus apresentam capacidade psicrotrofica (CHAMPAGNE et al., 1994).

A legislagdo brasileira ndo determina padrdo para micro-organismos psicrotroficos.
Mas com a obrigatoriedade da refrigeragdo do leite logo ap6s a ordenha, estes micro-
organismos tém seu crescimento favorecido. Em nosso estudo a média de psicrotroficos foi de
4,02 log UFC/mL, menor que a contagem de aerobios mesofilos (4,10 log UFC/ml), resultado
semelhante ao encontrado Minas Gerais, Brasil, por Yamazi et al. (2013) (4,10 log UFC/mL).
Porém, 10/32 amostras (31,25%) tiveram contagens de psicrotroficos superiores a de aerobios
mesofilos. Em caso de refrigeracdo prolongada, essa propor¢do poderia ser superior ja que
com a refrigeragdo a multiplicacdo de aerdbios mesofilos € reduzida enquanto a multiplicagao
de psicrotroficos ¢ favorecida, situagcdo nao encontrada nesse estudo devido as amostras terem
sido colhidas logo apos a ordenha. Isso indica que a microbiota natural de boa parte do leite
de cabra produzido no Parana ¢ predominantemente psicrotrofica. As bactérias psicrotroficas
tém grande importancia na qualidade do leite uma vez que boa parte destes micro-organismos
produzem enzimas lipoliticas e proteoliticas, que contribuem para a degradacdo progressiva

das proteinas e lipidios, ndo s6 durante o armazenamento, mas também depois do tratamento
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térmico porque sdo enzimas termoestaveis (RAYNAL-LJUTOVAC; GABORIT; LAURET,
2005).

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes nio foram detectadas em nenhuma amostra
analisada, resultado semelhante ao encontrado na Grécia, Portugal e Franca (MORGAN et al.,
2003). Embora nao existam muitos estudos sobre a presenca de Salmonella spp. e Listeria
monocytogens em leite cru de cabra no Brasil, Oliveira et al. (2011) encontraram Salmonella
enterica em 2/96 amostras (2,08%) ¢ ndo detectaram Listeria monocytogenes. Em leite de
vaca, estudos demonstram que a auséncia de patdégenos em leite cru estd relacionada a
competi¢cdo microbiana, principalmente promovida por bactérias acido laticas (MATTOS et
al., 2010; NERO et al., 2008).

Nao foi encontrada diferenga significativa (p < 0,005) no teste “T” entre as contagens

dos micro-organismos pesquisados quando relacionadas com a estacdo do ano (Gréafico 2).

Grafico 2 — Médias das contagens, nas quatro estagdes do ano, para micro-organismos (log UFC/mL)
e células somaticas (CCS)" (cel/mL) pesquisadas em 32 amostras de oito propriedades do estado do
Parana, entre outubro de 2013 e agosto de 2014.

8,00

6,24 6,47 6,22 6,58
6,00 4,68
- 3,71, 3,79
4,00 2 64
A8 7925 210 ,34 > 2,27
2,00 13
l 1 l””l ”‘I l““l
0,00
Primavera Verao Outono Inverno
W Aerdbios Mesofilos W Coliformes Totais
Escherichia coli | Staphylococcus coagulase positiva
W Psicrotroficos ccs

Fonte: elaborado pelo autor.
*Analise de 30 amostras. Amostras G ¢ H foram analisadas em trés repetigdes para CCS.

Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, utilizando os parametros determinados pela
Instru¢cdo Normativa 37 (BRASIL, 2000) (Tabela 1), 29/32 (90,63%) amostras apresentaram
alguma irregularidade (Grafico 3). No entanto as médias obtidas para os diversos parametros

ficou dentro dos limites legais.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas médias, desvio padrdo e mediana de 32 amostras de leite cru de cabra, coletadas em oito propriedades
do estado do Parand, no periodo de outubro de 2013 a agosto de 2014 e padrdes determinados pela IN 37.

A B C D E F G H Média Geral Mediana
Padrio’ Min
Média Média Média Meédia Média Média Média Média Média -
Max
Densidade (g/mL) 1’(;28 1,030 1,030 1,030 1,031 1,030 1,030 1,031 1,030 1,030 1,024 1030
g | oaa +0,001  +0,005 40,002 40,004 +0,001  +0,001  +0,001 0,001  +0,002 1,036 ’
Crloscopia CH) '0’250 0,558 0,561  -0.568  -0.565  -0564 -0567 0,547 0,563 0562 0516 <,
P 0550 +0,011 0,012 0,005 40,006 0,009 0,005 0,023 0,006 0,012  -0,573 ’
. . ) 19,00 1550 19,00 21,00 1850 18,00 19,00 16,80 1830 13,00
Acidez Dornic (°D) 13al8 1140 4260 4220 4350 4440  £3.00 220 =130 4290 2500 800
- ) 6,38 6,60 6,45 6,44 6,62 6,53 6,83 6,82 6,60 6,03 660
P +0,19  +025  +0,29 0,19 024 0,12  +038  +037  +030 7,39 :
Condutividade ) 6,65 7,10 7,91 6,22 6,62 6,73 6,15 6,78 6,77 5,09 6.69
(mS/cm) +0,62 +1,04 +0,57 +0,76 +0,57 +0,44 +0,18 +0,47 +0,76 8,64 ’
s 3,96 2,81 4,02 3,68 435 3,34 4,58 3,58 3,84 2,07
) e @i +0,48 0,56  +0,80 1,30 0,67 0,39 0,23 0,93 0,84 5,8 ol
. . 3,31 3,03 3,33 3,79 3,55 3,22 3,69 3,07 3,39 2,50
“Proteina (%o) Minimode2.8  [fhs 052 1038 4046 4053 024 4045  £024  +044 435 3,26
*Lactose (%) Minimo 4.3 4,39 4,16 4,07 4,79 4,43 4,14 4,24 4,22 431 3,90 106
’ +0,15  +0,17  +0,13  +024 023 0,07  +0,05 4022  +027 5,10 ’
12,67 10,9 1246 1331 1341 11,65 13,57 1183 12,56 1035
* 1 1 o - s s ’ s > ’ s H H s
Solidos totais (%) £087  £0,79  £1.03 185 122 072  +050  £129 131 1475 12,46
+SNG (%) . 8,72 8,14 8,45 9,63 9,07 8,31 8,99 8,25 8,73 7,70 i

+2,28 +0,43 +0,29 +0,76 +0,56 +0,34 +0,43 +0,40 +0,64 10,54

*Ureia (mg/ dl) i 18,18 23,76 22,87 19,96 19,43 27,03 33,45 28,32 24,00 13,36 2319
& +2,28 +13,13 0,75 5,30 +3,53 +2,56 +7,1 +10,97 +7,83 40,35 ’

Fonte: elaborado pelo autor.

'Segundo a Instrugio Normativa 37 (BRASIL, 2000).

?A faixa normal para a acidez titulavel de leite cru de cabra congelado variara de 11 a 18°D.

3Serdio admitidos valores inferiores a 2,9% para as variedades integral e semi-desnatada, mediante comprovagio de que o teor médio de gordura de um determinado rebanho
ndo atinge esse nivel.

* Analise de 30 amostras. Amostras G ¢ H foram analisadas em trés repeti¢cdes para estes componentes.
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Grafico 3 - Porcentagens de alteracdes fisico-quimicas detectadas em 32 amostras de leite cru
de cabra produzido no estado do Parana.

Proteina* - 6,67
Densidade _ 9,38
Crioscopia _ 12,50
sno* | 6 ¢
Acidez Dornic _ 43,75
tactose* | <6 7

Fonte: elaborado pelo autor.
*Analise de 30 amostras. Amostras G e H foram analisadas em trés repeticdes para estes
componentes.

A média para a acidez Dornic foi de 18,30°D, com valores entre 13 a 25°D. O padrio
estabelecido pela legislacdo ¢ de 13 a 18°D (BRASIL,2000). Em 14/32 amostras (43,75%)
analisadas, os valores foram superiores a 18°D indicando alta contaminacdo microbiana,
confirmadas pelas contagens de aerdbios mesofilos, sendo que 4 destas estavam acima de 5,7
log UFC/mL, que ¢ o padrio legal. Aerdbios mesofilos apresentam preferencialmente
metabolismo sacarolitico, ¢ degradam rapidamente a lactose, levando a formagdo de acido
latico (GOTTARDI; CARDOSO; SCHMIDT, 2008).

A média geral para densidade foi de 1,030 g/mL variando entre 1,024 a 1,036 g/mL,
sendo que 3/32 amostras (9,38%) apresentaram resultado fora do padrio estabelecido pela
legislagdo (BRASIL, 2000), as propriedades B (1,024 e 1,036 g/mL) ¢ D (1,036 g/mL). A
amostra da propriedade B que apresentou a densidade de 1,024 g/mL também teve o valor de
crioscopia (-0,546°H) inferior ao determinado pela legislagdo, indicativo da presenca de agua,
que pode ser intencional ou residuo do sistema de ordenha mecéanica. Embora a legislacao
brasileira determine o padrao de densidade de 1,028 a 1,034 g/mL (BRASIL,2000), pesquisas
em outros paises, demostraram que o leite de cabra pode variar de 1,029 a 1,039 g/mL,
sofrendo influéncias da estagdo do ano, do estado fisioldgico e da raga do animal (PARK et
al., 2007). Em nosso estudo foi acompanhada a ordenha dos animais, podendo assim, excluir-
se a fraude intencional por adicdo de 4gua e reconstituintes nas amostras que apresentaram

valores superiores a 1,034g/mL, sugerindo que as amostras com valores superiores a 1,034
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g/mL, apresentaram variagdes que ocorrem naturalmente, confirmando assim a necessidade
de mais estudos para avaliar a normalidade dos parametros do leite de cabra produzido no
Brasil.

Quanto a pesquisa da enzima fosfatase, que indica se o leite ndo sofreu nenhum
tratamento térmico prévio, duas amostras da propriedade D tiveram resultados negativos,
porém foi usado o teste colorimétrico que ndo ¢ indicado para leite de cabra, porque pode
resultar em resultados falso negativos (VARNAN; SUTHERLAND, 1994), isso ocorre
quando o teor de fosfatase ¢ muito pequeno, o que ¢ caracteristico do leite de cabra
(ROSEIRO; BARBOSA, 1995). As amostras foram todas positivas para a pesquisa de
peroxidase, demonstrando que nenhuma amostra sofreu aquecimento superior a 80° C.

O valor encontrado para o pH variou entre 6,03 a 7,39, com uma média de 6,60, que
esta dentro da faixa de normalidade para leite de cabra que, segundo Park et al. (2007) ¢ de
6,50 a 6,80. Para condutividade, encontrou-se valores entre 5,09 a 8,64 mS/cm com uma
média de 6,77 mS/cm, valor semelhante aos 6,95 mS/cm encontrados por Park (1991).

Na crioscopia os valores foram de -0,516 a -0,573°H e média de -0,562°H, média
dentro do valor estabelecido para leite de cabra (Tabela 1) (BRASIL,2000). Outros
pesquisadores encontraram médias semelhantes a este estudo: Andrade et al. (2008)
encontraram -0,553°H em Minas Gerais e Prata et al. (1998) encontraram -0,574°H no
sudeste do Brasil. Mayer e Fiechter (2012) na Austria encontraram uma média inferior aos
relatos do Brasil (-0542°H). O ponto de congelamento ou indice crioscopico do leite ¢ uma
prova de alta sensibilidade para determinar a presenca de agua no leite (SLAGHUIS, 2001).
Porém, este parametro sofre influéncia da raca, estagio e numero de lactacdo, ocorréncia de
mastite subclinica, deficiéncias nutricionais, ingestdo de 4gua, condi¢des climaticas, estresse
térmico, as influéncias sazonais, a presenca de CO; no leite, além de variacdes regionais
(JANSTOVA et al., 2007). Nesta pesquisa quatro amostras de trés diferentes propriedades
apresentaram valores inferiores a -0,550°H, A (-0,544), B (-0,546°H) ¢ H (-0,543 ¢ -0,516°H).
Trés amostras apresentaram valores muito préximos ao padrdo. Porém, devido aos diversos
fatores que podem influenciar o ponto de congelamento, se faz necessario outros estudos de
normalidade da crioscopia no estado do Parana. As propriedades B ¢ H possuiam sistema de
ordenha mecanica que, por problemas do equipamento, poderiam deixar agua residual passar
para o leite.

O leite de cabra apresenta menor estabilidade térmica, devido a propria constitui¢ao de
suas micelas, devido a maiores concentragdes de calcio e fésforo inorganicos em relagao as de

origem bovina (JENNESS, 1980). Por isso, a legislagao brasileira (BRASIL,2000) nao
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recomenda o teste do alizarol para verificagdo da estabilidade térmica do leite de cabra, sendo
assim, em nosso estudo verificamos a estabilidade térmica utilizando a prova da fervura, onde
todas as amostras foram estdveis demonstrando que este teste pode ser uma alternativa para a
industria.

Cinco amostras de quatro diferentes propriedades apresentaram valores inferiores a
3,00% de gordura, valor determinado pela legislacdo, embora a média encontrada (3,84%)
esteja de acordo com o valor 3,80% para o leite de cabra descrito na literatura (PARK et al.,
2007). O valor minimo foi de 2,07% e maximo de 5,18%. Resultados semelhantes foram
encontrados na Noruega (3,83%) (SKEIE, 2014) e na regido sudeste do Brasil (3,74%)
(PRATA et al., 1998). Porém, valores superiores foram encontrados na Grécia (4,8%) e em
Portugal (4,27%) (MORGAN et al., 2003). J4 na Fran¢a e na regido nordeste do Brasil, os
pesquisadores encontraram valores inferiores, 3,44% e 3,4% respectivamente (MORGAN et
al., 2003; QUEIROGA et al., 2007), essas variacdes ocorrem porque o teor de gordura ¢
influenciado por muitos fatores: estacdo do ano, estagio da lactagdo, raca e o tipo de
alimenta¢do (SCINTU; PIREDDA, 2007).

O leite de duas propriedades apresentou valores inferiores ao minimo de proteina
estabelecido pela legislacdo de 2,8%. Foram as propriedades B (2,5%) e H (2,73%). Porém, a
média foi de 3,39% (com valores entre 2,50 a 4,35%), resultado proximo aos encontrados em
outros estudos por Kondyli et al. (2012) na Grecia, por Morgan et al. (2003) na Franca, por
Prata et al. (1998) no sudeste do Brasil e por Skeie (2014) na Noruega que obtiveram 3,44;
3,26; 3,27 e 3,09 respectivamente. O teor de proteina como o de gordura, sofre influéncia da
raga, estagdo do ano, genética e alimentacao (ILOEJE; VAN VLECK; WIGGANS, 1981;
MORGAN et al., 2003; PERIS et al., 1997).

Os leites de cabra analisados apresentaram valores de lactose oscilando de 3,90 a
5,10% ¢ média de 4,31%, semelhante aos relatados de Queiroga et al. (2007) no nordeste do
Brasil, Morgan et al. (2003) em Portugal, Skeie (2014) na Noruega e Prata et al. (1998) no
sudeste do Brasil que obtiveram 4,10; 4,21; 4,32; e 4,35 respectivamente. Em 17/30 amostras
(56,67%), de oito propriedades, os valores foram inferiores a 4,3%, valor estabelecido pela
legislacdo (BRASIL,2000). E em apenas uma propriedade (D), os valores de lactose foram
todos superiores a 4,3%. Silanikove et al. (2010) relataram que a média desejavel de lactose
para leite de cabra ¢ 4,1%, utilizando este valor como pardmetro cinco amostras ainda
estariam irregulares. Apesar desta variagdo a lactose ¢ um dos nutrientes mais estaveis na

composi¢ao quimica do leite e estd diretamente relacionado a regulagdo da pressdo osmética,
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de modo que maior producdo de lactose determina maior producao de leite (QUEIROGA et
al., 2007).

Embora a representacdo média de sélidos ndo gordurosos (SNG) tenha sido superior
(8,73%) aos 8,20% determinados na legislacdo (BRASIL,2000) com variagdo entre 7,70 a
10,54%, oito amostras tiveram valores inferiores.

A média para ureia apresentou uma grande variagdo,13,36 a 40,35 mg/dL, com uma
média de 24,00 mg/dL, valor inferior ao encontrado na Austria que foi de 33,5 mg/dL
(MAYER; FIECHTER, 2012). No entanto, ndo ha pardmetro de normalidade para este item,
fortemente relacionado ao contetido proteico da alimentagao.

A contagem de células somaticas (CCS) estd demonstrada na Tabela 2. A CCS ¢
utilizada como indicador de qualidade do leite de cabra (HAENLEIN, 1996), uma vez que ¢
influenciada pela sanidade da glandula mamaria dos animais e pelos fatores que auxiliam a
manter a sanidade como a higiene na ordenha. Em muitos paises define-se o prego pago pelo
leite a partir dos valores de CCS (RAYNAL-LJUTOVAC; GABORIT; LAURET, 2005). O
Brasil, assim como a Unido Europeia, ainda ndo possui pardmetro para CCS. Leitner,
Silanikove e Merin (2008) em Israel propuseram um sistema de avaliagdo de CCS para
pagamento de leite cru de cabra, onde classificaram o leite: alta qualidade <8 x 10° cel/mL,
associado com a infecgdo de aproximadamente 25% do rebanho; média qualidade <1,5 x 10°
cel/mL, associado a taxa de infeccdo entre 25 e 50%; baixa qualidade >1,5 x 10° cel/mL,
associado 4 taxa de infecgdo acima de 50% e leite contendo >3,5 x 10° cel/mL, que nio deve
ser aceito para o consumo humano. Comparando os resultados com o esquema proposto,
aproximadamente 23,33% das amostras estariam improprias para o consumo apresentando
valores superiores 3,5 x 10° cel/mL, e segundo a legislagdo dos Estados Unidos, que tem
como padrio 1,0 x 10° (CHEN et al., 2010), 73,33% das amostras do presente trabalho

estariam fora do pardmetro estabelecido.

Tabela 2 - Contagens de Células Somaticas (CCS) em 30 amostras de leite de cabra de oito
propriedades localizadas no estado do Parana, colhidas entre outubro de 2013 e agosto de
2014.

Amostras de leite de cabra

Contagem de células somaticas (cel /mL)

N %
<84 x 10° 6 20,00
84x10° F1,0x 10° 2 6,67
1,0x10° F1,5x 10° 5 16,67
1,5x10° F3,5x 10° 10 33,33
>3.5x% 10° 7 23,33
Total 30 100

Fonte: elaborado pelo autor.
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3.6 CONCLUSAO

O leite cru de cabra produzido no Parand apresenta baixa qualidade. As altas
contagens de coliformes indicam higiene precaria na ordenha, apesar dos limites de aerdbios
mesofilos terem sido atendidos na maioria das propriedades.

Embora 90,63% das amostras tenham apresentado alguma alteracdo fisico-quimica,
quando comparadas com a legislagdo brasileira para leite de cabra, a grande oscilacdo nos
resultados das andlises fisico-quimicas e a impossibilidade de que sejam atribuidos a fraudes,
indicam que sdo necessarios mais estudos para a determinagdo de parametros que reflitam as
condigdes brasileiras de produgado de leite caprino.

Sdo necessarios outros estudos sobre a normalidade da quantidade de CCS em leite
caprino, de forma que se possa estabelecer pardmetros ainda ndo exigidos pela legislacao

brasileira.
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MICRO-ORGANISMOS DETERIORANTES EM LEITE CRU DE CABRA

4.1 RESUMO

A caprinocultura leiteira esta entre as atividades rurais que mais se destacaram mundialmente,
com um crescimento de 18% entre os anos de 1997 e 2007. Isso ¢ principalmente relacionado
ao fato deste produto apresentar uma composicdo quimica rica em nutrientes e elevada
digestibilidade. O leite ¢ um produto perecivel, sujeito a rapida deterioragdo. Com a
refrigeracdo, o problema da acidificacdo do leite foi controlado, uma vez que o crescimento
de bactérias acido laticas e/ou outras bactérias mesofilas, diminuiu. Entretanto, a permanéncia
do leite em temperatura de refrigeragao por periodos prolongados, favorece o crescimento de
bactérias psicrotroficas. Uma das principais causas de deterioragdo no leite refrigerado, ¢ a
presenga de proteases e lipases produzidas por bactérias psicrotroficas, que sdo enzimas
termoestaveis e resistem ao tratamento térmico. Dentre os psicrotréficos, os micro-
organismos do género Pseudomonas spp. sdo os mais importantes agentes de deterioragdo do
leite, mas bactérias do género Bacillus spp. também sao produtores de enzimas proteoliticas e
lipoliticas. Termoduricos também s3o importantes deteriorantes, uma vez que constituem a
microbiota remanescente ao tratamento térmico. O objetivo deste trabalho foi pesquisar
micro-organismos deteriorantes em amostras de leite cru de cabra produzidos no estado do
Parana. Foi analisado o leite de oito propriedades rurais do estado do Parana, em quatro
repeti¢des, uma a cada estagdo do ano, totalizando 32 amostras. Foram quantificados micro-
organismos proteoliticos, psicrotroficos, Pseudomonas spp., termoduricos mesofilos e
termoduricos psicrotroficos, e realizou-se a prova da lactofermentacdo. A média das
contagens para micro-organismos deteriorantes foram 4,43; 4,02; 2,43; 2,02; e 1,28 log
UFC/mL para proteoliticos, psicrotroficos, Pseudomonas spp., termoddricos mesofilos e
psicrotroficos respectivamente. A prova de lactofermentacdo demonstrou uma predominancia
de micro-organismos proteoliticos. O leite da maioria das propriedades estudadas apresenta
altas contagens de micro-organismos psicrotroficos e proteoliticos, resultando em uma
matéria prima que tende a rapida deterioragdo e oferece baixo rendimento na fabricagdo de
derivados.

Palavras chave: Leite de cabra, micro-organismos deteriorantes, psicrotroficos,

Pseudomonas spp.
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SPOILAGE MICROORGANISMS IN RAW GOAT MILK

4.2  ABSTRACT

The dairy goat is among the rural activities that stood out worldwide, with a growth of 18%
between the years 1997 and 2007. This is mainly related to the fact that this product has a rich
chemical composition in nutrients and high digestibility. However, the milk is quickly
perishable product subject to spoilage. With the cooling of raw milk, raw milk acidification
caused by the growth of lactic acid bacteria and /or other mesophilic bacteria was decreased.
However, with the permanence of milk at refrigerator temperatures for prolonged periods,
allows growth of psychrotrophic bacteria. A major cause of deterioration in the refrigerated
milk is the presence of proteases and lipases produced by psychrotrophic bacteria, enzymes
that are thermostable and resistant to heat treatment. Among the psychrotrophic, the
microorganisms Pseudomonas spp. are the most important agents of deterioration of milk.
The thermoduric microorganisms are also important spoilage, since it constitutes the
remaining heat treatment microbiota. The aim of this study was to investigate spoilage
microorganisms in samples of raw goat milk produced in the state of Parana. Milk from eight
farms in the state of Parand was analyzed in four replicates, one every season, totaling 32
samples. Microbiological analyzes were carried out, counts for microorganisms, proteolytic,
psychrotrophic, Pseudomonas spp., thermoduric mesophilic and thermoduric psychrotrophic,
and lactofermentation test. The average counts for spoilage microorganisms were 4,43; 4,02;
2,43; 2,02; and 1,28 log CFU/mL for proteolytic, psychrotrophic, Pseudomonas spp.,
thermoduric mesophilic and psychrotrophic respectively. Evidence lactofermentation test
showed a predominance of proteolytic microorganisms. The milk of most studied property
shows high counts and proteolytic psychrotrophic microorganisms, resulting in a raw material
which tends to rapid deterioration and gives low yields in the manufacturing thereof.

Key words: Goat milk, spoilage microorganisms, psychrotrophic, Pseudomonas spp.
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43  INTRODUCAO

Segundo dados da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
(FAOSTAT, 2010), a caprinocultura leiteira estd entre as atividades rurais que mais se
destacaram mundialmente, com um crescimento de 18% entre os anos de 1997 e 2007. Estes
resultados sdo principalmente relacionados ao fato deste produto apresentar uma composicao
quimica rica em nutrientes e elevada digestibilidade (PELLEGRINI et al., 2012). Contudo, o
leite ¢ um produto rapidamente perecivel, sujeito a deterioragao.

A deterioracdo de um produto ¢ caracterizada por danos fisicos, mudangas quimicas
como oxidagdo, mudangas de cor, ou aparecimento de sabores e de odores desagradaveis
resultantes do crescimento microbiano que € a causa mais comum de deterioragdo (GRAM et
al., 2002).

A deterioracdo microbiana do leite pode afetar gravemente a qualidade e o rendimento
dos produtos lacteos, devido as alteracdes provocadas pelos micro-organismos e seus
metabolitos (MACHADO; BAZZOLLI; VANETTI, 2013).

Com a refrigeragdo do leite cru, controlou o crescimento dos microrganismos aerobios
mesofilos e a acidificacdo do leite cru causada pelo crescimento de bactérias acido laticas e/ou
outras bactérias mesofilas (SAMARZIJA; ZAMBERLIN; POGACIC, 2012). Entretanto, com
a permanéncia do leite a temperaturas de refrigeracdo por periodos prolongados, tem sido
notada a substituicdo da microbiota deteriorante mes6fila por uma microbiota de bactérias
psicrotroficas (ZENI et al., 2013).

Uma das principais causas de deterioracdo do leite refrigerado ¢ a presenca de
proteases que sdo enzimas que degradam proteina e muitas bactérias presentes no leite cru
refrigerado sdo capazes de produzir essas enzimas (BENDICHO et al., 2002). Boa parte das
bactérias psicrotroficas, além da capacidade de se multiplicarem em temperatura de
refrigeracdo, produzem tanto proteases como lipases termoestaveis (MARCHAND et al.,
2009; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; TEH et al.,, 2011). Dentre os psicrotroficos, os
micro-organismos do género Pseudomonas sdao os mais importantes agentes de deterioragao
do leite (FUQUAY; FOX; MCSWEENEY, 2011). No entanto outros micro-organismos sao
considerados importantes produtores de enzimas termoestaveis como os do género Bacillus e

Paenibacillus (IVY et al., 2012).
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Os micro-organismos termoduricos, que sdo aqueles que conseguem sobreviver ao
tratamento de pasteurizagdo, também sdo importantes deteriorantes, uma vez que constituem a
microbiota remanescente ap6s tratamento térmico (THOMAS; PRASAD, 2014).

Assim a deterioracdo do leite refrigerado ¢ determinada principalmente por micro-
organismos produtores de proteases e lipases termoestaveis no leite cru e pela microbiota
termodurica.

O objetivo deste trabalho foi pesquisar micro-organismos deteriorantes do leite cru de

cabra produzidos no estado do Parana.

44  MATERIAL E METODOS

Foi analisado o leite de oito propriedades rurais do estado do Parana, nos municipios
de ... em quatro repeticdes, uma a cada estagdo do ano, totalizando 32 amostras. As
propriedades selecionadas sdo responsaveis por cerca de 23% do leite de cabra produzido no
Parana (XL/1200L). As amostras de leite cru de cabra foram coletadas do leite de conjunto
logo ap6s a ordenha, utilizando-se frascos plasticos estéreis, transportados para as anélises em
recipientes isotérmicos com gelo e processadas imediatamente ap6s a chegada.

Para as andlises microbioldgicas todas as amostras foram preparadas em dilui¢des
decimais seriadas utilizando solucao de NaCl 0,85% peptonada 0,1%, exceto para pesquisa de
Pseudomonas spp..

As contagens para micro-organismos proteoliticos, psicrotroficos, termoduricos
mesofilos e termoduricos psicrotroficos foram realizadas segundo Wehr e Frank (2004),
sendo feito plaqueamento superficial de 0,1ml das diluigdes escolhidas e a contagem expressa
em UFC/mL. Para psicrotroficos as diluicdes foram semeadas em agar padrao para contagem
(PCA) (Acumedia®, EUA), e incubadas a 7°C durante 10 dias. A contagem de micro-
organismos proteoliticos foi realizada utilizando 4gar leite (Acumedia™, EUA) suplementado
com leite em p6 desnatado (10% v/v, Molico® Nestlé, Brasil), seguido de incubagio a 30°C
por 72 horas. As coldnias que produziram halo de degradagdo da proteina foram enumeradas.
Para a contagem de micro-organismos termoduricos mesoéfilos e termoduricos psicrotroficos,
uma aliquota de 5ml da amostra analisada foi aquecida em tubo estéril em banho-maria a
62,8°C durante 30 minutos e logo resfriada a 10°C, e semeada em agar PCA seguindo-se
incubagdo a 36°C por 48 horas para a contagem de termoduricos mesofilos e 7°C por 10 dias

para termoduricos psicrotroficos.
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Para enumeragdo de Pseudomonas spp. foram seguidas as recomendag¢des da ISO
11059 (2009), as amostras foram diluidas em 4gua peptonada tamponada (Oxoid®, Inglaterra)
e 0,ImL das dilui¢des escolhidas foram semeadas em superficie, utilizando agar penicilina
pimaricina (PPA), confeccionado com Pseudomonas éagar base (Ox0id®, Inglaterra) mais
100.000 UI/L de penicilina G (Sigma Aldrich®, EUA), e 0,01g/L de pimaricina (Coalhopar F-
E-B Biotecnologia®, Brasil). Apos incubagdo a 25°C por 48 horas, pelo menos cinco coldnias
de cada placa foram confirmadas pela coloragdo de Gram, prova de oxidase e fermentacdo da
glicose. Foram consideradas para as contagens proporcionais de Pseudomonas, as colonias
oxidase positivas, ndo fermentadoras de glicose, que apresentaram morfologia de bacilos
Gram negativos. A propor¢ao de colonias consideradas Pseudomonas spp. nas provas
confirmatorias, foi aplicada a contagem total obtida nas placas e os resultados foram
expressos em UFC/mL.

A prova da lactofermentacdo foi baseada na metodologia descrita por Behmer (1999).
Onde coagulos pequenos e retraidos na parede do tubo, com grande separacao de soro foram
classificados como digeridos. Codgulos com presenga de bolhas e orificios formados pela
producdo de gés pela microbiota presente foram classificados como esponjosos. Codgulos
perfeitos, sem separagdo de soro e lisos foram classificados como gelatinosos. Finalmente,
tubos que nao apresentaram coagulagdo do leite foram classificados como liquidos.

A analise estatistica foi realizada com o programa Microsof Excel® 2010. Para a

realizacdo do Teste “T” os valores foram convertidos para log.
4.5  RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras apresentaram micro-organismos proteoliticos (Tabela 1), sendo que
65,73% das amostras apresentaram contagens superiores a 4,00 log UFC/mL (Tabela 2), com
uma contagem média de 4,43 log UFC/mL. Bactérias proteoliticas sdo importantes na
determina¢do da vida util do leite, porque degradam a proteina, um dos mais importantes
nutrientes do leite e promovem sedimenta¢do e diminui¢ao do rendimento na fabricagdo de

derivados.
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Tabela 1 - Média e + desvio padrao das contagens de micro-organismos deteriorantes
realizadas em 32 amostras de leite cru de cabra de oito propriedades do estado do Parand
(valores em log;oe UFC/ mL), entre Outubro de 2013 e Agosto de 2014.

roe . . Termoduricos Termoduricos
Proteoliticos Psicrotroficos Pseudomonas Mes6fi . 5fi
Propriedade esofilos Psicrotroficos
Média Média Média Média Média
A 5,21 433 1,51 2,40 1,00
+0,55 +0,41 +1,02 +0,86 +0,00
B 4,77 4,44 2,93 1,87 1,27
+0,92 +0,71 +1,30 +0,16 +0,43
C 42 2,98 1,41 2,38 1,00
+0,22 +0,36 +1,03 +0,62 +0,00
D 3,88 3,53 1,02 2,11 1,27
+0,79 +1,23 +0,46 +0,66 +0,53
E 3,71 3,00 1,20 1,32 1,53
+0,54 +0,41 +0,23 +0,56 +0,83
F 4,59 5,18 2,68 2,23 1,42
+1,43 +1,93 +2.00 +0,53 +0,57
G 4,68 3,92 4,45 2,18 1,86
+1,71 +2,65 +0,85 +0,55 +1,03
H 4.4 4,74 426 1,65 0,92
+0,63 +0,72 +0,59 +0,69 +0,15
Média 443 4,02 2,43 2,02 1,28
+0,49 +0,80 +1,37 +0,38 +0,32
Mediana 442 4,15 1,56 1,88 1,00

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 2 - Distribuicao da frequéncia dos micro-organismos deteriorantes pesquisados em 32
amostras de leite cru de cabra produzido nos estados do Parand, entre o periodo de Outubro de
2013 e Agosto de 2014.

Intervalos  Proteoliticos Psicrotroficos Pseudomonas TermOflurlcos Termodl}rlcos
(log Mesofilos Psicrotroficos
UFC/mL) Ne° % Ne° % Ne° % Ne° % Ne° %
<2 0 0,00 2 6,25 16 50,00 18 56,25 28 87,51
2 |:3 2 6,25 5 15,62 1 3,12 11 34,38 3 9,37
314 9 28,12 8 25,00 7 21,88 3 9,37 1 3,12
4 I: 5 12 37,50 11 34,38 6 18,75 0,0 0,00 0 0,00
516 7 21,88 4 12,50 2 6,25 0,0 0,00 0 0,00
>6 2 6,25 2 6,25 0 0,00 0,0 0,00 0 0,00
Total 32 100 32 100 32 100 32 100 32 100

Fonte: elaborado pelo autor.

As contagens de micro-organismos psicrotroficos apresentaram valores entre 1,00 a
7,73 log UFC/ mL (Tabela 1), tendo como média 4,02 log UFC/mL, média semelhante a
encontrada em leite cru de cabra por Yamazi et al. (2013) em Minas Gerais e em uma
propriedade do estado de Sao Paulo por Fonseca et al. (2006) que foram 4,10 e 4,20 log
UFC/mL respectivamente. A partir da implantagdo de sistemas de refrigeracao do leite, esses
micro-organismos se tornaram importantissimos do ponto de vista de deterioragdo do leite,
uma vez que sdo capazes de crescerem e se multiplicarem em temperatura de refrigeracao,

produzindo proteases e lipases termoestaveis (MATTOS et al., 2010; PERRY, 2004). Essas
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enzimas causam problemas relacionados a qualidade dos produtos lacteos, como alteragao de
sabor ¢ odor do leite, perda de consisténcia, gelatinizagdo e sedimentagdo ao longo da vida
util do leite UHT (IZIDORO et al., 2013; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006; RAYNAL-
LJUTOVAC; GABORIT; LAURET, 2005).

Adams, Barach e Speck (1975) consideraram que quantidades de bactérias
psicrotroficas acima de 4,00 log UFC/mL sao suficientes para produzir alteragdes de aroma e
sabor do leite, encurtando a vida util do mesmo. Em nosso estudo 53,13 % das amostras
apresentaram valores superiores a 4,00 log UFC/ mL (Tabela 2).

Pseudomonas spp. ¢ o micro-organismo psicrotrofico que possui maior atividade
proteolitica e lipolitica no leite, na faixa de temperatura de 4°C a 7°C (NORNBERG et al.,
2010). Em nosso estudo encontramos uma média de 2,43 log UFC/mL de Pseudomonas spp.,
com uma contagem minima de 1,00 log UFC/mL e uma maxima de 5,57 log UFC/mL (Tabela
1). Kondyli et al. (2012) em estudo com leite cru de cabra na Grécia encontraram valores
médios de 3,97 e 4,54 log UFC/mL, valores superiores a este estudo. A principal fonte de
contaminacdo de Pseudomonas spp. € a agua com tratamento inadequado (FAGUNDES et al.,
2006). Devido a grande capacidade de producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas,
Pseudomonas spp ¢ considerada o principal deteriorante do leite cru refrigerado ¢, mesmo em
pequenas quantidades pode comprometer a qualidade do leite, acelerando sua deterioragao.

A média das contagens para micro-organismos termoduricos mesofilos foi 2,02 log
UFC/mL e para termoduricos psicrotroficos 1,28 log UFC/mL (Tabela 1). Esses micro-
organismos sdo importantes porque sao deteriorantes do leite e resistem a pasteurizacao,
constituindo a microbiota remanescente. A vida util do leite serd inversamente proporcional a
magnitude desta microbiota. Os termoduricos tém o potencial de afetar negativamente a
qualidade e vida de prateleira dos produtos (BUEHNER; ANAND; GARCIA, 2014;
THOMAS; PRASAD, 2014). Além de serem micro-organismos deteriorantes de grande
importancia eles também servem como micro-organismos indicadores, sendo encontrados no
solo, no material de cama e na alimentacdo, e contaminam os tetos que, em casos de
procedimentos higiénicos inadequados contaminam o leite cru (GLEESON; O’CONNELL;
JORDAN, 2013). Quatro amostras apresentaram contagens superiores a 3,00 log UFC/mL
para micro-organismos termoduricos, sendo trés para termoduricos mesoéfilos e uma para
termodurico psicrotrofico (Tabela 2). Contagens acima de 3,00 log/mL de termoduricos sdo
indicativo de problemas de higiene na obtencdo de leite (FUQUAY; FOX; MCSWEENEY,
2011). Paises como Canadé, Australia, Nova Zelandia e Noruega utilizam esses limites como

bonificagdo para o pagamento do leite.
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Na prova de lactofermentacdo (Grafico 1) 21/32 amostras (65,63%) apresentaram
coagulos digeridos, indicativo de predominancia de micro-organismos proteoliticos, o que €
confirmado pelas altas contagens de micro-organismos proteoliticos obtidas, indicando que o
leite resultard em baixo rendimento para a industria de derivados. Em 4/32 amostras (12,50%)
foi observado a formagao de codgulo liquido, o que pode sugerir a presenga de inibidores de
crescimento microbiano (PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006). Coagulos liquidos também
podem ocorrer devido a baixo nimero de bactérias, o que ndo foi observado nesse trabalho
(ROBINSON, 2002). Também ocorreu em 4/32 amostras (12,50%) de trés propriedades a
presenca de coagulo gelatinoso, que ¢ um indicativo de predominancia de bactérias acido
lacticas que correspondem ao tipo de coagulo desejado pelas industrias (PINTO; MARTINS;
VANETTI, 2006). Em 3/32 amostras (9,37%) foi observado a formagao de coagulo esponjoso
que ¢ caracteristico da predominancia do grupo coliforme, resultado da falta de higiene na

ordenha.

Grafico 1 — Percentual dos tipos de codgulos formados na prova de lactofermentagdo, em 32
amostras de leite cru de cabra, coletadas de oito propriedades do estado do Parana entre
Outubro de 2013 a Agosto de 2014.

Esponjoso 9,37%

Gelatinoso 12,50%

Liquido 12.50%

Fonte: elaborado pelo autor.

Diferenga estatistica em relacdo a contagem de micro-organismos relacionados a
estacdo do ano s6 foi observada nas médias de termoduricos mesofilos (Grafico 2), que foi
maior no outono (p < 0,05). Esse resultado estd em concordancia com outros pesquisadores,
que relatam que as contagens de micro-organismos termoduricos tém uma flutuagdo sazonal,
apresentando contagens maiores no verdo ¢ no outono (THOMAS et al., 1952). Isso pode
estar relacionado ao fato de importantes representantes desse grupo serem bacilos Gram
positivos, micro-organismos esporulados frequentes no solo, feno, fezes ressecadas, po de
silagem. O clima seco, frequente no outono e verdo, facilitaria a contaminagdo dos animais e

do ambiente de ordenha.
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Grafico 2 - Médias das contagens, nas quatro estacdes do ano, para micro-organismos
deteriorantes (log UFC/mL) pesquisados em 32 amostras de leite cru de cabra de oito
propriedades do estado do Parand, entre outubro de 2013 e agosto de 2014.
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Fonte: elaborado pelo autor.

46 CONCLUSAO

O leite da maioria das propriedades estudadas apresentaram altas contagens de micro-
organismos psicrotroficos e proteoliticos, resultando em uma matéria prima que tenderd a
rapida deterioragdo, e como consequéncia curta vida util do leite fluido, baixo rendimento na
fabricagdo de derivados e defeitos tecnoldgicos como a geleificagio do leite UHT.

A maioria das propriedades apresentou contagens aceitaveis de micro-organismos
termoduricos, indicando que a deterioracdo do produto terd como causa principal as enzimas
proteoliticas e lipoliticas produzidas por micro-organismos psicrotréficos e proteoliticos no
leite cru, como a pseudomonas.

Sdo necessarios outros estudos que determinem a origem dos microrganismos
deteriorantes e permitam o desenvolvimento de praticas que controlem a contamina¢do do

leite por estes microrganismos, melhorando sua qualidade e aumentando sua vida util.
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5 CONCLUSAO

O leite cru de cabra produzido no Parand apresenta limites de aerdbios mesofilos
dentro dos padrdes legais. Apesar disso, as altas contagens de coliformes indicam higiene
precaria na ordenha.

Micro-organismos proteoliticos predominam na microbiota das amostras de leite de
cabra estudadas, determinando uma rapida deterioracdo do produto, além de baixo rendimento
na fabricagdo de derivados como o queijo e possiveis defeitos sensoriais.

A maioria das propriedades apresentou contagens aceitaveis de micro-organismos
termoduricos, indicando que a deterioragao do produto terd como causa principal as enzimas
proteoliticas e lipoliticas produzidas por micro-organismos psicrotroficos e proteoliticos no
leite cru, como a pseuddémonas spp.. No entanto, os dados sobre micro-organismos
deteriorantes em leite de cabra ainda sdo escassos, necessitando de mais estudos para
determinar quais os principais géneros e espécies deteriorantes e a origem da contaminagao.

A qualidade fisico-quimica manteve-se dentro dos padrdoes determinados pela
legislacdo. Porém, foi observado variagdes circunstanciais entre as amostras quanto a lactose,
proteina, gordura, demonstrando a necessidade de mais estudos sobre a normalidade da

composi¢ao fisico-quimica do leite de cabra.
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APENDICE A
Contagens de micro-organismos aerobios mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli, termoduricos mesoéfilos, termodiricos psicrotroficos, psicrotroficos,
Staphylococcus coagulase positiva, Pseudomonas spp., proteoliticos e a prova de lactofermentagdo em leite cru de cabra, de oito propriedades do estado do
Parana, entre o periodo de Outubro de 2013 a Agosto de 2014.

Tabela 1 - Contagens de micro-organismos aerobios mesoéfilos, coliformes totais, Escherichia coli, termoduricos mesofilos, termoduricos psicrotroficos,
psicrotroficos, Staphylococcus coagulase positiva, Pseudomonas spp., proteoliticos e a prova de lactofermentagdo em leite cru de cabra, de oito propriedades
do estado do Parand na primavera.

Amostra ﬁz:g%iﬁ) Ss Co_ij(f(t);il?es E.coli  Lactofermentagido Te]\rdrgsogg lr(i)co E:{:ggggzg Psicrotrofico cgsg?zﬁ:;%(:s?gia Pseudomonas spp.  Proteoliticos

A 490.000 70 70 Digerido 795 10 44.500 10 <10 420.000

B 3.900 10 10 Digerido 50 <10 2.500 55 <10 3.650

C 580.000 2.500 2.500 Digerido 240 <10 2.050 3.050 5 25.500

D 1.700 2.040 580 Digerido 60 <10 8.200 45 <10 19.500

E 25.300 4 <1 Digerido <10 590 1.100 70 <10 6.500

F 54.000 3.800 <1 Digerido 195 30 179.000 400 <10 90.000

G 20.000 1.400 <1 Esponjoso 70 50 260.000 44.000 3.833 315.000
31.900 840 <1 Digerido <10 <10 21.600 10 15.840 5.000

Tabela 1 - Contagens de micro-organismos aerobios mesoéfilos, coliformes totais, Escherichia coli, termoduricos mesofilos, termoduricos psicrotroficos,
psicrotroficos, Staphylococcus coagulase positiva, Pseudomonas spp., proteoliticos e a prova de lactofermentagdo em leite cru de cabra, de oito propriedades
do estado do Parana no verao.

Amostra ﬁz;zlgﬁ) SS Co_}j(t;?g;les E.coli  Lactofermentagdo T?E;)gg lr(i)co ;:Egsggzg Psicrotrofico CE;ZET;ISI:;%CSCiEia Pseudomonas spp.  Proteoliticos
A 110.000 21.000 <1 Digerido 50 <10 43.500 10 <10 90.000
B 20.000 1.720 120 Digerido 75 <10 38.500 200 4.729 45.000
C 16.400 5.000 5.000 Liquido 40 <10 300 64.000 <10 19.500
D 13.000 41 <1 Digerido 160 115 18.500 10 48 46.000
E 14.000 360 <1 Digerido 75 15 3.650 450 26 27.000
F 13.100 2 <1 Digerido 30 <10 1.300 10 <10 1.200
G 2.200.000 58.000 200 Digerido 970 2.230 6.300.000 1.000 373.800 1.000.000
H 420.000 12.700 <1 Digerido 15 <10 480.000 10 97.500 100.000
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Tabela 2 - Contagens de micro-organismos aerobios mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli, termoduricos mesoéfilos, termoduricos
psicrotroficos, psicrotroficos, Staphylococcus coagulase positiva, Pseudomonas spp., proteoliticos e a prova de lactofermentacdo em leite cru de
cabra, de oito propriedades do estado do Parané no outono.

Amostra ﬁzgglgﬁ) SS Coﬁ}iif[);r;les E.coli Lactofermentagdo Tel\r/[rzsgglr(i)co g:{gggﬁggg Psicrotrofico coszigﬁgslgcpoocsﬁ:f/a Pseudomonas spp.  Proteoliticos
A 230.000 2.270 210 Digerido 2.305 <10 5.900 10.500 <10 500.000
B 140.000 5.000 <1 Digerido 120 80 100.500 300 5.600 135.000
C 110.000 8 <1 Gelatinoso 1.355 <10 950 661.000 <10 15.500
D 10.000 8 <1 Gelatinoso 1.000 10 17.400 45 1 5.500
E 1.700 13 <1 Liquido 50 15 400 <10 10 1.600
F 11.300 1.300 <1 Liquido 490 <10 40.000 <10 5.428 8.500
G 250.000 360 <1 Gelatinoso 70 25 300 2.300 11.929 110.000
H 9.500 1.240 <1 Digerido 90 5 10.950 60 3.500 11.000

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 3 - Contagens de micro-organismos aerobios mesofilos, coliformes totais, Escherichia coli, termoduricos mesoéfilos, termoduricos
psicrotroficos, psicrotroficos, Staphylococcus coagulase positiva, Pseudomonas spp., proteoliticos e a prova de lactofermentacdo em leite cru de
cabra, de oito propriedades do estado do Parand no inverno.

Aerobios  Coliformes Termodurico  Termodurico Staphylococcus

Amostra Mesofilos Totais E.coli Lactofermentacdo Mesofilo Psicrotrofico Psicrotrofico coagulase positiva Pseudomonas spp.  Proteoliticos

A 290.000 2.000 <1 Esponjoso 45 <10 17.900 <10 1.108 35.000

B 37.100 610 <1 Esponjoso 70 15 57500 <10 1900 550.000
C 9.600 9 <l Gelatinoso 250 <10 1450 11.500 856 8.000

D 3.500 38 <1 Digerido 30 <10 50 <10 5 700

E 1.300 40 <1 Liquido 5 <10 650 1.800 25 2.500

F 4300000 143000 1000 Digerido 280 160 5400000 11500 100000 2500000
G 23.300 520 10 Digerido 110 <10 10 <10 38.329 150

H 550.000 30.000 <1 Digerido 300 10 78500 650 19.500 70.000

Fonte: elaborado pelo autor
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Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru de cabra, produzidas por oito propriedades do estado do Parana no periodo de outubro de 2013 a agosto de 2014.

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru de cabra, produzidas por oito propriedades do estado do Parand na primavera.

N  Acidez Dornic  Densidade Crioscopia°H  Fosfatase  Peroxidase @ pH  Condutividade Fervura Gordura (%) Proteina (%) Lactose (%) SNG  Solidos (%) CCS (x1000/ml)  Ureia
A 18 1,031 -0,555 Positivo Positivo 6,57 6,06 Estavel 3,72 3,18 453 8,71 12,43 1.889 17,33
B 13 1,029 -0,558 Positivo Positivo 6,64 7,25 Estavel 2,95 2,5 4,29 7,7 10,65 877 14,95
C 17 1,029 -0,568 Positivo Positivo 6,64 7,49 Estavel 3,34 2,88 4,22 8,1 11,44 7.240 23,76
D 22 1,036 -0,558 Positivo Positivo 6,29 5,09 Estavel 4,06 4,35 5,1 10,54 14,6 167 13,36
E 17 1,029 -0,556 Positivo Positivo 6,63 6,63 Estéavel 3,74 2,98 4,4 8,37 12,11 1.122 16,25
F 15 1,030 -0,559 Positivo Positivo 6,68 6,95 Estavel 3,04 3,18 4,07 8,19 11,23 814 24,12

16 1,030 -0,543 Positivo Positivo 6,78 592 Estéavel 4,56 3,05 4,32 8,38 12,94 1.122 24,5

15 1,028 0,56 Positivo Positivo 6,67 6,28 Estavel 2,96 2,73 432 7,99 10,95 726 15,41
Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru de cabra, produzidas por oito propriedades do estado do Parana no veréo.

g(c,lr(:.e,i Densidade Crioosl-clopia Fosfatase Peroxidase pH  Condutividade Fervura G()(f,zl)lra Pr?ot/f: ;na Lz;g/t‘:;se SNG S'ZE,;:])O s (xlg()co?ml) Ureia

A 18 1,029 -0,544 Positivo Positivo 6,37 6,19 Estavel 3.4 3,03 4,18 8,15 11,55 1.563 18,3
B 14 1,024 -0,546 Positivo Positivo 6,58 7,35 Estavel 2,19 3,05 4,23 8,16 10,35 1.792 17,48
C 18 1,029 -0,57 Positivo Positivo 6,65 7,42 Estavel 3,91 3,21 4,03 8,32 12,23 9.500 22,39
D 16 1,029 -0,566 Positivo Positivo 6,46 6,57 Estavel 2,07 3,23 4,54 8,69 10,76 3.903 24,23
E 17 1,032 -0,557 Positivo Positivo 6,6 6,19 Estavel 3,84 3,25 4,55 8,85 12,69 2.579 19,1
F 16 1,030 -0,567 Positivo Positivo 6,49 7,09 Estavel 32 3,01 4,14 8,05 11,25 1.043 28,04
G 20 1,032 -0,567 Positivo Positivo 6,55 6,33 Estavel 4,48 3,7 4,24 9,01 13,49 1.893 3891
H 17 1,030 -0,557 Positivo Positivo 6,64 7,38 Estavel 2,88 3,04 3,9 7,82 10,7 1.402 35,8




Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru de cabra, produzidas por oito propriedades do estado do Parand no outono.
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N Acidez Densidade Crioscopia Fosfatase Peroxidase pH  Condutividade Fervura Gordura Proteina Lactose SNG Solidos CCS Ureia

Dornic °H (%) (%) (%) (%) (x1000/ml)
A 21 1,031 -0,57  Positivo Positivo 6,45 7,32  Estavel 4,33 3,58 443 9,12 13,45 1.789 21,24
B 16 1,031 -0,568  Positivo Positivo 6,91 8,15  Estavel 3,29 3,54 397 855 11,84 1.051 38,85
C 22 1,033 -0,573  Positivo Positivo 6,49 8,64  Estavel 3,65 3,43 4,1 8,64 12,29 2467 22,13
D 22 1,033 -0,562  Negativa*  Positivo 6,7 6,46  Estavel 3,39 3,79 485 9,72 13,11 468 24,27
E 15 1,031 -0,571  Positivo Positivo 6,92 7,42  Estavel 4,66 4,17 4,12 948 14,14 1.888 24,42
F 21 1,031 -0,568  Positivo Positivo 6,38 6,79  Estavel 3,78 3,48 4,21 8,7 12,48 3.410 2893
G 21 1,032 -0,56  Positivo Positivo 6,61 6,26  Estavel 4,38 4,08 421 937 13,75 1.861 40,35
H 18 1,030 -0,565  Positivo Positivo 6,6 6,57  Estavel 3,58 3,26 428 8,54 12,12 474 38,9
Fonte: elaborado pelo autor.
Tabela 4 - Caracteristicas fisico-quimicas do leite cru de cabra, produzidas por oito propriedades do estado do Parané no inverno.

g(c)lr(:z Densidade CrioosI-clopia Fosfatase  Peroxidase pH  Condutividade Fervura Go(l;zl)lra Pr?‘,t/f: ;na L?f/t‘;se SNG S(zii/‘(,i)o s (xlg(ﬁ)?ml) Ureia
A 19 1,031 -0,562 Positivo Positivo 6,13 7,02 Estavel 4,37 3,44 4,4 8,89 13,26 894 15,85
B 19 1,036 -0,573 Positivo Positivo 6,3 5,66 Estavel - - - - - - -
C 19 1,029 -0,562 Positivo Positivo 6,03 8,11 Estavel 5,17 3,79 3,91 8,72 13,89 9.500 23,2
D 24 1,028 -0,572 Negativa* Positivo 6,3 6,74 Estavel 5,18 3,78 4,66 9,57 14,75 4.004 17,99
E 25 1,029 -0,573 Positivo Positivo 6,34 6,23 Estavel 5,14 3,78 4,65 9,57 14,71 4.255 17,94
F 20 1,030 -0,572 Positivo Positivo 6,57 6,1 Estavel - - - - - - -
G 19 1,031 -0,516 Positivo Positivo 7,39 6,08 Estéavel 49 3,93 42 9,21 14,11 3.898 30,04
H 17 1,030 -0,57 Positivo Positivo 7,37 6,9 Estavel 49 3,23 4,38 8,63 13,53 407 23,17

Fonte: elaborado pelo autor.



