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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do leite cru refrigerado, tendo em vista os padrdes estabele-
cidos pela Instru¢do Normativa n° 51; assim como verificar a correlacdo existente entre a contagem de células somaticas,
componentes do leite e contagens bacterianas. Os resultados mostraram que das 72 amostras avaliadas, 91,66% para aerobios
mesofilos, foram consideradas acima dos padrdes exigidos pela legislacdo. Todas as amostras estavam contaminadas com co-
liformes a 35°C e coliformes termotolerantes. As contagens de mesdfilos proteoliticos e de CCS também foram consideradas
altas. No teste de lactofermentagdo, 85% das amostras apresentaram formas visuais ndo desejaveis; no teste de resisténcia
térmica apenas 20% mantiveram-se estaveis. Correlacdes significativas foram obtidas entre CCS e os componentes do leite
(proteina e lactose) e CCS e contagens microbiologicas.

PALAVRAS-CHAVE: Composi¢do; Leite; Microbiologia; Vacas.

CORRELATION AMONG SOMATIC CELLS COUNT, MICROBILOGICAL PARAMETERS AND MILK
COMPONENTS IN SAMPLES OF IN NATURA MILK

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the quality of cooled raw milk regarding the standards established by Law n°®
51, as well as to verify the correlation existing among the somatic cell count (SCC), milk components and bacterial counts.
The results of 72 analyzed samples pointed out that 91.66 % was out of the standards for mesophilic aerobes. All the samples
were contaminated with coliforms at 35°C and thermotolerant coliforms. The counts of proteolytic mesophiles and SCC were
considered high. In the lactofermentation test, 85% of the samples showed visual undesirable forms, and in the thermal re-
sistance test, only 20% kept stable. Significant correlations were obtained between somatic cell count and milk composition
(protein and lactose), and between SCC and bacterial count.
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CORRELACION ENTRE CONTAJE DE CELULAS SOMATICAS, PARAMETROS MICROBIOLOGICOS Y
COMPONENTES DE LA LECHE EN MUESTRAS DE LECHE IN NATURA

RESUMEN: El objetivo de este estudio ha sido evaluar la calidad de la leche cruda refrigerado, teniendo en cuenta los
estandares establecidos por la Instruccion Normativa n°® 51; asi como verificar la correlacion existente entre el contaje de
células somaticas, componentes de la leche y contajes bacterianas. Los resultados sefialaron que de las 72 muestras evalu-
adas, 91,66% para aerobios mesofilos, han sido consideradas arriba de los estdndares exigidos por la legislacion. Todas las
muestras estaban contaminadas con coliformes a 35°C y coliformes termo tolerantes. Los contajes de mesofilos proteoliticos
y de CCS también fueron considerados altos. En el test de lacto fermentacion, 85% de las muestras presentaron formas visu-
ales no deseables; en el test de resistencia térmica solamente 20% se mantuvieron estables. Correlaciones significativas se ha
obtenido entre CCS y los componentes de la leche (proteina y lactosa) y CCS y contajes microbiologicas.

PALABRAS CLAVE: Composicion; Leche; Microbiologia; Vacas.

Introducao os, carboidratos, minerais e vitaminas, a multiplicagdo dos
micro-organismos ¢ muito rapida, se a temperatura for ideal

A disponibilidade de nutrientes no leite, sua alta ati-  para o crescimento (COUSINS; BRAMLEY, 1987).
vidade de agua e seu pH préximo da neutralidade torna-o A agdo das bactérias ou de suas enzimas sobre os
um meio extremamente favoravel ao crescimento microbia- componentes lacteos causa varias alteragdes no leite e seus
no (ARCURI et al., 2006). Como fonte de proteinas, lipide- derivados. Esses defeitos incluem sabores e aromas indese-
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javeis, diminuicdo da vida de prateleira, interferéncia nos
processos tecnologicos e redugdo do rendimento, especial-
mente de queijos (HICKS et al., 1982; CHAMPAGNE et
al., 1994).

Os micro-organismos proteoliticos constituem um
grupo heterogéneo que produzem enzimas extracelulares
com atividade proteolitica que irdo resultar em alteragdes
como sabor, reducdo da qualidade nutricional e diminuigéo
do tempo de prateleira. As espécies proteoliticas mais co-
muns estdo nos géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas
e Proteus (WEHR; FRANK, 2004).

A contagem de células somaticas (CCS) é um crité-
rio muito importante para a avaliagdo da qualidade higiénica
do leite (SKRZYPEK et al. 2004). Tem sido considerada
como medida padrao de qualidade, pois esta relacionada com
a composi¢ao, rendimento industrial ¢ seguranga alimentar
do leite. Tendo alta relevancia para os produtores, pois indica
o estado sanitario das glandulas mamarias das vacas, poden-
do sinalizar perdas significativas na produgéo e alteragdes da
qualidade do leite (BUENO et al. 2005).

A contagem de células somaticas do tanque de leite
(CCSTL), tem relagdo direta e indicativa da prevaléncia de
mastite, na composi¢do do leite, riscos de contaminagdo do
leite com antibidticos e probabilidade da presenga de bac-
térias patogénicas (BEHMER, 1999). Rebanhos que apre-
sentam uma menor quantidade de células somaticas no tan-
que, consequentemente, apresentam maior produtividade e
quando a CCS do tanque for superior a 300.000 cs/mL, o
rendimento industrial na fabricagdo de queijos serd menor ¢ a
qualidade sensorial do produto sera inferior (CARVALHO,
1995).

Dessa forma, objetivou-se com este estudo avaliar a
qualidade do leite cru refrigerado, tendo em vista os padrdes
estabelecidos pela Instrugcdo Normativan® 51 de 18 de setem-
bro de 2002, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abas-
tecimento, como também verificar as correlagdes existentes
entre as variaveis: contagem de células somaticas (CCS), pH,
temperatura no momento da coleta, componentes do leite e
contagens microbiologicas.

Material e Métodos

Foram coletadas 72 amostras de leite cru refrigera-
do, provenientes de vacas primiparas e pluriparas, de dife-
rentes graus de sangue, em diferentes estagios de lactacdo,
pertencentes a 12 propriedades rurais de exploracdo leiteira
localizadas no municipio de Marechal Candido Rondon, em
sua maioria com ordenha do tipo mecénica, durante um peri-
odo de quatro meses do ano de 2009.

O leite foi coletado diretamente dos tanques de re-
frigeragdo com o auxilio de uma concha inox, sendo verifi-
cado no momento da coleta a temperatura do tanque com o
auxilio de um termometro. As amostras foram armazenadas
em recipientes isotérmicos, contendo gelo reciclavel, sendo
em seguida, armazenadas sob refrigeracdo até o momento do
uso.

Para a analise de CCS, as amostras foram envia-
das ao Laboratdorio da APCBRH (Associag@o Paranaense dos
Criadores de Bovino da Raga Holandesa). O leite coletado
foi conservado em Bronopol, analisado pelo aparelho Soma-
count® 500 de acordo com a metodologia prescrita pelo fabri-
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cante ¢ os resultados expressos em céls/mL.

As amostras foram também levadas ao laboratério
de Microbiologia e Bioquimica da Universidade Estadual
do Oeste do Parana para as analises microbioldgicas. Para
a contagem de aerobios mesoéfilos (contagem padrdo), di-
lui¢des apropriadas foram inoculadas em agar padrdo para
contagem (Standard Methods Agar, Acumedia, Baltimore,
Maryland), e as placas foram incubadas a 32+1°C por 48+3
horas de acordo com técnicas preconizadas American Public
Association (APHA, 2001).

As amostras foram submetidas a determinag¢do do
Numero mais Provavel de coliformes (NMP) a 35°C por mL
de amostra, sendo adotada a técnica dos tubos multiplos, uti-
lizando-se o meio caldo lactosado (Lactose broth, Acumedia,
Baltimore, Maryland) e o Caldo bile verde brilhante 2% - VB
(brilliant green bile broth 2%, Himedia, India), em trés tubos
por diluigdo, a 35°C por 24 a 48 horas. Tubos de caldo
lactosado positivos foram repicados para tubos contendo cal-
do Escherichia coli (EC broth, Acumedia, Baltimore, Ma-
ryland), utilizado para determinar a presenga de coliformes
termotolerantes. Apds incubagdo a 44,5°C durante 24 horas,
foi verificado o niimero dos tubos com crescimento positivo
(turbidez e gas) e determinado o NMP/mL (APHA, 2001).

Para a contagem de Bactérias Mesofilas Proteoliti-
cas utilizou-se 20 mL de agar padrao para contagem (PCA)
acrescido de 10,0 % de leite em p6 desnatado e reconstituido
e esterilizado. Depois da homogeneizagdo as placas foram
incubadas a 21°C por 72 horas (SILVA et al. 2001).

As amostras de leite cru refrigeradas foram submeti-
das a prova de lactofermentagdo, para verificagdo do tipo de
microbiota mesofilica predominante no leite, com base no
aspecto, odor e tipo de coagulo formado. Aliquotas de 10 mL
do leite foram incubadas a 37 °C, por 24 a 48 h para posterior
avaliagdo do tipo de coagulo formado (BRAMLEY; McKIN-
NON, 1990).

No teste de Resisténcia Térmica, os tubos previa-
mente esterilizados contendo 10 mL de cada amostra foram
submetidos ao banho-maria a 75 °C por 1 minuto. Ao final
destes prazos foram realizadas as leituras observando-se o
aspecto do contetdo interno dos tubos (BADARO et al,
2007).

Para o estudo estatistico foi estimado o coeficiente
de correlagdo linear (coeficiente de Pearson) entre as varia-
veis CCS, temperatura, pH, gordura, proteina, lactose, soli-
dos totais, contagem total de aerobios mesofilos, contagem
de mesofilos proteoliticos, coliformes a 35°C e coliformes
termotolerantes (SAEG, 1999).

Resultados e Discussao
Os valores médios de 72 amostras de leite analisa-

das para as variaveis fisico-quimicas ¢ contagem de células
somaticas (CCS) encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Valores de pH, temperatura (T°C) no momento da coleta, componentes e contagem de células somaticas (CCS)
provenientes de leites armazenados em tanques de expansdo, no municipio de Marechal Candido Rondon- PR, 2009.

AMOSTRA oH ToC GOROI/:URA PROOT/:EINA LACOZOSE SOI;;)DOS Ccsn;i 5000/
Pl 6,69 43 2,46 3,24 437 10,07 797
P2 6,80 2,9 4,58 3,15 4,17 11,90 786
P3 6,79 33 4,16 3,27 4,17 11,60 1452
P4 6,78 3,6 2,93 3,00 4,43 10,36 800
PS5 6,70 33 3,69 3,26 425 11,20 996
P6 6,78 33 3,71 3,03 4,29 11,03 1788
P7 6,76 42 3,66 3,32 4,24 11,22 1764
P8 6,63 2,9 3,92 3,52 4,40 11,84 352
P9 6,72 4,6 3,79 3,43 4,18 11,40 2196
P10 6,79 4,0 3,49 3,18 4,41 11,08 1769
P11 6,74 53 3,38 321 4,42 11,01 791
P12 6,72 53 3,72 3,06 426 11,04 950

P1 a P12: propriedades amostradas. Valores médios provenientes de 6 repeti¢oes. Valores em negrito: acima dos padrdes da legislacao (IN

51)

Os valores de pH encontravam-se dentro dos pa-
drdes de pH de leite cru, que varia de 6,6 a 6,9 (TRONCO,
2003). No momento da coleta, com relagdo as temperaturas
obtidas, 41,66% das propriedades tiveram médias superiores
as especificadas na Instrugdo Normativa 51 que estabelece
como padrdo temperatura de 4°C em tanques de expansio
(BRASIL, 2002).

Para os resultados de contagem de células soma-
ticas, somente uma amostra estava dentro dos padrdes pre-
conizados pela legislacdo brasileira (BRASIL, 2002), tendo
como maximo de 4,0 x 10° células/ mL. Resultados inferiores
aos desta pesquisa, foram observados por Paula et al. (2004)
avaliando a CCS em leite de tanques, nos Estados de Santa
Catarina, Parana e Sdo Paulo obtiveram os valores de CCS de
486.812 células/mL e Machado et al. (2000) avaliaram amos-
tras de leite de tanques para CCS de rebanhos localizados nos
Estados de Sao Paulo e no sul de Minas Gerais e registraram
média de 505.000 células/mL.

A concentragdo de gordura variou de 2,46 a 4,58 %,
e, portanto, 83,33% das amostras estavam com os teores de
gordura acima dos niveis minimos especificados pela legisla-
¢do, cujo valor minimo ¢ de 3,00 % (BRASIL, 2002).

Os valores de solidos totais obtidos oscilaram entre
10,07 e 11,90%; sendo acima dos padrdes minimos estabele-
cidos pela legislagdo vigente. Segundo dados da Internatio-
nal Dairy Federation (1987), o teor de sélidos no leite apre-
senta uma alta correlagdo com o rendimento industrial para a
producdo de derivados lacteos, como queijo e o leite em po,
devendo assim, ser valorizado pela industria.

Em relacdo aos teores de proteina, todas as amostras
se encontravam dentro dos limites estabelecidos pela legisla-
cdo. Entretanto, a legislacao ndo impde limites para o teor de
lactose em leite cru refrigerado (MOURA et al. 2009).

No teste de resisténcia térmica, observou-se que
20% das amostras se apresentaram estaveis ao tratamento
térmico a 75°C. Isto indica que apenas 20% das amostras co-
letadas manteriam uma faixa de pH que suportaria os atuais
processos de tratamento do leite que as industrias realizam
para garantir a qualidade microbiologica, sem alterar suas

caracteristicas fisico-quimicas.

Quanto ao teste de lactofermentacdo, 85 % das
amostras apresentaram coagulos dos tipos: digerido, floculo-
s0, caseoso ou sulcado (formagao de bolhas), o que indica a
predominancia de microbiota proteolitica, micro-organismos
laticos e coliformes, conferindo sabor desagradavel em leites
e manteiga e podendo causar estufamento precoce em quei-
jos.

Pinto et al. (2006) constataram que de um total de
64,7% das amostras dos tanques individuais apresentaram
coagulos dos tipos: digerido, floculoso, caseoso ou sulcado.
Coagulos homogéneos ou gelatinosos, observados em 32,3%
das amostras, indicaram a predominancia de bactérias lati-
cas, que correspondem aos tipos de coagulos desejaveis a
industria de laticinios, por indicar a boa qualidade bacterio-
logica de amostras de leite cru. De acordo com Bramley e
McKinnon, a auséncia de coagulo na prova de lactofermen-
tacdo ¢ indicativa de presenca de residuos de substancias an-
timicrobianas ou a presenca de um numero baixo de células
microbianas.

Em amostras de leite cru nao-refrigeradas, Froeder
(1985) também constatou uma incidéncia elevada de amos-
tras com coagulo caseoso na prova de lactofermentagdo,
indicando a predominéncia de microbiota proteolitica. Po-
rém, o referido autor observou a predominancia de amostras
com coagulos do tipo gelatinoso, o que pode ser relacionado
com o fato de que as amostras de leite cru nao estavam refri-
geradas. Badard (2007) verificaram que 66,6% das amostras
apresentaram coagulo tipo sulcado com formacao de bolhas.

Os valores médios obtidos, para as contagens mi-
crobiolodgicas, encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2: Médias das contagens de aerobios mesofilos e mesofilos proteoliticos em UFC/ml; coliformes totais e coliformes
termotolerantes em NMP/mL, em amostras de leite coletadas diretamente dos tanques de expansdo, Marechal Candido Ron-

don, 2009.
Amostras Aergbios mes6filos protlz/f:l)ist(i)zi(l)(s)s(log/ Coliformes a 35°C terflf(ﬂt(‘)(i::zlstes
log/ml) mL) (NMP/mL) (NMP/mL)
P1 5,93 6,30 2,12 3,38
P2 5,52 6,14 22,5 7,42
P3 5,75 6,87 23,43 4,00
P4 5,35 6,35 3,17 1,12
P5 5,77 6,18 34,83 27,08
P6 5,66 6,37 17,21 8,60
P7 5,26 6,89 47,93 5,15
P8 5,10 6,29 4,02 2,02
P9 6,20 6,39 19,45 3,68
P10 5,56 6,41 21,10 7,94
P11 5,48 6,33 5,42 2,23
P12 4,85 5,96 59,83 5,83

Valores médios provenientes de seis repeticdes. Valores em negrito: acima dos padroes da legislagao (IN 51)

Considerando o limite de 1,0 x 10°UFC/ mL de ae-
robios mesofilos em leite cru refrigerado (IN 51) somente
uma amostra estaria dentro dos padrdes. As amostras anali-
sadas obtiveram altas contagens de aerobios mesofilos que
variaram entre 8,05 x 10°a 5,38 x 10° UFC/ mL. Citadin et
al (2009) e Nero (2006) verificaram que 25,8% e 48,57%
das amostras, respectivamente, estavam em desacordo com
aINS1.

A contaminagdo elevada constatada nas amostras
de leites cru refrigerado pode estar associada com procedi-
mentos de higienizagdo inadequados no sistema de produgao,
considerando que residuos de leite presentes nas superficies
dos equipamentos constituem nutrientes para o crescimen-
to de bactérias que contaminam o produto em etapas sub-
seqiientes do processamento. Além disso, o contato do leite
com animais sujos, ambientes inadequados de produgao, fa-
lhas na velocidade de resfriamento do leite para temperaturas
inferiores a 4,4 °C e leite proveniente de animais com mastite
também podem resultar em contagens microbianas elevadas.

O numero de coliformes a 35°C acima de 1,0 x 103
UFC/mL ¢ indicativo de deficiéncias de higiene na produ-
¢do de leite (MURPHY, 1997). Das 72 amostras analisadas,
foram verificadas 36% acima destes valores, contudo os va-
lores de coliformes termotolerantes acima de 1,0 x 10° fo-
ram encontrados em 24% das amostras. Fagan et al (2008)
verificou a presenga de coliformes a 35°C e de coliformes

Tabela 3: Correlagdo de Pearson entre as variaveis avaliadas

termotolerantes em todas as amostras coletadas nas granjas
estudadas. Segundo os autores supracitados, para a presenga
de coliformes a 35°C e de coliformes termotolerantes, a INS1
ndo estabelece limite maximo de contagem para leite cru re-
frigerado, sendo que estes limites sdo exigidos apenas para
leite pasteurizado.

Os micro-organismos proteoliticos produzem enzi-
mas extracelulares com atividade proteolitica que irdo resultar
em altera¢des como sabor, redugdo da qualidade nutricional
¢ diminui¢do do tempo de prateleira. Os resultados obtidos
mostram contagens elevadas desses micro-organismos, va-
riando de 1,7 x 10* a 6,4 x 10® UFC/ mL. Pinto et al (2006)
obtiveram contagens médias, em log, de 4,65 ¢ Badar6 et al
(2007) obtiveram contagens mais elevadas de mesofilos pro-
teoliticos, sendo de 1,30 x 103 UFC/mL os valores médios.

Correlagdes positivas e significativas (Tabela 3) fo-
ram obtidas entre CCS e aerobios mesofilos, CCS e mesofilos
proteoliticos e entre CCS e coliformes a 35°C, evidenciando
que maiores valores de CCS estdo relacionados a maiores
contagens microbiologicas, pois CCS ¢ especialmente in-
fluenciada por infec¢des intramamarias (MULLER, 2000).
A relagdo entre CCS e a CBT (contagem bacteriana total) de
rebanhos leiteiros também foi avaliada por Rysanek e Babak
(2005), obtendo indice de correlagdo alto (0,84) e Silva et al.
(2008) obtiveram valor de 0,69.

Variavel pH Temp Gord Protn Lac Sol CCS Meso  Proteo (;glg "l?e 21:(')
pH 1,00 0,01 0,18 -0,28 -0,37 0,13 0,30 0,10 0,28 0,14 -0,15
Temp - 1,00  -0,35 -0,07 0,11 -0,48%** 0,26 -0,09 -0,13 0,29 -0,27
Gord - - 1,00 0,16 -0,65%* 0,97* 0,14 -0,11 0,03 0,37 0,18
Protn - - - 1,00 -0,28 0,29 0,48%** 0,67* 0,45%%* -0,32 -0,14
Lac - - - - 1,00 -0,57**% -0,63** -0,37 -0,16 -0,54** -0,30
Sol - - - - - 1,00 0,10 -0,03 0,13 0,18 0,12
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CCS - - - - -
Meso - - - - -
Proteo - - - - -
Colif. 35°C - - - - -

Colif. Ter-
mo
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S 1,00 047FF% 057FF 042%%% 0,06
- - 1,00 021 -037 0,19
- - - 1,00  -0,01 024
- - - - 1,00 036
- - - - - 1,00

Temp= temperatura; Gord= gordura; Protn =proteina; Lac=lactose; Sol=solidos totais; Meso = aerdbios mesofilos, Proteo = Mesofilos
Proteoliticos; Colif. 35°C= coliformes a 35°C e Colif. Termo= coliformes termotolerantes

* significativo a 1%
** significativo a 5%
**%* significativo a 10%

Quanto a correlagdo existente entre CCS e sua a¢do
sobre os constituintes do leite, observou-se que houve uma
correlagdo significativa entre CCS e proteina; entretanto se-
gundo, Muller (2000) a concentragdo de proteina total no lei-
te permanece inalterada ou sofre pequenas alteragcdes com o
aumento de CCS. A correlag@o entre CCS e lactose foi positi-
va e significativa, embora Schaellibaum (2000) tenha obtido
valores negativos.

O coeficiente de correlagdo entre CCS e gordura foi
baixo e ndo significativo, evidenciando a existéncia de muita
controvérsia sobre os efeitos da CCS sobre a concentragdo de
gordura no leite (MOURA et al. 2009 e SILVA et al., 2007),
pois o aumento da concentracdo de alguns componentes do
leite pode ser ocasionado pela diminui¢do da producdo de
leite devido a infec¢do da glandula mamaria (PEREIRA et
al., 1999).

A correlacdo entre coliformes a 35°C e lactose (r=-
0,54) mostra uma relagéo entre a utilizagao da lactose, como
fonte de carboidratos, por estes micro-organismos a medida
que aumenta o nivel de contaminagdo do leite. Entretanto,
apesar de ndo significativa, a correlagdo entre coliformes a
35°C e coliformes termotolerantes foi positiva, resultado se-
melhante aos dados de literatura, pois os coliformes termoto-
lerantes pertencem ao grupo dos coliformes a 35°C (SILVA
etal., 1997).

Correlagdes positivas e significativas foram encon-
tradas entre proteina e aerobios mesofilos e proteina e meso-
filos proteoliticos. Para as variaveis, gordura e solidos totais,
o coeficiente foi positivo (r=0,97) o que corrobora com os
dados de literatura, pois solidos totais sdo todos os compo-
nente do leite exceto a 4gua; entretanto, entre solidos totais
e temperatura foi negativo (r=-0,48) provavelmente devido a
maior a¢do microbiana sobre os componentes do leite a me-
dida que a temperatura aumenta. A correlagdo entre as carac-
teristicas lactose e gordura foi negativa e de alta magnitude
(r=-0,65).

Devido aos altos niveis de células somaticas, como
os verificados no presente estudo, ocorrem prejuizos tanto ao
produtor de leite, pela reducdo da produgdo; quanto a indus-
tria de laticinios acarretando em alteragcdes na composi¢ao
quimica e contagens microbioldgicas, ocasionando diminui-
¢do do rendimento industrial e redugdo da qualidade do pro-
duto final.

Conclusao

Em relagdo as contagens microbiologicas, a maioria
das amostras encontra-se fora dos padrdes estabelecidos pela

legislacdo vigente. Constatou-se influencia da CCS, que nes-
te estudo foram altas, sobre os teores de proteina e lactose do
leite e também sobre as contagens microbiologicas.
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