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RESUMO

Esta pesquisa teve como o objetivo verificar o perfil do consumidor de leite, identificar as
principais razdes para o consumo e avaliar laboratorialmente o leite cru informal consumido em cinco
municipios da regido oeste do Parana. A frequéncia dos tipos de leite mais consumidos pelas familias
desta pesquisa foram: 42,3% UHT, 38,3% pasteurizado, 17,6% leite cru informal, 1,7% em p6. As
frequéncias de familias que preferiam o leite cru informal por municipio foram: 32,7% em Ipora, 29,2%
em Marechal Candido Rondon, 18,9% Assis Chateaubriand, 17,6% em Palotina e 10% em Toledo. O
“Sabor” foi o motivo que influenciou o consumo de leite cru informal e familias com renda familiar de
um a quatro salarios minimos foram as que mais consumiram este tipo de leite. A comercializagao
informal de leite foi mais vantajosa financeiramente para o produtor em relacdo a comercializagédo
formal. Todas as amostras analisadas apresentaram-se em desacordo em pelo menos um paréametro,
sendo 60,9% para mesofilos, 56,6% para Estrato Seco Desengordurado, 52,1% para indice
Crioscopico, 43,5% para acidez, 23,9% para densidade, 23,9% para indice de
Caseinomacropepetideo, 17,4% para Teor de Gordura, 8,7% Reagente ao Teste do Anel em Leite
(TAL) e, 2,2% reagente para presenca de Inibidor de Crescimento Bacteriano. A adulteracao
encontrada foi a adicdo de agua em 20% das amostras analisadas. O leite cru informal avaliado nesta
pesquisa envolveu a comercializacdo de um produto sem qualidade e que constitui um risco
financeiro, devido consumo de produtos alterados e adulterados, um risco a saude, devido a
presenca de residuos quimicos e amostras reagentes ao TAL. Fatores estes que justificam a
necessidade da realizacdo de esclarecimentos publicos sobre o consumo de leite de qualidade e
inbcuo.

Palavras-Chaves: consumo, fisico-quimico, fraude, informal, leite cru, microbioldgico
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PROFILE OF CONSUMERS AND MICROBIOLOGICAL AND PHYSICO-
CHEMICAL CHARACTERISTICS OF THE INFORMAL RAW MILK MARKETED IN
WESTERN PARANA

The objective of this study was to assess the profile of the consumer of dairy products,
identify the main reasons for their purchases, and to performe a laboratory evaluation of the raw milk
produced in unregulated conditions and consumed in five cities of western Parana. The types of milk
most frequently consumed by the families in this study were: 42.3% UHT milk; 38.3% pasteurized milk;
17.6% raw milk produced in unregulated conditions; 1.7% powdered milk. The frequency of families
that preferred raw milk produced in unregulated conditions per city were: 32.7% in Ipord, 29.2% in
Marechal Candido Rondon, 18.9% in Assis Chateaubriand, 17.6% in Palotina, and 10% in Toledo.
The “taste” was the reason that most influenced the purchase of milk produced in unregulated
conditions, and families whose income ranged from one to four minimum wages were those that most
consumed this kind of milk. The trade of milk produced in unregulated conditions was more financially
advantageous for the producer when compared with regulated milk production. All samples analyzed
were in disagreement with official standards in at least one parameter, with 60.9% for mesophylic
counts, 56.6% for non-fat dry matter, 52.1% for the cryoscopy index, 43.5% for acidity, 23.9% for
density, 23.9% for casein macropeptide index, 17.4% for fat content, 8.7% for positive results in the
ring test and, 2.2% positive for the presence of inhibitory substances. Addition of water was observed
in 20% of the samples analyzed. Unregulated raw milk evaluated in this study involved the
commercialization of a low quality product that is a financial risk to the consumer, due to the
consumption of changed and adulterated products, and a health risk due to the presence of chemical
residues and samples positive in the ring test. These factors justify the need for public information on
the consumption of innocuous, high quality milk.

Keywords: consumption, fraud, microbiological, physical-chemical, raw milk, unregulated
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1 INTRODUCAO

A comercializag&o de leite cru diretamente aos consumidores pode aumentar
0s riscos biologicos e quimicos a saude dos que preferem este produto além de
acrescentar o risco financeiro pela possibilidade de aquisicdo de um produto
alterado e/ou fraudado.

Estes riscos aumentados sao decorrentes da inexisténcia da cobranca de
garantia da qualidade na propriedade rural, do controle sanitario do rebanho leiteiro
e da inspecao higiénico-sanitaria do leite por parte daqueles que preferem consumir
leite cru. Dessa forma, o leite cru é obtido e posto para a comercializacdo em
condicbes precarias: em recipientes impréoprios, desprovidos de qualquer
informacdo, em condicbes inadequadas de conservacdo e sem garantia de
qualidade, inocuidade e idoneidade. Além disso, este tipo de comércio de leite &
proibido por lei e a sua existéncia passa a ser informal.

O despreparo do produtor de leite cru informal, a falta de recursos (materiais,
genéticos, técnicos, financeiros, etc.), o desconhecimento sobre impedimento legal
da comercializacdo direta de leite com o consumidor, a vantagem financeira em
relacdo ao mercado formal, a falta de fiscalizagdo e a existéncia de demanda
contribuem para a manutencdo deste comércio informal.

A preferéncia dos consumidores de leite cru informal pode estar relacionada
aos atributos sensoriais (como sabor, odor ou gosto), ao fator econédmico (menor
valor, mais barato), a conveniéncia (recebimento periédico domiciliar), aos costumes
culturais e regionais (adquiridos pela educacdo familiar) e a desinformacédo
(percepcdo equivocada de que adquirido o leite diretamente do produtor é mais
seguro).

Desvios de percepcdo sobre a obtencdo e beneficiamento do leite, bem
como interpretacdes equivocadas sobre noticias de manipulacéo fraudulenta do leite
também contribuem para a manutencéo da informalidade.

Contudo, para tratar este problema é necessario conhecer e analisar 0s
fatores que sustentam este comércio informal de leite, e assim elaborar acdes para

elimina-lo.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Neste contexto, 0 objetivo desta pesquisa foi verificar o perfil do consumidor
de leite, identificar as principais razdes para o consumo e avaliar laboratorialmente o

leite cru informal consumido em cinco municipios da regido oeste do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar o conhecimento dos consumidores de leite cru quanto aos aspectos

da lei bem como a saude publica;

e Efetuar ensaios microbiologicos e fisico-quimicos das amostras coletadas
para avaliacdo de sua qualidade e inocuidade;

¢ Realizar ensaios para deteccédo de fraudes nas amostras.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a Instrucdo Normativa N. 62 de 30/12/2011 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o leite é definido, como sendo o
produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condicbes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2011).

No ano de 2012 o Brasil produziu 32,304 bilhdes de litros de leite, destes,
10,735 bilhdes de litros foram produzidos pelos estados da regido sul sendo 3,968
bilhdes de litros produzidos pelo Parana. Dentre os municipios paranaenses, quatro
destacaram-se entre os 20 municipios com maior producado de leite no pais: Castro
(1°), Carambei (5°), Marechal Candido Rondon (13°) e Toledo (20°) (IBGE, 2012).

O leite apresenta grande importancia nutricional em funcdo da sua
composicao equilibrada e comercial na geracdo de empregos. Contudo, o leite é um
produto delicado e altamente perecivel, tendo suas caracteristicas fisicas, quimicas
e biolégicas facilmente alteradas pela acdo de micro-organismos e pela manipulacao
a qual é submetido, podendo desempenhar papel de veiculador de patdégenos
causadores de doencas em situagdes higiénico-sanitarias insatisfatérias (DURR,
CARVALHO e SANTOS, 2004).

A qualidade microbioldgica do leite pode ser definida como a estimativa da
carga microbiana do leite, a qual estd diretamente relacionada com a saude da
glandula mamaria do rebanho e com as condi¢cdes gerais de manejo e higiene
adotadas na fazenda, além de tempo e temperatura de armazenagem (SANTOS e
FONSECA, 2007). Assim, a qualidade do leite que chega a industria de
processamento € consequéncia do manejo na propriedade de producdo. Dessa
forma, os laticinios ndo podem melhorar a qualidade fisico-quimica do leite cru que
recebem em estado alterado ou adulterado (FIRMINO et al., 2010).

Entre os principais micro-organismos causadores de doencas veiculadas
pelo leite, estdo: Mycobacterium bovis, Brucella abortus, Coxiella burnetii, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus
enterotoxigénicos, E. coli patogénicas, Streptococcus zooepidermicus. Estes micro-
organismos além do potencial zoondtico tém sido isolados de casos de mastite
clinica ou subclinica (GUIMARAES e LANGONI, 2009). Além do risco



microbiolégico, componentes quimicos como antibioticos, inseticidas e pesticidas
utiizados no manejo pecuario, representam um risco extra aos consumidores
(NERO et al., 2004). A venda de leite e produtos derivados direto do produtor ao
consumidor, sem qualquer tratamento prévio, sobretudo a pasteurizacdo, expde a
populacdo ao risco de doencas como tuberculose e brucelose entre outras, além de
nao assegurar a distribuicdo de um produto integral (GERMANO e GERMANO,
2008).

Os residuos de antibidticos no leite representam riscos a saude do
consumidor, principalmente, pelo desencadeamento de fendbmenos alérgicos em
individuos sensiveis, pelos efeitos toxicos, carcinogénicos, por alteragdes no
equilibrio da microbiota intestinal e pela selecdo de bactérias resistentes no trato
digestivo dos consumidores. O leite contaminado por residuos de antibiéticos pode
criar, ainda, problemas criticos para a industria de laticinios, interferindo na
elaboracdo de produtos lacteos (FOLLY e MACHADO, 2001). Adicionalmente, o
processo de pasteurizacdo ndo degrada os residuos, permanecendo nos seus
derivados (VIEIRA et al., 2012).

E de fundamental importancia prevenir a presenca de residuos de
antimicrobianos no leite para reduzir problemas técnicos no processamento de
produtos lacteos e a possibilidade da transmissédo desses residuos ao consumidor, 0
gue pode acarretar problemas de salude publica (COSTA e LOBATO, 2009).

Outro aspecto importante a se considerar, além da qualidade microbiolégica
e da presenca de residuos de farmacos antimicrobianos, € que o consumidor de leite
in natura também esta sujeito a adquirir um produto adulterado, especialmente pela
presenca de adicdo de agua, jA que ao ser comercializado clandestinamente, nao
esta sujeito a nenhum tipo de fiscalizacdo. (GERMANO e GERMANO, 2008; VILLA e
PINTO, 2008).

Outra forma de adulteracao do leite € adicao intencional de soro proveniente
da producdo de queijo. Durante a producdo do queijo, ha formacdo de
caseinomacropeptideo (CMP) pela a¢do da quimosina sobre a caseina do leite, que
€ hidrossoluvel e permanece no soro (CAMPOS MOTTA et al., 2014). O baixo valor
comercial, poucas aplicacbes de uso em derivados lacteos e o alto custo para
tratamento, tornam o soro de leite um adulterante intencional de leite fluido e em pé
(MAGALHAES, 2008).



No leite a concentracdo de CMP é baixa, enquanto no soro passa de 1200 a
1600 mg/L, com aumento de 12 a 16 vezes. Isso possibilita que seja utilizado como
marcador para condi¢cbes anormais e fraudulentas do leite (PRATA e PRATA, 2012).

A adicdo fraudulenta de soro ao leite € normalmente detectada e
quantificada pela determinacdo do CMP, que resultada quebra da ligagdo peptidica
da k-caseina entre os aminoacidos 105-106 Phe-Met. Desta cisdo forma-se a para-
k-caseina (1-105) que permanece nas micelas de caseina e o CMP (106- 169) que
fica no soro (VELOSO et al.,, 2002), e pode ser identificada e quantificada
laboratorialmente, por ensaios fisico-quimicos e cromatogréficos (SOUZA, 2007).
Entretanto, a atividade enzimética microbiana também pode formar CMP e pseudo-
CMP (PCMP) (MAGALHAES, 2008).

Alguns micro-organismos psicrotroficos, especialmente Pseudomonas
fluorescens, quando presentes no leite sob armazenamento, podem produzir
enzimaticamente, um peptideo semelhante ao CMP, que difere por apenas um
aminoécido e é denominado de PCMP (CAMPOS MOTTA et al., 2014).

A comercializacdo de leite cru é proibida, mas em carater precéario,
autorizada desde que obedeca a critérios avaliados pelas autoridades locais
(BRASIL, 1970). Dessa forma, a manutencdo habitual do comércio de leite cru,
direto do produtor ao consumidor, passa a ser informal.

Em geral, os leiteiros informais sdo criadores modestos, desorganizados e
de baixa escolaridade, que burlam ou desconhecem a lei para sobreviver ignorando
0 risco sanitario do produto que comercializam. A maioria dos compradores também
nao dispde de informacdes mais sofisticadas sobre seguranca alimentar. Consomem
o leite cru por considera-lo mais saudavel e ainda contar com a vantagem do
produtor informal vender fiado (ANTENORE, 1998).

Oscilacdes do valor de mercado brasileiro para o leite levam os pequenos
produtores a encontrar alternativas temporérias de comercializacdo, dos quais
incluem a venda de leite cru para pessoas que prefiram este tipo de leite ao
processado (NERO et al., 2004).

A comercializagdo informal de leite cru é caracterizada pela auséncia de
inspecao veterinaria e responsavel técnico na propriedade rural e indastria. Desta
forma, ndo é possivel avaliar a qualidade microbiolégica do produto, muito menos
detectar fraudes como adi¢do de agua, remocao de gordura, adigcdo de soro de leite

ou substancias reconstituintes de densidade e/ou acidez, e presencga de potenciais



perigos a saude como conservantes e residuos de antibidticos, pesticidas e metais
pesados (BERSOT et al., 2010).

A adocdo de medidas que evitem o consumo e a comercializacdo de leite
cru depende do perfil do consumidor, que é quem adquire esse tipo de produto, além
de ser necesséria a busca de opcdes para o destino dessa producdo informal
(NERO et al., 2003). Combater o comércio clandestino de produtos animais exige
uma atitude politicamente coerciva, que no caso do leite vendido informalmente,
seria considerada antipatica frente a preferéncia da populacdo, que aprecia o
produto in natura e o compra a prazo (ABRAHAO, NOGUEIRA e MALUCELLI,
2005).

Portanto, enquanto ndo houver programas de desenvolvimento junto aos
pequenos produtores rurais para recoloca-los no mercado formal, acdes de
educagéo e esclarecimento aos consumidores; acdes de fiscalizagdo e vigilancia
sanitaria para garantir a seguranca alimentar da populacdo, ndo se erradicara o
problema do comércio clandestino de produtos de origem animal no Brasil
(ABRAHAO et al., 2005).

Somente o esclarecimento da populagdo sobre os riscos do consumo de
leite cru pode resultar na reducdo da comercializacdo desse produto. Para isto, é
necessario determinar o perfil da populacdo consumidora, bem como de que
maneira este produto chega a casa dessas pessoas (DE LONGUI et al., 2010).
Andlises dessa natureza sdo mais eficientes sendo efetuadas isoladamente em
pequenas regides, jA que as realidades de producdo e consumo de leite cru séo
extremamente distintas em diferentes partes do pais (NERO et al., 2003).

Assim, torna-se importante a realizacdo de pesquisas que possam detectar
tais perigos, alertando a populacdo e os 6rgaos oficiais de fiscalizacdo sobre esta

questao, tao importante do ponto de vista de salde publica (VILLA e PINTO, 2008).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 MUNICIPIOS PARTICIPANTES E TAMANHO DA AMOSTRA

Os municipios do oeste do Estado do Parana foram selecionados a partir da
proximidade com Palotina, onde esta localizado o Programa de Pds-graduacdo em
Ciéncia Animal da Universidade Federal do Parand, constituindo-se por: Assis
Chateaubriand, Ipora, Marechal Candido Rondon, Toledo e Palotina. A partir de suas
populacdes registradas no CENSO 2010 (IBGE) e planejando um delineamento
estatistico com uma prevaléncia esperada de consumo de leite cru informal em 50%,
admitindo-se erro aceitavel de 5%, DEFF (Design Effect) de 1,5 e nivel de confianca
de 95%, obteve-se a populagdo amostral, totalizando 576 residéncias visitadas para
entrevista. Esta populacdo amostral foi distribuida proporcionalmente entre os cinco

municipios baseado no tamanho de suas popula¢des individuais (Tabela 1).

Tabela 1 — Populacdo dos municipios do oeste do Parana e distribuicdo da amostra
(entrevistas) calculada para cada municipio selecionadas para a pesquisa
segundo a proporcao de sua populacao.

MUNICIPIOS POPULACAO % AMOSTRA
Toledo 109.857 47,91 276
Marechal Candido Rondon 44,562 19,42 112
Assis Chateaubriand 32.226 14,05 81
Palotina 27.545 12,01 69
Iporé 15.086 6,57 38
TOTAL 229.276 100 576

Além das populacbes, mapas estatisticos do Censo 2010 também foram
extraidos do site do IBGE! para fornecer a divisdo geografica, da zona urbana de
cada municipio, em setores censitarios. Em funcédo do tamanho da amostra, houve a
necessidade de selecdo de alguns setores censitarios.

Para a selecdo destes setores censitarios, adotou-se o critério de quatro a
cinco residéncias entrevistadas para cada setor censitario. A multiplicacdo do valor
deste critério com o numero de setores censitarios deveria resultar, no minimo, no

namero de entrevistas totais para cada municipio.

L IBGE. Mapas estatisticos dos setores censitarios. Disponivel em:
http://downloads.ibge.gov.br/downloads geociencias.htm. Acessado em: outubro de 2011.



http://downloads.ibge.gov.br/downloads_geociencias.htm

Estabelecido o tamanho da amostra, procedeu-se calculo sistematico para
selecéo dos respectivos setores censitarios para cada municipio, tendo o cuidado de

abranger toda a area urbana de cada municipio (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo das entrevistas por setor censitario utilizado em cada
municipio participante da pesquisa.

MUNICIPIO SETORES CENSITARIOS ENTREVISTAS
TOTAL UTILIZADO POR SETOR TOTAL

Toledo 120 60 5 300
M. C. Rondon 78 30 4 120
A. Chateaubriand 36 18 5 90
Palotina 38 17 5 85
~ 4 5 20
Ipora 12 8 4 32

Por fim, a escolha das residéncias entrevistadas foi aleatdria dentro de cada
setor censitario, buscando sempre um responséavel, maior de 18 anos e responsavel

pela administracdo do lar, para responder ao questionario.

4.2 ENTREVISTAS E COLETAS DAS AMOTRAS

Durante a abordagem domiciliar, as familias eram convidadas a participar e
recebiam informacdes a respeito do projeto de pesquisa (Apéndice B). Para aquelas
familias que aceitaram participar voluntariamente foi solicitado o preenchimento de
um questionario e, para os consumidores de leite cru informal identificados, a
negociacdo do produto para analise laboratorial. Além da apresentacdo da pesquisa,
esclarecimentos eram repassados a fim de garantir a isencao de riscos e custos as
familias. Ainda era ofertada a avaliacao laboratorial do leite cru informal consumido
gratuitamente para verificacdo da sua qualidade.

O questionario adotado (Apéndice A) foi adaptado a partir do modelo
utilizado por Nero, Maziero e Bezerra (2003) em Campo Mourdo — PR e, elaborado
para obter informacdes socioecondmicas, sobre o consumo de leite da familia, o
conhecimento do entrevistado sobre veiculagdo de doencgas pelo leite e inspecéo de
produtos de origem animal.

Para o fornecimento das informagbes familiares, solicitou-se um

representante da familia, maior de 18 anos, e que conhecesse o consumo familiar



de leite. Procedeu-se questionamento verbal, seguindo as perguntas do
questionario, e anotacdo das respostas pelo pesquisador ou colaborador.

A pesquisa foi submetida a avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias da Saude — SCS, foi
aprovado conforme parecer consubstanciado do CEP n° 433.687, de 09/10/2013.

Para aquelas familias identificadas como consumidoras de leite cru informal
foi proposta a negociacdo do produto consumido por meio de venda ou troca por
leite de comercializacdo formal (pasteurizado, UHT e em p0). Para os participantes
gue aceitaram esta negociacdo, agendou-se uma nova data para coleta do leite cru
informal.

O leite cru informal coletado foi codificado, acondicionado em recipiente
isotérmico sob refrigeracdo e transportado até o Laboratério de Inspecdo e Controle
de Qualidade de Alimentos e Agua — LACOMA — Setor Palotina da Universidade
Federal do Parana — UFPR, para realizacdo dos ensaios laboratoriais, conforme a

sequir.

4.3 ENSAIOS LABORATORIAIS

As amostras de leite cru informal coletadas foram analisadas dentro de um
periodo de, no maximo, 24h apds a coleta. Os ensaios realizados foram fisico-
quimicos, microbiolédgicos, pesquisa de inibidores do desenvolvimento microbiano,
Teste do Anel em Leite (TAL), Contagem de Células Somaticas (CCS). Os ensaios
de indice caseinomacropeptideo (CMP) e ldentificacdo do CMP foram realizadas
nas unidades laboratoriais do LANAGRO/RS.

Os ensaios microbiologicos das amostras de leite cru informal seguiram os
anexos da Instrucdo Normativa N. 62 de 26/08/2003, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003): 1) contagem de coliformes
termotolerantes (UFC/mL); 2) contagem de Staphylococcus coagualase positiva
(UFC/mL); 3) contagem padrdo de micro-organismos mesofilos aerdbios estritos e
facultativos viaveis (UFC/mL); 4) pesquisa de Salmonella spp. (auséncia ou
presenca/25 mL) e 5) pesquisa de Listeria monocytogenes (auséncia ou

presenca/25 mL).
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Os ensaios fisico-quimicos das amostras de leite cru informal seguiram a
metodologia da Instrucdo Normativa N. 68 de 12/12/2006 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2006): 1) acidez titulavel de leite
fluido (método “B”); 2) densidade a 15°C; 3) depressao do ponto de congelamento;
4) lipidios (método “C”); extrato seco total e desengordurado.

A pesquisa de residuos inibidores no leite das amostras (exemplo:
antimicrobianos) foi realizada pelo emprego do kit Delvo Test® (DSM Food
Specialities Ingredients, Holand), seguindo as orientacdes do fabricante.

A contagem de células sométicas (CCS) foi realizada pela utilizacdo do kit
comercial SomatiCell® (MADASA), seguindo orientacdes do fabricante.

O ensaio de Teste do Anel em Leite (TAL) foi realizado segundo a
metodologia descrita pela Instrucdo Normativa N. 41 de 24/11/2006 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2006).

O ensaio de Indice de Caseinomacropeptideo (CMP) foi realizado no Servigo
Laboratorial Avancado — SLAV — do Laboratério Nacional Agropecuario do Rio
Grande do Sul — LANAGRO-RS, localizado no municipio de S&do José — SC,
seguindo metodologia proposta pela Instrucdo Normativa N. 68 de 12/12/2006, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2006). A diferenciacédo
entre o CMP e PCMP foi realizado no LANAGRO-RS utilizando metodologia
validada por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa.

Antes do inicio das préticas laboratoriais, uma aliquota de aproximadamente
100 mL de leite cru informal foi retirada e congelada. Esta aliquota foi encaminhada
ao SLAV/LANAGRO/RS em S&o José — SC para realizacdo do ensaio de indice
CMP.

O protocolo analitico de cada ensaio encontra-se descrito no Apéndice D.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados descritivamente e, por contrastes pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade utilizando software SAS 2013. O modelo
estatistico contempla efeitos fixos como renda, escolaridade, motivos e tipos de leite.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE DO PERFIL DAS FAMILIAS ENTREVISTADAS

Os dados obtidos apresentaram um alto coeficiente de variacdo, quando
avaliados os tipos de leite: cru, pasteurizado, UHT e em po. Esta ampla variacao foi
causada pelos poucos consumidores de leite em p6, comparado com os demais
tipos de leite e, por isso, o tipo de leite em pd foi desconsiderado apenas nas
analises paramétricas. Esta medida foi necessaria para melhorar e dar mais
consisténcia a andlise dos dados. Entretanto, nas andlises descritivas ele voltou a
ser considerado.

Ao final da pesquisa, foram realizadas 647 entrevistas com consumidores de
leite dos cinco municipios participantes. Pela aplicacdo do questionario, cujos
resultados estdo representados na Tabela 3, observou-se que a preferéncia foi
maior pelo leite do tipo UHT em quatro municipios, sendo: Assis Chateaubriand
(53,3%), Ipora (50%), Palotina (43,5%), e Marechal Candido Rondon (40,8%). No
municipio de Toledo, a maior preferéncia de consumo de leite foi representada pelo
tipo Pasteurizado (50,3%). O leite em po foi o tipo de leite com menor preferéncia
em todos 0s municipios, sendo que nem houve identificacdo do consumo deste tipo
de produto em Ipord. Os percentuais de preferéncia de consumo deste produto
foram: Palotina (4,7%), Marechal Candido Rondon (1,7%), Toledo (1,3%) e Assis
Chateaubriand (1,1%). Em Natal, Mossor6 e Apodi, no Estado do Rio Grande do
Norte, Soares et al. (2010) encontraram frequéncias de consumo de 29,5% para
UHT, 26% para leite pasteurizado, 23,5% para leite cru informal e 21% para leite em
pd; em Cascavel — PR, a preferéncia de consumo foi para o tipo UHT, com 50,3% de

frequéncia pelos entrevistados da pesquisa de Eckert e Roman (2011).
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Tabela 3 — Preferéncia total e percentual entre os tipos de leite declarados pelas
familias entrevistadas para cada municipio participante da pesquisa.

" CRU INFORMAL PASTEURIZADO UHT P6
MUNICIPIOS % n % n % n %
Toledo 30 10,0 153 51 113 37,7 4 1,3
M. C. Rondon 35 29,1 33 37,5 50 41,7 2 1,7
A. Chateaubriand 17 18,9 24 26,7 48 53,3 1 1,1
Palotina 15 17,6 29 34,1 37 435 4 4,7
Ipora 17 32,7 9 27,3 26 50 0 0
TOTAL 114 17,6 248 38,3 274 42,3 11 1,7

O consumo de leite cru informal foi constatado em todos 0s cinco
municipios. Neste caso destacam-se o0s percentuais de preferéncia encontrados nos
municipios de Ipord, representando 17 familias das 52 entrevistadas (32,7%) e
Marechal Candido Rondon com 35 das 120 familias entrevistadas (29,2%). Nos
municipios de Assis Chateaubriand e Palotina os percentuais de preferéncia para
este tipo de leite foram de 18,9 e 17,6%, respectivamente. No municipio de Toledo
foi verificada menor preferéncia para este tipo de produto, representando 10% da
preferéncia global. Cabe destacar ainda que nos municipios de Ipord e Marechal
Candido Rondon o consumo de leite cru informal superou o de leite pasteurizado. Na
Figura 1 esta representada a preferéncia de leite por tipo em cada um dos

municipios.

Palotina Ipora M. C. Rondon Toledo A.
Chateaubriand

Informal Pasteurizado UHT P6

Figura 1 — Preferéncia de consumo de leite, por tipo, para cada municipio
submetido a aplicacéo do questionario de pesquisa.
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Em toda a pesquisa, foram identificados 114/647 (17,6%) familias cuja
preferéncia se deu para o leite cru informal (Tabela 3). Resultados semelhantes
foram observados por Eckert e Roman (2011) em Cascavel que encontraram uma
frequéncia de 13,7% de consumidores de leite cru informal, e inferiores as pesquisas
de Liro, Granja e Zocche (2011) e Bersot et al. (2010) no Vale do Rio S&o Francisco
— PE e em Palotina — PR, que encontraram frequéncias de consumo de 26,6% e
38,3%, respectivamente.

Entretanto, nem todas estas familias com preferéncia de consumo para o
leite cru informal concordaram em negocia-lo para realizacdo de ensaios
laboratoriais, apesar de todo o protocolo de explicacdo aos entrevistados conforme
descrito no item 4.2 “Entrevistas e Coletas das Amostras” desta dissertacdo. Com
isso, foram negociadas e analisadas 46 das 114 amostras possiveis de serem
analisadas, representando 40,3%. Dentre as alegacdes das familias que se
negavam a negociar o produto, estavam o desinteresse, a desconfianga sobre a
repercussao da pesquisa, a confianca depositada e protecdo ao fornecedor de leite,
e a desisténcia da participacdo no momento da coleta da amostra. Dessa forma, a

participacéo variou de 29,4% a 53,3% conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Quantidade de familias entrevistadas que declararam consumir leite cru
informal e quantidade de amostras obtidas para realizacdo das analises
em cada municipios participante da pesquisa.

' FAMILIAS CONSUMIDORAS AMOSTRAS
MUNICIPIOS DE LEITE CRU INFORMAL COLHIDAS
Toledo 30 11 (36,7%)
M. C. Rondon 35 15 (42,8%)
A. Chateaubriand 17 7 (41,1%)
Palotina 15 8 (53,3%)
Iporé 17 5 (29,4%)
TOTAL 114 46 (40,3%)

No municipio de Ipora, por exemplo, que apresentou a maior preferéncia
pelo consumo de leite informal foi o0 que demonstrou menor participacdo na oferta de
amostras para analise, com apenas 29,4% de participagcdo apos negociacdo do
produto para analises laboratoriais. Durante a negociacao do leite cru informal neste
municipio, notou-se que a maioria dos participantes tinha algum conhecimento sobre

a existéncia da proibigdo deste tipo de comércio, o que gerava grande preocupacao
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por parte dos participantes em possiveis prejuizos ocasionados pela pesquisa, e
consequentemente, resultou nesta baixa participagao.

O motivo “Sabor” foi estatisticamente significativo para a preferéncia do
consumo de leite cru informal e para o leite UHT foram: “Sabor”, “Facilidade” e
“Durabilidade”. Nao houve diferenca estatistica entre os motivos para a preferéncia

do leite pasteurizado (Tabela 5).

Tabela 5 — Teste de Tukey (P<0,05) para a comparacdo entre os motivos de
preferéncia declarados pelos entrevistados da pesquisa para o
consumo dos leites tipo cru informal, pasteurizado e UHT.

0
MOTIVOS TIPOS DE LEITE (%)

CRU INFORMAL PASTEURIZADO UHT
Sabor 12,8 A 16,2 A 11,0 A
Facilidade 48B 11,2 A 12,6 A
Durabilidade 3,8B 15,4 A 27,6 A
Preco 0,8B 34A 24B
Seguro 0,6 B 4.4 A 1,2B

Letras diferentes nas colunas representam diferenca estatistica (P<0,05).

Os motivos que justificaram a preferéncia pelo consumo de leite cru informal
para cada municipio estéo ilustrados na Figura 2. O “Sabor” foi considerado como o
principal motivo apontado pelos entrevistados para preferéncia ao produto informal,

chegando a 70,6% em Ipora.

> > N (o) O
’.\\:Q é O(\bo < o\@6 J ‘bo

O Q~ P
\3 <

Preco Sabor Facilidade Durabilidade = Seguro

Figura 2 — Motivos de preferéncia para o consumo de leite cru informal
declarados pelos participantes da pesquisa em cada municipio.
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O “Sabor” também foi o principal motivo de preferéncia relatado pelos
consumidores deste tipo de leite no Rio Grande do Norte (SOARES et al., 2010), por
40% dos consumidores no Vale do Rio Sédo Francisco — PE (LIRO, GRANJA e
ZOCCHE, 2011), 50% em Palotina — PR (BERSOT et al., 2010).

Apesar de néo terem sido verificados os motivos pelos quais o “Sabor” tenha
sido a principal preferéncia, sabe-se que o processamento térmico o qual o leite é
submetido sempre causa algum tipo de alteracdo sensorial ao produto, mesmo que
seja este de ocorréncia minima. Adicionalmente, leites pasteurizados e UHT sao
homogeneizados ou desnatados parcial ou totalmente acarretando na reducao do
tamanho dos glébulos de gordura e na aparéncia do produto, que se traduz muitas
vezes para o consumidor como uma alteracdo de sabor.

A pasteurizacdo do leite ndo altera significativamente a cor do leite, mas
remove alguns compostos volateis que oferecem um aroma de feno ao leite cru,
tornando-o mais agradavel. O processo de ultrapasteurizacao (UHT) causa aumento
da brancura da cor do leite e desnaturacdo de proteinas do soro, formando sulfeto
de hidrogénio, lactonas e metilcetonas a partir de lipideos, resultando em sabor de
cozido (FELLOWS, 2006).

Seguindo pelos motivos que influenciaram a preferéncia pelo produto
informal (Tabela 6), a “Facilidade” em adquirir o produto associado, ou nao, a
comodidade de recebé-lo em casa foi 0 segundo identificado pelos entrevistados de
Palotina (26,7%), Marechal Candido Rondon (25,7%) e Ipora (17,6%). Ja em Toledo
e Assis Chateaubriand, o segundo motivo mais relatado foi o menor “Preco”
comparado com os outros tipos de leite, com 33,3% e 29,4%, respectivamente. A
“Durabilidade”, interpretada como validade, e a “Seguranca”, interpretada como
menor risco de veiculacdo de residuos quimicos e micro-organismos patogénicos,

foram os motivos menos frequentes relatados pelos entrevistados.

Tabela 6 — Motivos para preferéncia do consumo de leite cru informal declarados
pelos participantes da pesquisa em cada municipio participante.

: MOTIVOS [n(%
MUNICIPIOS PRECO SABOR FACILIDADE[ (DU%:LBILIDADE SEGURANCA
Palotina 2(13,3) 8(533) 4(26,7) 1(6,6) 0 (0,0)
Ipora 2(11,8) 12(70,6) 3 (17,6) 0 (0,0) 0 (0,0)
M.C.Rondon  5(14,3) 19(54,3) 9 (25,7) 1(2,8) 1(2,8)
Toledo 10 (33,3) 16 (53,3) 2 (6,7) 1(3,3) 1(3,3)

A. Chateaubriand 5(29,4) 9 (52,9) 1(5,9) 1(5,9) 1(5,9)
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Com relacdo ao valor médio pago pelas familias para a aquisicéo do leite cru
informal, foram realizadas comparacdes com valores do leite pasteurizado e UHT
segundo tabela CEPEA de precos médios de atacado no Estado do Parana, no
mesmo periodo de execucdo da pesquisa e, disposto na Figura 3. Nesta mesma
figura também foi incluido o preco bruto (frete e Funrural 2,3%) pago aos produtores

de leite cru formal (“formal”) utilizando a mesma fonte (CEPEA).

2,5

15

0,5

jan/13  fev/13 mar/13 abr/13 mai/l3 jun/13  jul/l3 ago/l13

Informal Formal Pasteurizado UHT

Figura 3 - Comparagédo entre os valores pagos pelos tipos de leite cru
informal e cru formal aos produtores de leite e, valores de atacado dos
leites tipos pasteurizado e UHT. Valores comparados em Reais (R$) por
litro de leite (L) durante o mesmo periodo de realizacdo da pesquisa.
Fonte: CEPEA.

Pode-se observar uma grande variagcdo de valor pago pelos consumidores
de leite cru informal em comparacdo aos demais tipos de leite. Apenas durante o
més de fevereiro o leite cru informal apresentou valor semelhante quando
comparado com o leite tipo pasteurizado. Além disso, observou-se uma diferenca
média de 30,6% entre 0 preco pago ao comerciante de leite cru informal e ao
produtor de leite cru formal, o que evidencia vantagem financeira na comercializacéo
do produto informal.

Verificou-se diferenca estatistica (P<0,05) para interacdo entre renda familiar
e tipo de leite justificando o desdobramento da analise para consumo de leite dentro
de cada renda e consumo de leite em funcdo da renda dentro de cada tipo de leite
(Tabela 7).



17

Tabela 7 — Teste de Tukey (P<0,05) para a interacdo entre as categorias de renda e
a preferéncia pelos tipos de leite declaradas pelos participantes da

pesquisa.
RENDA (salérios TIPOS DE LEITE (%)
minimos) CRU INFORMAL PASTEURIZADO UHT
1 7,98 Aa 10,35 Aa 11,38 Ba
2a4 12,22 Ab 21,29 Aa 29,09 Aa
5a7 1,91 Bb 1,41 Bb 5,93 BCa
8a9 0,16 Bb 1,5Ba 0,86 Ca
>9 0,001 Ba 0,34 Ba 0,25 Ca

Letras mailsculas diferentes na coluna e, letras mindsculas diferentes na linha representam
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os fatores avaliados.

A preferéncia para o consumo de leite cru informal esteve presente em todas
categorias de renda familiar, mas se destacou naquelas familias com renda entre um
a gquatro salarios minimos.

N&o houve diferenca de preferéncia entre os tipos de leite consumidos pelas
familias com renda familiar de um e superior a nove salarios minimos. As familias
com renda superior a nove salarios foram as que consumiram menos leite.

Levando-se em consideracdo aquelas familias que preferiam consumir leite
cru informal motivadas pelo valor mais atrativo (menor preco, mais barato = “Prego”),
observou-se que em quatro municipios, com exce¢do de Marechal Candido Rondon,
as familias consumidoras possuiam renda familiar entre um a quatro salarios

minimos (Tabela 8).

Tabela 8 - Quantidade e percentual de familias consumidoras de leite cru informal
que declararam preferir o produto pelo menor valor (Preco) distribuidos
em cada municipio participante da pesquisa.

, 1 SALARIO 2a4 SALARIOS >4 SALARIOS

MUNICIPIOS o (%) o (%) o (%)
Toledo 4 (36,4) 6 (50,0) 0

M. C. Rondon 2 (18,2) 2 (16,6) 1 (100)
A. Chateaubriand 2 (18,2) 3 (25) 0
Palotina 1(9,0) 1(8,4) 0
Ipora 2(18,2) 0 (0) 0

TOTAL 11 (100) 12 (100) 1 (100)

Iporad foi o municipio com maior diferenca entre os demais participantes da
pesquisa: municipio com menor populacdo, menor participagdo na negociacdo do
leite, maior percentual de consumidores de leite cru informal, todos consumidores de

leite cru informal com renda familiar de um salario minimo e preferéncia ao produto
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informal pelo sabor e preco. Mesmo obtendo escore de desenvolvimento humano
alto, Ipora apresentou o menor indice de Desenvolvimento Humano Médio (IDH-M)
comparado aos demais municipios envolvidos (Tabela 9). Todos estes fatores

podem justificar a manutencdo do comeércio informal de leite neste municipio.

Tabela 9 - indice de Desenvolvimento Humano Médio (IDH-M) dos municipios
envolvidos na pesquisa.

MUNICIPIOS IDH - M
Toledo 0,768
M. C. Rondon 0,774
A. Chateaubriand 0,729
Palotina 0,768
Ipora 0,706

Fonte: IBGE, 2010

Com relacdo ao conhecimento sobre possiveis patdogenos causadores de
doencas veiculadas pelo leite, independente do tipo, observamos que a maioria das
familias entrevistadas desconheciam-nas: 93,3% em Marechal C, Rondon, 91,1%
em Assis Chateaubriand, 91% em Toledo, 78,8% em Ipord e 64,7% em Palotina
(Tabela 10).

Tabela 10 — Quantidade de familias entrevistadas, consumidoras de leite formal e
informal, que declararam ndo conhecerem possiveis patégenos
causadores de doencas veiculados pelo leite, distribuidas pelo municipios
participantes da pesquisa. Formal (leites tipo: pasteurizado, p6 e UHT) e
Informal (leite cru informal).

MUNICIPIOS FORMAL (%) INFORMAL (%) TOTAL (%)
Palotina 64,3 66,7 64,7
Ipora 82,9 70,6 78,8
M. C. Rondon 96,5 85,7 93,3
Toledo 90,4 96,7 91,0
A. Chateaubriand 91,8 88,2 91,1

Resultados semelhantes foram observados Natal, Mossoré e Apodi — RN;
Vale do Rio Séao Francisco — PE e Palotina — PR, por Soares et al. (2010); Liro,
Granja e Zocche (2011) e Bersot et al. (2010) que verificaram, respectivamente, que
92%, 70,3% e 75%, das familias consumidoras de desconheciam o0s riscos
associados ao seu consumo.

Dentre os termos mencionados pelos entrevistados para exemplificar o seu

conhecimento sobre patdgenos causadores de doencas veiculados pelo leite,
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estavam: aftosa, brucelose, tuberculose, diarreia, bactérias, estomatites em
humanos, mastite e hepatite.

O consumo de leite, independente do tipo, foi significativamente maior
(P<0,05) para os entrevistados com primeiro grau de escolaridade. Nado houve
diferenga estatistica para o consumo de leite entre os entrevistados com segundo e
terceiro graus de escolaridade. Esta diferenga foi induzida por levar em
consideracdo apenas a escolaridade do individuo entrevistado responsavel por
responder o questionario ao invés levar em consideracao todos 0s outros integrantes
da familia.

A maioria dos entrevistados que preferiam consumidor leite cru informal
possuiam apenas o ensino fundamental e corresponderam a 80% em Palotina,
76,5% em Ipord, 68,6% em Marechal Céandido Rondon, 61% em Assis
Chateaubriand e 60% em Toledo (Tabela 11).

Tabela 11 — Distribuicdo dos consumidores de leite formal (Pasteurizado, em P6 e
UHT) e cru informal segundo sua escolaridade, em cada municipio
envolvido na pesquisa.

TIPO DE LEITE (%)

MUNICIPIO ESCOLA. FORMAL INEORMAL TOTAL %
1° 47,8 63,3 49,3
Toledo 2° 32,9 30,0 32,7
3° 19,2 6,7 18,0
1° 64,7 68,6 65,8
M. C. Rondon 2° 27,0 20,0 25,0
3° 8,2 11,4 9,2
1° 46,6 58,8 48,9
A. Chateaubriand 2° 41,1 29,4 38,9
3° 12,3 11,7 12,2
1° 51,4 80,0 56,5
Palotina 2° 30,0 20,0 28,2
3° 18,6 0,0 15,3
1° 68,6 76,5 71,1
Iporé 2° 25,7 17,6 23,1
3° 5,7 5,9 5,8

Legenda: “ESCOLA.” = Escolaridade; 1° = Ensino Fundamental; 2°= Ensino Médio; 3°= Ensino
Superior.

Contudo, a pratica da fervura antes do consumo foi um habito identificado
pela maioria das familias que preferiam consumidor leite cru informal: 100% das
familias entrevistadas de Assis Chateaubriand e Ipord, 97,2% das familias

entrevistadas de Marechal Candido Rondon, 96,7% das familias entrevistadas de
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Toledo e 86,7% dos entrevistados de Palotina. Este habito também foi registrado por
95,8% das familias consumidoras de leite cru informal de Vale do Rio S&o Francisco
— PE (LIRO, GRANJA e ZOCCHE, 2011), por 95,5% das familias consumidoras de
leite cru informal na pesquisa de Soares et al. (2010), desenvolvida nos municipios
de Natal, Mossor6 e Apodi — RN e por 100% das familias em Palotina — PR
(BERSOT et al., 2010).

A proporcdo de entrevistados consumidores de leite cru informal que
desconheciam legislacdes que proibam a comercializacdo de leite cru diretamente
aos consumidores, em cada municipio, foram: 94,1% no municipio de Assis
Chateaubriand, 91,4% no municipio de Marechal Céandido Rondon, 86,7% no
municipio de Toledo, 66,6% no municipio de Palotina e 58,8% no municipio de Ipora.
Os pesquisadores Liro, Granja e Zocche (2011) encontraram 91% de consumidores
de leite cru informal do Vale do Rio Sao Francisco — PE que desconheciam a
existéncia de proibicdo legal, resultado semelhante aos nossos.

Simbolos dos Servicos de Inspecdo Municipal, Estadual e Federal foram
apresentados aos entrevistados para que apontassem qual ou quais eram
conhecidos bem como explicar a importancia da sua presenca nos produtos. Neste
item, 64,7% dos entrevistados de Ipord, 51,4% dos entrevistados de Marechal
Céandido Rondon, 46,7% dos entrevistados de Palotina, 41,2% dos entrevistados de
Assis Chateaubriand e 40% dos entrevistados de Toledo reconheceram algum dos
trés simbolos de produtos inspecionados. Entretanto, nenhum dos entrevistados
soube explicar adequadamente a importancia da existéncia deste simbolo no
produto, restringindo-se apenas a decifrar as iniciais, relaciona-los com a qualidade
do produto e questionar a atuacdo da Inspecdo na manutencdo da idoneidade,

qualidade e seguranca dos produtos lacteos.

5.2 ANALISE LABORATORIAL DAS AMOSTRAS DE LEITE CRU INFORMAL
NEGOCIADAS

As amostras de leite cru informal (n=46) analisadas laboratorialmente foram
comparadas com parametros fisico-quimicos, microbiolégicos, inibidor de

crescimento bacteriano e Teste do Anel em Leite estabelecidos pela Instrucéo
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Normativa N. 62 de 30/12/2011 do MAPA (BRASIL, 2011), e pela Resolugao
Diretiva-Colegiada N. 12 de 02/01/2001 da ANVISA (BRASIL, 2001).

As formas de acondicionamento do leite cru informal comercializado e
entregues as familias foram: garrafas plasticas de refrigerante 2 L (80,7%), pacote
plastico transparente 1 L (17,5%) e acondicionado em latbes e transpassado para

recipiente do consumidor no momento da entrega (1,7%) (Tabela 12).

Tabela 12 — Formas de acondicionamento do leite cru informal recebidos pelas
familias, para cada municipio participante da pesquisa.

GARRAFA “Pet” 2 L

MUNICIPIO FAMILIA _PRODUTOR PACOTE LATAO TOTAL
Palotina 4 (26,7%) 11 (73,3%) 0 (0%) 0(0%) 15 (100%)
Ipora 5(29,4%) 11 (64,7%) 1 (5,9%) 0(0%) 17 (100%)
M. C. Rondon 10 (28,6%) 18 (51,4%) 6(17,1%) 1(2,8%) 35 (100%)
Toledo 8 (26,6%) 9 (30%) 12 (40%) 1(3,3%) 30 (100%)
A. Chateaubriand 0 (0%) 16 (94,1%) 1 (5,9%) 0 (0%) 17 (100%)
TOTAL 27(23,7%) 65 (57%)  20(17,5%) 2(1,7%) 114 (100%)

Legenda: “Familia” refere-se a embalagem da prépria familia consumidora; “Produtor” refere-se a
embalagem do produtor de leite cru informal; “Garrafa Pet 2 L” refere-se as garrafas plasticas de
refrigerante de 2 L; “Pacote” refere-se as embalagens de pacote plastico transparente de 1 L; “Latdo”
refere-se ao acondicionamento do leite cru informal em latbes e distribuicdo domiciliar no recipiente
do consumidor.

As embalagens tipo pacote plastico transparente de 1 L assemelhavam-se
as embalagens de leite pasteurizado. De todas as 46 amostras de leite cru informal
analisadas, apenas oito foram negociadas neste tipo de embalagem, e as 38
restantes em embalagens plasticas de refrigerante 2 L. Todas as amostras de leite
cru informal embaladas em pacotes plasticos de 1 L foram submetidas também aos
testes de perfil enzimatico (Fosfatase e Peroxidase) devido a suspeita de algum tipo
de tratamento térmico. Entretanto, todas apresentaram testes positivos para o perfil
enzimatico.

Todas as amostras de leite cru informal analisadas apresentaram-se em
desacordo em pelo menos um parametro, sendo 60,9% para mesdfilos, 56,6% para
Extrato Seco Desengordurado (ESD), 52,1% para indice Crioscopico (IC), 43,5%
para acidez, 23,9% para densidade, 23,9% para indice de Caseinomacropepetideo
(CMP), 17,4% para Teor de Gordura, 8,7% Reagente ao Teste do Anel em Leite
(TAL) e, 2,2% reagente para presenca de Inibidor de Crescimento Bacteriano
(Tabela 13).
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Tabela 13 - Amostras de leite cru informal analisadas e em desacordo com
parametros estabelecidos pelas legislagbes consideradas como
padrao de referéncia.

ENSAIO PADRAO DESACORDO
FiSICO-QUIMICO
Acidez (°D) 14 — 18 20/46 (43,5%)
Densidade & 15°C (g/mL) 1,028 — 1,034 11/46 (23,9%)
indice Crioscépico (°H) 1-0,530" 22/46 (47,8%)
Gordura (g/100mL) >3" 8/46 (17,4%)
ESD (g/100g) >8,4" 26/46 (56,6%)
indice CMP (mg/L) <30™ 11/46 (23,9%)
MICROBIOLOGICO, INIBIDOR, CCS, TAL
Mesofilos (UFC/mL) 6,0x10%" 28/46 (60,9%)
Staphylococcus C (+) (UFC/mL) > 10° 3/46 (6,5%)
Coliformes 45°C (UFC/mL) 4 NMP/mL"™ 12/46 (26,1%)
Salmonella sp. Auséncia/25 mL" 0/46 (0,0%)
Listeria monocytogenes SP 0/46 (0,0%)
CCS (CS/mL) 6,0 x 105 13/18 (72,2%)
TAL N&o Reagente 4/46 (8,7%)
Inibidores Ndo Reagente” 1/46 (2,2%)

“IN 62 (30/12/2011) MAPA, Item IV RTIQ Leite cru refrigerado; ™ RDC 12 (02/01/2001) ANVISA; ™IN
69 (13/12/2006) MAPA. “SP” = Sem Parametro.

Verificou-se que 26/46 (56,6%) das amostras analisadas estavam com ESD
menor que 8,49/100mL. O ESD representa a por¢cdo de constituintes sdlidos do leite
subtraindo o teor de gordura e sua quantificacdo permite inferir adicdo de agua ou
reconstituintes de densidade ao leite. Nas pesquisas desenvolvidas por Almeida et
al. (1999), Mendes et al. (2010), 57,14% e 40,6% das amostras de leite cru informal
analisadas comercializadas nos municipios de Alfenas — MG e Mossoré — RN,
respectivamente, estavam em desacordo para ESD.

Destas amostras em desacordo para ESD 17/26 (65,4%) também
apresentaram IC acima de — 0,530°H, inferindo adulteracdo do produto informal pela
adicdo de agua. Este tipo de adulteracao caracterizada como fraude também foi
encontrada nas pesquisas de Almeida et al. (1999), Mendes et al. (2010).

Com relacdo ao teor de gordura das amostras de leite cru informal, 8/46
(17,4%) delas resultaram em valores menores que 3%, resultado inferior a
frequéncia encontrada na pesquisa de Almeida et al. (1999) que obtiveram 71,43%
das amostras de leite cru informal nestas mesmas condigdes.

A reducéo do teor de gordura no leite pode estar relacionado a inadequada
homogeneizagao do leite de conjunto nos tanques de armazenagem na propriedade

e diluicdo do leite pela adicdo de agua. Neste sentido, 3/8 (37,5%) das amostras de
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leite cru informal com teor de gordura abaixo do regulamentado, também
apresentaram IC acima de — 0,530°H, revelando a adicdo de agua. As demais
amostras, 5/8 (62,5%), apresentaram IC no intervalo do padrdo regulamentado,
inferindo falhas na homogeneizacao durante o envase.

Avaliando individualmente o indice de Caseinomacropeptideo (CMP) e
tomando como referéncia a Instrucdo Normativa N. 69 de 13/12/2006 do MAPA
(BRASIL, 2006) que institui critério de avaliacdo da qualidade do leite in natura,
concentrado e em pod reconstituidos, utilizando o método analitico fisico-quimico
indice de CMP, o leite in natura s6 pode ser destinado ao consumo humano quando
0 seu indice CMP for inferior a 30 mg/L. Nesta pesquisa, 11 amostras (23,9%)
estavam em desacordo para este parametro.

A presenca de valores excedentes de CMP pode indicar tanto adulteracdo
pela adicdo intencional de soro de leite, resultante da fabricacdo de queijo, quanto
alteracdo do leite in natura por enzimas proteoliticas de micro-organismos
psicrotréficos durante a conservacao sob refrigeracdo (CAMPOS MOTTA, et al.,
2014; HANTISIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007). Além disso, houve concordancia
entre excedente de mesofilos e CMP em todas as amostras, reafirmando o
comprometimento da qualidade do leite pela alteracdo causada pelo
desenvolvimento microbiano (Tabela 14).

Tabela 14 - Amostras de leite cru informal em desacordo com a legislagdo para os
parametro Mesofilos e CMP.

N° FICHA MESOFILOS (UFC/mL)’ INDICE CMP(mg/L)"
1 5.600.000 33,35
76 24.000.000 49,164
77 18.000.000 47,927
162 170.000.000 111,495
171 50.000.000 59,49
257 4.400.000 34,217
237 8.100.000 73,98
239 13.000.000 49,811
631 28.000.000 81,767
568 34.000.000 32,58
647 3.500.000 32,22

* Mesofilos < 600.000 UFC/mL (BRASIL, 2011); ™ CMP < 30mg/L (BRASIL, 2006).

Para diferenciar a possivel adulteracéo pela adicdo de soro de leite de uma

alteracdo de origem microbiana, as amostras de leite cru informal que extrapolaram
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o limite regulatério de CMP foram submetidas a confirmacéo e diferenciacdo do CMP
de soro de leite com o CMP resultante da atividade microbiana (PCMP).

O CMP das amostras de leite cru informal em desacordo (n=11) foram
identificadas como sendo PCMP. Com isso, aquelas amostras de leite cru informal
analisadas néo estavam fraudadas, mas, alteradas pelas condi¢cdes higiénicas
inadequadas de obtencdo e conservagdo que propiciaram o desenvolvimento
microbiano.

Na avaliac&o do indice Crioscopico (IC), 47,8% das amostras apresentaram-
se em desacordo com a legislacdo. O IC é um teste de precisdo que permite
identificar adulteracdo do leite pela adicdo de &gua. Nas pesquisas desenvolvidas
por Almeida et al. (1999) em Alfenas - MG, Mendes et al. (2010) em Mossor6é — RN,
Caldeira et al. (2010) em Janauba — MG e Villa e Pinto (2008) em Brotas — SP,
57,6%, 50,0%, 27,6% e 16,0% das amostras de leite cru informal, respectivamente,
apresentaram-se em desacordo para este parametro.

A porcentagem de adi¢cdo de agua estimada nestas amostras variou de 3,8 a
23%. As amostras com IC em desacordo com a legislacdo foram distribuidas em

classes e organizadas na Tabela 15.

Tabela 15 - Porcentagem estimada de adicdo de agua nas amostras de leite cru
informal em desacordo com a legislacao (n=22).

IC (°H) % AGUA n
-0,410 a -0,450 18,2 a 25,3 2
-0,451 a -0,490 10,9 a 18 5
-0,491 a -0,530 3,6 a10,7 15

A alteracdo do limite de acidez padrdo do leite pode ser influenciada pela
adicdo de substancias (dgua, soda caustica, bicarbonato) e pelo desenvolvimento
microbiano. Observou-se que 20/46 (43,5%) amostras de leite cru informal
apresentaram-se acidas. Destas 11/20 (55%) apresentaram contagem de mesofilos
acima de 6,0 x 10° UFC/mL. Mendes et al. (2010) e Villa e Pinto (2008) encontraram
apenas 6,2% e 13,6% de amostras em desacordo para este parametro avaliando
nas amostras de leite cru informal no municipio de Mossor6 — RN e Brotas — SP,
respectivamente.

A densidade de 23,9% (11/46) das amostras apresentaram em desacordo
com a referéncia legal adotada, estando abaixo do limite inferior. Os autores Almeida

et al. (1999) e Villa e Pinto (2008) encontraram, respectivamente, 28,7% e 7,4% das
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amostras de leite cru informal nestas mesmas condicdes nas suas pesquisas
desenvolvidas nos municipios de Alfenas — MG e Brotas — SP.

A enumeracdo de micro-organismos mesofilos aerdbios estritos e
facultativos viaveis (mesofilos) permite inferir a carga microbiana total presente no
leite, resultante de todo caminho que o produto passou (higiene de ordenha,
acondicionamento, manutencdo, etc.). A média das contagens de mesdfilos foi de
5,2 x 108 UFC/mL e 28/46 (60,9%) amostras de leite cru informal estavam em
desacordo com o parametro regulamentado. A elevada quantidade de micro-
organismos associado a conservacdo inadequada do leite permitem o
desenvolvimento microbiano e consequente alteragéo do produto por acidificacao.

Os autores Bersot et al. (2010) obtiveram média de enumeracdo de
meso6filos acima dos nossos, 4,6 x 10’ UFC/mL, na pesquisa realizada em Palotina —
PR. Os autores Villa e Pinto (2008) desenvolveram uma pesquisa ho municipio de
Brotas — SP, encontrando 77,2% das amostras em desacordo com o padréo.

A enumeracao de coliformes termotolerantes através da técnica dos tubos
multiplos do Numero Mais Provavel (NMP), possibilita estimar a qualidade sanitaria
dos produtos de origem animal quando espera-se valores de coliformes inferiores a
102 UFC/g ou mL de produto analisado. Trata-se de uma técnica probabilistica de
alta sensibilidade onde o valor obtido em NMP oferece uma estimativa de contagem
(em UFC) dentro de um intervalo de confianca de 95%.

Para o leite fluido pasteurizado o limite maximo estipulado varia de 2
NMP/mL (produgéo de leite pasteurizado segundo BRASIL, 2011) a 4 NMP/mL
(amostra indicativa para comercializacdo segundo BRASIL, 2001) dependendo da
legislacdo adotada. Como todas as amostras de leite cru informal analisadas foram
obtidas da comercializacdo direta entre o produtor e o consumidor, adotou-se o
padrao de comercializacdo estipulado pela RDC N.12 de 02/01/2001 da ANVISA
(BRASIL, 2001) que é de 4 NMP/mL. Nesta técnica o valor de 3,8 NMP/mL estima
contagens entre 8,7 a 110 UFC/mL com intervalo de 95% de confianca.

A enumeracdo de coliformes termotolerantes adotada nesta pesquisa foi
realizada pela técnica de contagem em placas, sugerida quando se espera
enumeracdes de coliformes superiores a 10> UFC/mL do produto analisado. Esta
deducéo é importante para comparagdo dos resultados obtidos nesta pesquisa com
padrdoes regulamentados, uma vez que as unidades de expressdo dos resultados

sao distintas em funcdo das técnicas enumerativas consideradas. Com isso, foram
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consideradas como amostras em desacordo as contagens de coliformes
termotolerantes maiores que o limite superior do intervalo de confianca quando o
resultado é de 3,8 NMP/mL, ou seja, 1,1 x 102 UFC/mL (110 NMP).

Assim, 12/46 (26,1%) das amostras apresentaram em desacordo para
contagem de coliformes termotolerantes, estando impréprias para comercializacao, e
a média foi de 3,4 x 10* UFC/mL. Esta média foi inferior a média encontrada por
Bersot et al. (2010) em Palotina — PR, onde obtiveram 5,4 x 10> UFC/mL.

O risco da intoxicacdo Estafilocécica pela ingestédo de leite esta relacionada
a presenca de quatro fatores: (1) Staphylococcus enterotoxigénicos presentes no
leite devem carrear genes de produgdo da enterotoxina, (2) estes Estafilococos
presentes no leite devem ter habilidade de expressar estes genes, (3) a quantidade
de estafilococos deve ser maior ou igual a 105> UFC/mL e; (4) haver condicdes para
produgédo da toxina no alimento (SANTANA et al., 2010)

Considerando limite baseado no alto risco da presenga de toxina
estafilocdcica em enumeragbes superiores a 10> UFC/mL, obteve-se 3/46 (6,5%)
amostras de leite cru informal com Contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva
acima deste limite. Além da grande possibilidade da presenca de toxina, este grupo
abrange espécies patogénicas para a bovinocultura de leite, conhecidas por
causarem mastites classificadas do tipo contagiosa.

Por meio da realizacdo do Teste do Anel em Leite (TAL), pode-se realizar
um monitoramento epidemioldgico da sanidade do rebanho leiteiro quanto a Brucella
abortus, e obteve-se 4/46 (8,7%) das amostras reagentes ao teste. O teste do anel
em leite, realizado com amostras de leite de latdes, € uma importante ferramenta de
vigilancia epidemioldgica da brucelose bovina, indicada como método de diagnostico
presuntivo (SILVA JUNIOR et al., 2007).

Almeida et al. (1999) ndo encontraram nenhuma amostra reagente para TAL
analisando leite cru informal em Alfenas — MG. Em contrapartida, Swai e
Schoonman (2011) obtiveram 56% de amostras reagentes ao TAL no municipio de
Tanga, na Tanzania. O TAL é um teste de triagem que néo revela a prevaléncia de
B. abortus do rebanho sendo necesséario a realizacdo de provas sorolégicas
confirmatorias individuais para identificagdo dos animais infectados.

Segundo o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Leite Cru
Refrigerado (BRASIL, 2011), o leite ndo deve ter adicdo de qualquer tipo de aditivo

bem como possuir residuos quimicos acima dos limites maximos regulamentados
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(LMR). Nesta pesquisa, identificou-se uma amostra (2,2%) com presenca de residuo
que inibiu o desenvolvimento microbiano do kit Delvo Test SP®. Villa e Pinto (2008),
utilizando o mesmo kit, encontraram 6% das amostras também positivas. Este teste
comercial apresenta alta sensibilidade, porém, baixa especificidade por nao
identificar a natureza do residuo (antimicrobiano, antiparasitario, desinfetantes,
detergente). Contudo, aponta risco quimico presente no leite para os consumidores.

Avaliando a presenca de pesticidas e antimicrobianos em amostras de leite
cru de propriedades leiteiras do Estado de Minas Gerais por meio de técnicas
cromatograficas, Picinin (2013) encontrou 8,3% das amostras em desacordo com o
LMR, identificado os residuos acima do limite como sendo Penicilina V, Abamectina
e Cipermitrina.

Esta amostra de leite cru informal, positiva para inibidor de desenvolvimento
microbiano, apresentou também elevadas contagens de meso6filos (5,1 x 108
UFC/mL), coliformes totais (1,5 x 10* UFC/mL) e Células Somaticas (6,3 x 10°
CS/mL). Nao houve desenvolvimento de unidades formadoras de col6nias (UFC)
nas contagens de coliformes termotolerantes e Staphylococcus coagulase positiva
nas diluicdes utilizadas (102 a 10%). Entretanto, todos os parametros fisico-quimicos
avaliados estavam dentro do limite da legislacdo (BRASIL, 2011). Com isso, a
presenca de residuos de antimicrobianos nesta amostra poderia ser decorrente do
tratamento das vacas em funcdo da quantidade CCS e a alta carga microbiana
esteja relacionada com manejo higiénico inadequado do leite ordenhado.

Becker et al. (2010) analisando amostras de leite cru informal e formal
(pasteurizado e UHT) em Medianeira e Serranépolis do Iguagu — PR, nao
encontraram nenhuma amostra com presenca de inibidores de crescimento
microbiano, empregando-se 0 mesmo método.

A Contagem de Células Sométicas (CCS) é utilizada como parametro
sanitario e de qualidade para avaliacdo do leite. Este ensaio foi realizado apenas
nas amostras de leite cru informal vindas dos municipios de Toledo e Assis
Chateaubriand (n=18) e encontrou uma média de 8,2 x 10°> CS/mL. Adotando
critérios regionais e temporais estabelecidos pela Instrucdo Normativa N. 62 de
30/12/2011 (BRASIL, 2011) como padrdo, observou-se que 72,2% das amostras
estavam em desacordo.

A CCS elevada no leite de conjunto também indica reducdo da produtividade

do rebanho leiteiro. Baseado nas recomendacbes do National Mastitis Council,
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Santos e Fonseca (2007), apresentam estimativas de perdas de 6% de produgcao no
leite de tanque quando a CCS atinge 500.000 CS/mL, 18% de perda quando CCS
atinge 1.000.000 CS/mL e 29% de perda quando alcanca-se 1.500.000 UFC/mL.
Considerando estas informacdes, pode-se estimar que 53,8% das amostras de leite
cru informal vieram de produtores de leite cru informal que tiveram prejuizos de 6%
na producéo de leite e, perdas 18 e 29% de producéo de leite foram registradas para

23,1% das amostras de produtores informais de leite, respectivamente (Tabela 16).

Tabela 16 - Estimativa das perdas de producédo de leite em funcdo da CCS das
amostras de leite cru informal analisadas.

INTERVALO CCS % PERDAS PRODUCAO  N° AMOSTRAS [n(%)]

(CS/mL)
> 500.000 6 7 (53,8%)
> 1.000.000 18 3 (23,1%)
> 1.500.000 29 3 (23,1%)

N&o houve deteccdo dos patdgenos pesquisados, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, nas amostras de leite cru informal analisadas.

Os resultados da preferéncia pelo consumo de leite cru informal no
municipio de Palotina — PR obtidos nesta pesquisa foram comparados com o0s
resultados encontrados por Bersot et al. (2010) na pesquisa também desenvolvida
no municipio de Palotina — PR. Nesta comparacdo, notou-se uma reducdo na
preferéncia de consumo para leite cru informal, um aumento da preferéncia para os
leites tipo pasteurizado e UHT e, uma pequena frequéncia de familias que preferem
leite em pd6. Motivos subjetivos (qualidade e sabor) ainda se mantiveram como as
principais razdes para a preferéncia pelo produto informal. Houve uma reducéo da
preferéncia de consumo motivada pelo preco mais atrativo e um incremento
influenciado pela comodidade em receber o produto em casa. Grande proporcéo das
familias que preferiam consumir o produto informal praticavam a fervura do leite,
porém foram encontradas 13,3% delas que néo realizavam tratamento térmico
domiciliar. Observou-se uma reducdo nas médias das enumeragbes de micro-
organismos comparados e um aumento na frequéncia das alteracbes mais comuns
(adicdo de agua e acidez).

Contudo, ressalta-se que as diferengcas encontradas entre esta pesquisa
com a realizada por Bersot et al. (2010) devem-se as diferencas metodoldgicas

guanto a selecao e a quantidade de entrevistados entre as duas pesquisas.
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Por fim, cada amostra foi avaliada com base no seu conjunto de ensaios
laboratoriais, recebendo um julgamento (Figura 4). Todas as amostras apresentaram
alguma ndo conformidade e a adicdo de agua foi a adulteracdo mais frequente
(20%) encontrada. Os resultados laboratoriais das 46 amostras de leite cru informal

negociadas e analisadas encontram-se sumarizados no Apéndice C.

Agua, Mesofilos  Agua, Acido e

' e CMP /' Mesdfilos
Acidoe Desnate 2%  / 2%
2% J—.
Mesofilos e
CMP |
7% "
Acidoe N
Mesofilos
6%

Inibidor
2%

TAL (+)
9%

Figura 4 - Julgamento das amostras de leite cru informal analisadas na pesquisa
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6 CONCLUSOES

Na avaliagdo do perfil do consumidor de leite na regido oeste do Estado do
Parand verificou-se que o leite de maior consumo foi o UHT.

Foi detectado o consumo de leite cru informal pelas familias de todos os
cinco municipios do oeste do Paran& envolvidos na pesquisa. Observou-se que a
persisténcia desta comercializagao informal foi: mais vantajosa financeiramente ao
produtor informal, motivada pela preferéncia ao sabor do produto e maior naquelas
familias com renda entre um a quatro salarios minimos. Além disso, a maioria dos
entrevistados desconhecia a existéncia de proibicédo legal e os possiveis patdgenos
causadores de doencas veiculados pelo leite. Embora aproximadamente metade das
familias entrevistadas conhecessem os simbolos de inspecdo higiénico-sanitéaria,
nenhuma delas soube explicar claramente a atuacdo dela para garantir a seguranca
e idoneidade dos alimentos.

Nenhuma das amostras de leite cru informal analisadas estava em
condi¢cBes de consumo por conter pelo menos um parametro avaliado em desacordo
com padrées legais. Algumas amostras apresentaram-se alteradas pela carga
microbiana e acidez elevadas e adulteradas pela adicéo intencional de agua. Ainda,
as familias consumidoras de leite cru informal podem estar consumindo um produto
contendo residuos de antimicrobianos originado de animais doentes.

Com isso, o leite cru informal avaliado nesta pesquisa envolveu a
comercializacdo de um produto sem qualidade e que constitui um risco financeiro,
devido ao consumo de produtos alterados e adulterados, e um risco a saude devido
a presenca de residuos quimicos e rebanhos suspeitos de brucelose. Fatores estes
qgue justificam a necessidade da realizacdo de esclarecimentos publicos sobre o

consumo de leite de qualidade, inécuo e iddneo.
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APENDICE A - QUESTIONARIO PADRAO APLICADO DURANTE AS
ENTREVISTAS AS FAMILIAS QUE CONCORDARAM EM PARTICIPAR DA
PESQUISA

Caracteristicas Gerais do Entrevistado e Familia

Endereco: Bairro:
Sexo: () Masculino () Feminino
Idade (anos): ()s20 ()21-30 ()31-40 ()41-50 ()51-60 ()=261
Escolaridade: ()1°1 ()1°c ()20 ()2°C ()3 ()3°C
Renda familiar (salario minimo) ()1 ()24 ()57 ()8-10 ()>10
Quantas Pessoas moram na casa:
Informacgdes sobre o consumo de leite
Tipo de leite: () Pasteurizado () UHT ()Po
() Cru:
Onde é adquirido: E ;ﬁ/lgr?:rgrljgl,lgual? ( )Feira ( ) Fazenda/sitio
Como & transportado: ()Apé () Carroga () Carro () Bicicleta
() Moto
Conhece a origem? ( ) Nao () Sim, quem?
Recipiente: () Garrafa vidro () latéo e caneca () Outro:
() Garrafa pet Consumidor () Garrafa pet Produtor
Periodo da entrega: ( ) Manha () Tarde () Noite Semana:
Refrigeragao: () Sim () Nao
Quem consome: () Todos () s6 criangas ( ) s6 doentes () so pais ( ) outros:
Razdes: () Sapor/Cor/QQor ( ) Facilidade de compra
' () Maior durabilidade () Preco R$:
Volume diério (1): ()<1 ()12 ()>2
Frequéncia de compra (x/semana): ()1 ()2 ()3
Fervura: ()Sim () Nao
Fazem derivados: () Queijo () Manteiga () Biscoito () Outros:
Quanto tempo o leite fica viavel (dias) ?
()1 ()2 ()3 ()>3
( ) Consome antes de estragar
Conhecimento sobre doencas veiculadas pelo leite cru
Transmisséo de doengas? E ;gii?, Quais?
Conhece alguém ficou doente pelo consumo deste tipo de leite? ()Sim () Nao
Sabe que é proibida a comercializagéo? ()Sim () Nao

Inspecéo higiénico-sanitaria

Conhece estes simbolos?

() Nao conhece

Este carimbo
€ asua garantia

O que eles significam?




APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos; Nelson Kodama L. Raymundo, Silvia Cristina Osaki, Luciano dos

Santos Bersot; pesquisadores da Universidade Federal do Parand, estamos
convidando (¢ Senhor, @ Senhora, vocé) consumidores de leite a participar do
estudo Intitutado ‘“Avaliagio microbiologica, fisico-quimica e perfil dos
consumidores de leite informal do oeste do Parana”, Esta pesquisa mostrara o
perfil dos consumidores de leite, sobretudo daqueles que preferem leite
informal, apontando a os principais motivos que mantém a comercializagao,
além de avalkiar a qualidade, seguranca e idoneidade do lefte informal.

a) O objetivo desta pesquisa & identificar os consumidores de lelte informal,

b)

verificar os motivos pela preferéncia ao produto, o conhecimento scbre

doengas, produtos inspecionados e avaliagdo laboratorial do leite informal
consumido pelas familias.

Caso o Participante participe da pesquisa, sera necessaro responder um
questionario com informacdes: socioecomdmicas, de tlpo de leite
consumido, conhecimento sobre doencas e inspecio higiénico-sanitaria
de produtos de origem animal. Caso seja consumidor de leite informal
(cru), podera optar em participar vendendo (ou trocando por um produto
similar formal) o préprio leite que consome, ou apenas responder o
questionario.

Aceitando vender ou Wrocar 0 lelte informal que consome, agendaremos
uma data e hora para racolber o leite informal em sua residéncia, tendo o
Senhor(a) o trabalho de adquirir o leite informal como de costume e
manté-lo sob refrigeragdo até a coleta pelos pesquisadores. Ndo congelar,
aquecer ou trocar de vasiihame o leite informal. Esta coleta sera efetuada
apenas uma vez.

A realizagao das entrevistas com os consumidores de leite buscara obter
informagdes sobre o perfil do consumidor com vistas & identificag2o
daqueles que séo consumidores habituais de leite cru. Assim sendo, o
contato do Participante com a pesquisa se dara exclusivamente e
somenie pelas entrevistas nao havendo risco algum aos mesmos.
Garantird o anonimato do Entrevistado ¢ do fornecedor de leita informal,
sem prejulzo legal ou financeiro a ambos Rk

Rubeicas:

Particp da Pesquisa ¢ Jou responsivel legal
Pusgisador Responsived

Orientad a =

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saide da FUFFR
Rua Pe, Camargo, 280 ~ 2° andar— Alto da Gliria — Curitiba-PR ~CEP:$0060-240
Tel (41)3360-7259 - c-mail: cometica.saude@ufpe.br

37



e) Beneficios do trabalho de pesquisa; verificar a qualidade, segurancga e
idoneidade do leite cru informal além de esclarecimentos sobre consumo
de leite. No entanto, nem sempre vocé serd diretamente beneficiado com
o resultado da pesquisa, mas padera contribuir para o avango cientifico.

Beneficios para o participante: O mesmo recebera esclarecimentos sobre
os perigos oriundos do leite, principalmente os biolégicos ¢ quimicos que
podem ser transferide via leite cru, esclarecimento este relacionado ao
consumo consciente e responsavel de produtos de origem animal com
qualidade, idoneidade e seguranca.

f) Os pesquisadores Nelson Kodama L. Raymundo = (Médico Veterinario,
mestrando no Programa de Pés-graduagiio em Ciéncia Animal), Sivia C.
Osaki (Médica Veterinaria, professora do Curso de Medicina Veterindria) e
Luciano dos Santos Bersot (Médico Veterinario, Professor do Curso de
Medicina Veterinaria) poderiio ser contatados para esclarecimentios ou
mais informagtes, antes, durante e apés o encerramento do estudo na
Universidade Federal do Parand — Setor Palotina pelos telefones (44)
3211-8513 ou (44)3211-8550, de segunda a sexta-feira, das 8:30 ac 12:00
e das 12:30 as 17h.  E-mail: nel_mv@hotmail.com

K) A sua participagdo neste estudo é voluntdria e se o Senhor(a) ndo quiser
mais fazer parte da pesquisa podera desistir da venda ou froca do leite
informal a qualquer momento e solicitar que |he devolvam o termo de
consentimento livre e esclarecido assinada.

) Todas as Informagbes, dos questiondrios e ensaios laboratoriais,
divulgadas em relatérics ou publicacdes, serao realizadas sob forma
codificada, para que a sua identidade seja preservada e seja mantida a
confidencialidade.

m) As despesas necessarias para a realizag3o da pesquisa {aquisi¢ac ou
troca do leite informal concedide, ensaios laboratorizis) ndo sio de sua
responsabilidade e pela sua participagio no estudo vocé nio receberd
qualquer valor em dinheiro.

n) Quando 0s resultados forem publicades, n&o aparecera seu nome, e sim

ey ia
~ii

um cadigo.
At ovaca pao Comish de Efica pm Pesquise Rubricas:
em Seres Humanes do Sator de Ciédncias da Partk pante da Peiguiia e Jou resporadvel egal_-
Salde/UFPR, VL ey il
Parecer CEPJSDPB.AE_ /05 €01 Pes U adce Rasporedm
nadatade 22 J Jo Jlcld N A~ Oriestedor __ Oriamtack, S
J

Comité de ética em Pesquisa do Setor de Cilnedas da Salide da FUFPR
Ruz Pe. Camargo, 280 — 2° andar — Alto da Glaria — Curitiba-PR ~CEP:80060-240
Tel (41)33640-7259 - e-mail: cometica.smdei@ufpebr




n) Quando os resultados forem publicados, NS0 aparecerd sau nome, &
Bim urn Codigo,

Eu, li asse lermo de
consentimenta & compreend & natureza & objetive do estudo do qual concorde
em participar, A explicagdo que recebi menciona os riscos e benaficios. Eu
entendi que sou livre para intarromper minha participagio a quakjuer momento
sem justificar minha decisgo. Eu entandi como participarei e fui infarmade que
0 terei custos para a colaboragdo nesia pesquisa,

Eu concordo veluntariaments em participar deste estudo.

{Assinatura do participante de pesquisa ou responsaval legal)
Local & data

Assinatura do Pesquisador

Melson Kodama L. Raymundo

Aptawaau pess Comitd de Ebon pm Pesquiss
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Rua Pe. Camargn, 280 — 2° andar — Alio da Ghiria — Curitiba-PR -CEF: BCHIG- 240
Tel (41)3360-725% - e=mail: cometicasaudeudpr.br
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APENDICE C - RESULTADOS DOS ENSAIOS LABORATORIAIS

a) Ensaios Microbiologicos

40

N° MESOFILOS Staphyloco COLIFORME COLIFORMES Salmonella Listeria RING-
FICHA (UFC/mL) ccus S TOTAIS TERMOTOLERA spp. spp. TEST
COAGULAS (UFC/mL) NTES (UFC/mL)
E POSITIVA

15 23.000.000 <100 200 100 Auséncia Auséncia )

1 5.600.000 330.000 470.000 <10.000 Auséncia Auséncia -)
49 1.300.000 <1000 90.000 18.000 Auséncia Auséncia )
76 24.000.000 120.000 460.000 <10.000 Auséncia Auséncia )
77 18.000.000 1.100.000 2.600.000 <10.000 Auséncia Auséncia -)
71 2.000.000 65.000 260.000 100.000 Auséncia Auséncia -)
50 1.300.000 14.000 50.000 <1.000 Auséncia Auséncia )
78 60.000 <1000 100 <100 Auséncia Auséncia )
92 460.000 <1000 3.700 3.700 Auséncia Auséncia )
93 630.000 < 10000 2.400 600 Auséncia Auséncia )
94 1.700.000 <10000 11.000 <100 Auséncia Auséncia )
130 67.000 <100 360 <100 Auséncia Auséncia )
111 190.000 26.000 100 <100 Auséncia Auséncia )
162 17.000.000 <1000 43.000 11.000 Auséncia Auséncia )
140 44.000 <100 <100 <100 Auséncia Auséncia )
143 1.900.000 <100 49.000 <1.000 Auséncia Auséncia (+)
169 190.000 <100 1.800 <100 Auséncia Auséncia )
158 3.200.000 <1000 2.700 540 Auséncia Auséncia )
171 50.000.000 < 10000 57.000 < 1.000 Auséncia Auséncia )
222 4.400.000 <100 37.000 < 1.000 Auséncia Auséncia )
257 4.400.000 <100 710.000 < 10.000 Auséncia Auséncia )
139 5.300.000 38.000 190.000 <10.000 Auséncia Auséncia )
234 140.000 12.000 6.800 4.500 Auséncia Auséncia )
237 8.100.000 <100 210.000 140.000 Auséncia Auséncia )
239 13.000.000 <100 2.200.000 <10.000 Auséncia Auséncia -)
238 100.000 <100 14.000 14.000 Auséncia Auséncia )
217 150.000 <100 100 <100 Auséncia Auséncia )
187 22.000.000 <1000 78.000 <1000 Auséncia Auséncia -)
295 5.100.000 <100 15.000 <100 Auséncia Auséncia )
332 410.000 <100 58.000 < 1000 Auséncia Auséncia (+)
405 400.000 <100 480 <100 Auséncia Auséncia )
410 44.000 170 600 240 Auséncia Auséncia )
420 45.000 <100 400 100 Auséncia Auséncia )
421 54.000 <100 1.000 520 Auséncia Auséncia )
484 2.600.000 <100 2.000 <100 Auséncia Auséncia )
511 430.000 <100 15.000 <100 Auséncia Auséncia )
513 1.200.000 <100 100 <100 Auséncia Auséncia )
515 740.000 <100 <100 <100 Auséncia Auséncia )
498 2.400.000 <100 72.000 36.000 Auséncia Auséncia )
575 17.000 <100 1.100 <100 Auséncia Auséncia )
593 320.000 3.500 4.200 <100 Auséncia Auséncia )
619 21.000 <100 <100 <100 Auséncia Auséncia (+)
631 2.800.000 <100 2.900.000 <10.000 Auséncia Auséncia -)
645 9.300.000 <100 7.500 <100 Auséncia Auséncia (+)
568 3.400.000 2.400 21.000 <100 Auséncia Auséncia )
647 3.500.000 < 100 14.000 <100 Auséncia Auséncia (-)




b) Ensaios Fisico-quimicos
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Ne ACIDEZ ~ DENSID  CRIOSC GORDUR ESD EST CCS INDICE  INIBIDO

FICHA °D ADE A OPIA °H A% CMP R
15°C

15 28 1,029 -0,547 4,1 8,33 12,43 NR 15,998 [8)
1 21 1,029 -0,518 3,8 8,27 12,07 NR 33,35 )
49 16 1,024 -0,453 3,4 6,94 10,34 NR 10,373 )
76 22 1,029 -0,558 4,2 8,35 12,55 NR 49,164 )
77 21 1,027 -0,546 4,9 7,99 12,89 NR 47,927 )
71 23 1,027 -0,492 3,4 7,69 11,09 NR 8,964 )
50 19 1,029 -0,543 4,3 8,37 12,67 NR 22,605 )
78 18 1,03 -0,535 2,6 8,28 10,88 NR 12,792 )
92 21 1,028 -0,529 3,1 7,88 10,98 NR 7,887 )
93 19 1,029 -0,532 3,6 8,23 11,83 NR 14,449 )
94 18 1,028 -0,536 3,7 8 11,7 NR 20,333 )
130 20 1,031 -0,532 2,4 8,49 10,89 NR 4,039 )
111 15 1,026 -0,522 32 7.4 10,6 NR 6,28 )
162 17 1,026 -0,462 38 7,52 11,32 NR 111,495 )
140 19 1,033 -0,531 2,6 9,03 11,63 NR 2,907 )
143 16 1,029 -0,537 4,9 8,49 13,39 NR 25,396 )
169 18 1,031 -0,52 35 8,71 12,21 NR 7,364 )
158 18 1,03 -0,543 33 8,42 11,72 NR 3,893 )
171 19 1,032 -0,555 2,8 8,82 11,62 NR 59,49 )
222 18 1,031 -0,527 3,6 8,73 12,33 NR 13,525 )
257 18 1,032 -0,542 3 8,86 11,86 NR 34,217 )
139 20 1,029 -0,541 3,7 8,25 11,95 NR 15,751 )
234 20 1,031 -0,537 4,1 8,83 12,93 NR <LQ )
237 18 1,029 -0,53 5,9 8,69 14,59 NR 73,98 )
239 19 1,023 -0,529 8 7,61 15,61 NR 49,811 )
238 19 1,03 -0,533 39 8,54 12,44 NR 2,969 )
217 19 1,03 -0,524 37 8,5 12,2 NR 3,655 )
187 20 1,029 -0,521 4,3 8,37 12,67 NR 15,904 )
295 18 1,032 -0,547 52 9,3 14,5 630.000 15,054 )
332 18 1,031 -0,535 4,9 8,99 13,89 470.000 22,78 )
405 19 1,03 -0,532 36 8,48 12,08 147.000 3,512 )
410 19 1,03 -0,528 39 8,54 12,44  1.035.000 2,162 )
420 18 1,029 -0,527 39 8,29 12,19  1.120.000 1,833 )
421 18 1,03 -0,527 3,6 8,48 12,08 700.000 3,85 )
484 19 1,028 -0,513 3,3 7,92 11,22 1.380.000 5,16 )
511 17 1,029 -0,524 35 8,21 11,71 700.000 3,057 )
513 16 1,026 -0,452 38 7,52 11,32 1.510.000 <LQ )
515 16 1,026 -0,455 39 7,54 11,44  1.510.000 <LQ )
498 18 1,026 -0,464 4 7,56 11,56  1.650.000 5,174 )
575 25 1,031 -0,531 2,2 8,45 10,65 89.000 0,465 )
593 15 1,03 -0,526 2,5 8,26 10,76 282.000 3,602 )
619 18 1,033 -0,545 3,4 9,19 12,59 630.000 1,599 )
631 16 1,029 -0,547 4,2 8,35 12,55 530.000 81,767 )
645 17 1,03 -0,536 35 8,46 11,96 760.000 5,286 )
568 14 1,025 -0,425 2,5 7,01 9,51 875.000 32,58 )
647 14 1,025 -0,423 2,4 6,99 9,39 875.000 32,22 )

Legenda: NR=N&o Realizado, < LQ = Limite de Quantificacdo 15 mg/L



42

APENDICE D - PROTOCOLO ANALITICO DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS E
FISICO-QUIMICOS

1 ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os recipientes que continham o leite cru informal foram desinfetados com
etanol a 70% e agitados ou invertidos por 25 vezes, antes da abertura da
embalagem. Para as técnicas enumerativas procedeu-se a diluicdo das amostras
estimando alta carga microbiana presente no leite cru informal. Com isso,
realizaram-se diluicbes decimais seriadas, em solucdo salina 0,85%, nhas

concentragdes 10t a 10, Para cada ensaio, utilizou-se trés diluicdes adjacentes.

1.1 CONTAGEM PADRAO DE MICRO-ORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS
ESTRITOS E FACULTATIVOS VIAVEIS (MESOFILOS)

A partir das diluicdes seriadas 102 a 10-°, foi semeado 1 mL de cada diluigdo
selecionada em placas de Petri estéreis, seguido da adicdo cerca de 15 a 20 mL de
Agar Padrdo para Contagem (PCA) fundido e mantido em banho-maria a 46-48°C.
Em seguida procedeu a homogeneizacdo adequada do agar com o inoculo e
deixado solidificar em superficie plana.

As placas foram invertidas e incubadas a 36 + 1°C por 48 horas. Apos
incubacéo, selecionou-se placas contendo entre 25 e 250 col6nias para contagem.

No célculo das contagens, o resultado final foi expresso em UFC/mL,

levando-se em conta a diluicdo empregada, da seguinte maneira:

R = a x 10° UFC/mL, onde:

R = resultado;

a = os dois primeiros algarismos significativos, nimeros de zero a nove;
b = expoente (zero a 10);

UFC = unidade formadora de col6nias;



43

mL = mililitro.

1.2 CONTAGEM DE STAPHYLOCOCCUS COAGULASE POSITIVA

A partir das diluicdes selecionadas 102 a 10, volume de 0,1 mL de cada
diluicdo foi inoculado sobre a superficie seca do agar Baird-Parker (BPA). Com o
auxilio de alca de Drigalski ou bastdo do tipo hockey, o in6culo foi espalhado
cuidadosamente por toda a superficie do meio, até sua completa absorc¢éo.

As placas foram invertidas e incubadas a 36+ 1°C por 30 a 48 horas. Apés
incubacéo, selecionou-se placas contendo entre 20 e 200 colbnias para contagem
separada de col6nias tipicas e atipicas para Staphylococcus aureus. As colbnias
consideradas tipicas (T) foram: negras brilhantes com anel opaco, rodeadas por um
halo claro, transparente e destacado sobre a opacidade do meio. As coldnias
consideradas atipicas (A) foram: acinzentadas ou negras brilhantes, sem halo ou
com apenas um dos halos.

Entre trés a cinco colbnias de cada tipo [(T) e (A)] foram selecionadas e
semeadas em tubos contendo Caldo Cérebro-Coracéo (BHI) e Agar Conservacao,
para demais testes confirmatorios. Em seguida foram incubadas a 36+ 1°C, por 24

horas.

1.2.1 Prova da Coagulase

Transferiu-se 0,3 mL de cada tubo de cultivo em BHI para tubos estéreis
contendo 0,3 mL de plasma de coelho e incubado a 36 + 1°C por seis horas.
Observou-se a presenca de coagulos, considerando os critérios a seguir:

Reacéo negativa: ndo formacao de coagulo;

Reacdo 1+ : coagulo pequeno e desorganizado;

Reacdo 2+ : coagulo pequeno e organizado;

Reacdo 3+ : coagulo grande e organizado;

Reacdo 4+: coagulacdo de todo o conteudo do tubo, que nédo se
desprendera quando o tubo for invertido;

Quando a reacao de coagulagéo foi do tipo 3+ e 4+, a prova foi considerada

positiva para Staphylococcus aureus;
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Quando a reagcdo de coagulacdo foi negativa, a prova foi considerada
negativa para Staphylococcus aureus.

Quando a reacao foi duvidosa do tipo 1+ e 2+, foi realizada a repicacédo do
mesmo caldo de cultura para um tubo contendo agar estoque ou outro contendo
caldo BHI. O tubo foi incubado a 36 + 1°C por 24 horas, para a realizacdo dos testes

complementares.

1.2.2 Testes Complementares

A partir da cultura pura em BHI ou agar conservacgdo, foram realizadas as

seguintes provas confirmativas:

a) Coloracao de Gram

Realizacdo de esfregaco preparado e corado pelo método de Gram. A
auséncia de cocos Gram positivos indicou teste negativo para Staphylococcus
aureus. A presenca de cocos Gram positivos indicou a necessidade da realizacao de

testes complementares.

b) Prova da catalase

Com auxilio de alca de platina, bastdo de vidro, palito de madeira ou Pipeta
de Pasteur, estéreis, uma aliquota foi retirada do cultivo em agar conservacao foi
transferida para uma lamina ou placa de vidro contendo uma gota de peroxido de
hidrogénio a 3%. O inéculo foi misturado ao peréxido e observa-se a rea¢do. A nao
formacdo de borbulhas indicou prova negativa para catalase e a formacao de
borbulhas indicou prova positiva para catalase. O Staphylococcus aureus é catalase

positiva.
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1.2.3 Resultados

Quando o numero de colbnias confirmadas for igual ao nimero de colbnias
selecionadas e repicadas, o resultado foi igual a contagem inicial, levando-se em
consideracéo a diluicao utilizada.

Quando o numero de colbnias confirmadas foi diferente do nimero de

colbnias repicadas, o resultado final foi calculado utilizando a seguinte férmula:

R=(Cxcxd)/R;

R = Resultado;

C = namero de colbnias contadas;

¢ = numero de coldnias confirmadas;
r = nimero de colbnias repicadas;

d = diluicéo utilizada;

O resultado final foi a soma dos resultados de colbnias tipicas e atipicas
confirmadas. O resultado foi expresso como:
Contagem de Staphylococcus aureus : X x 10¥ UFC/mL ou Contagem de

Staphylococcus coagulase positiva: X x 10YUFC/mL

1.3 CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS E TERMOTOLERANTES

Foi inoculado 1 ml de cada diluicdo escolhida (10! a 10-3) em placas de Petri
esterilizadas separadas. Adicionou-se a cada placa cerca de 15 mL de Agar Cristal
Violeta Vermelho Neutro Bile (VRBA) previamente fundido e mantido a 46°C - 48°C
em banho-maria. As placas inoculadas e contendo &gar fundido foram
homogeneizadas cuidadosamente e deixadas em repouso até total solidificacdo do
meio. Apos solidificacdo do agar, adicionou-se sobre cada placa, cerca de 10 mL de
VRBA previamente fundido e mantido a 46°C - 48°C em banho-maria, formando uma
segunda camada de meio. Deixou-as solidificar.

Apbés a completa solidificagdo do meio, as placas foram incubadas em

posicdo invertida em temperatura de 36 + 1°C por 18 a 24 horas. ApoOs periodo de
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incubacédo, selecionou-se placas que continham entre 15 e 150 colbnias, para
contagem separada de colbnias Tipicas e Atipicas. Coldnias que apresentaram
morfologia tipica de coliformes, ou seja, colbnias réseas, com 0,5 a 2 mm de
diametro rodeadas ou ndo por uma zona de precipitacdo da bile presente no meio.
As demais foram consideradas atipicas. Seguindo, trés a cinco col6nias, de cada
uma, foram submetidas as provas confirmativas de coliformes totais e

termotolerantes.

1.3.1 Provas Confirmatorias para Coliformes Totais

Para a confirmacgéo de coliformes totais, inoculou-se cada uma das col6nias
tipicas e atipicas selecionada em tubos contendo caldo verde brilhante bile 2%
lactose (VBBL) com tubos de Durhan invertidos. Os tubos de VBBL inoculados foram
incubado a 36 = 1°C por 24 a 48 horas.

A presenca de coliformes totais € confirmada pela formacao de gas (minimo
1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia quando agitado
gentilmente. A leitura pode ser feita apo6s 24 horas de incubacéo, porém, s6 seréo
validos os resultados positivos. Os tubos que apresentaram resultado negativo foram
reincubados por mais 24 horas. Os resultados foram anotados para posterior célculo
de resultados.

1.3.2 Provas Confirmatorias para Coliformes Termotolerantes

As mesmas colonias tipicas e atipicas de selecionadas no VRBA e
inoculadas no VBBL, paralelamente, foram inoculadas em tubos contendo caldo EC
com tubos de Durhan invertidos e, incubados a 45 + 0,2°C, por 24 a 48 horas em
banho-maria com agitagao.

A presenca de coliformes termotolerantes é confirmada pela formacédo de
gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan) ou efervescéncia quando
agitado gentilmente. A leitura pode ser feita apds 24 horas de incubacdo, porém, so
serdo validos os resultados positivos. Os tubos que apresentaram resultado negativo
foram reincubados por mais 24 horas. Os resultados foram calculados para posterior

célculo dos resultados.
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1.3.3 Resultados

Para o calculo final das contagens de coliformes totais e termotolerantes, os
resultados obtidos nas contagens (VRBA) e nas leituras (VBBL e EC,

separadamente para cada grupo) de acordo com a seguinte férmula:

R =(Cxcxd)/R;

R = Resultado;

C = nimero de colbnias contadas;

¢ = numero de coldnias confirmadas;
r = nimero de col6nias repicadas;

d = diluicéo utilizada;

O resultado foi expresso como:
Contagem de Coliformes Totais (35°C) : X x 10¥ UFC/mL e Contagem de
Coliformes Termotolerantes (45°C): X x 10YUFC/mL

1.4 PESQUISA DE Salmonella spp.

Para a pesquisa de Salmonella, foram pipetados 25 + 0,2 mL do leite cru
informal em embalagens estéreis e adicionados 225 mL de solucdo salina
peptonada 1% tamponada (APT) seguido de incubacdo a 36 + 1°C por, no minimo,
16 horas e ndo mais que 20 horas. Esta etapa é denominada de “Pré-
enriquecimento”.

Apbs o periodo de incubacgéo do procedimento de pré-enriquecimento, foram
transferidas, simultaneamente, aliquotas de 0,1 mL e 1 mL a partir do APT, para
tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e Caldo Tetrationato
(TT), respectivamente. Em seguida, incubados a 41 = 0,5°C, em banho-maria,
preferencialmente com agitagdo ou circulagdo continua de agua, por 24 a 30 horas.

Esta etapa € denominada “Enriquecimento Seletivo”.
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A partir da etapa anterior, aliquotas de cada tubo foram estriados por
esgotamento, sobre a superficie previamente seca de duas placas, contendo meios
soélidos seletivos distintos: Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Agar Bismuto de
Sulfito (BS). Com isso, nesta etapa denominada “Plaqueamento Seletivo
Diferencial”’, obteve-se quatro placas: duas de XLD (uma inoculada a partir do RV e
outra a partir do TT) e duas de BS (uma inoculada a partir do RV e outra a partir do
TT). Todas elas foram invertidas e incubadas a 36 = 1°C por 18 a 24 horas.

Concluido o periodo de incubacdo, procedeu a selecdo de colbnias
suspeitas de Salmonella sp. em cada agar: No XLD a morfologia das colbnias
suspeitas apresentam-se com centro negro e periferia translicida e o meio de
cultura muda cor para cereja. No BS a morfologia das col6nias suspeitas sdo negras
brilhantes e o meio exibe brilho metalico. A partir dai, selecionavam-se cerca de trés
a cinco colbnias suspeitas das placas por amostra, para realizacbes de provas
bioquimicas de triagem.

1.4.1 Provas Bioquimicas

A realizacdo de provas complementares para caracterizacdo bioquimica das
colénias suspeitas antes da confirmacdo sorolégica caracteriza a etapa de
denominada “Triagem Bioquimica”. Como bateria minima para identificacdo de
Salmonella, foram realizadas as seguintes provas bioquimicas a partir de cada

colénia suspeita:

a) Producéo de urease

Colbnias suspeitas foram semeadas macicamente e individualmente em
caldo ureia e incubadas a 36 + 1°C por 24 a 30 horas.

A manutencdo da cor inicial do meio indica que ndo ocorreu hidrélise da
ureia. A alteracédo para rosa intenso € indicativa de alcalinizagcdo do meio devido a
acao da urease sobre a uréia.

Salmonella ndo produz urease.

b) Reacdes em agar Triplice Agucar Ferro (TSI)
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As coldnias suspeitas foram inoculadas individualmente em tubos contendo
agar TSI com superficie inclinada, com algca de inoculagdo, realizando picada
profunda e estriamento na superficie inclinada do bisel. Os tubos foram incubados a
36 £ 1°C por 18 a 24 horas.

No agar TSI, estdo presentes: glicose (1,0 g/L), lactose (10,0 g/L) e sacarose
(10,0 g/L). Como a glicose € um monossacarideo e esta em baixa concentracgéo,
sera rapidamente fermentada anaerobiamente, formando acido no fundo do tubo, o
gue torna o meio amarelo pela viragem do indicador vermelho de fenol (todos os
membros da familia Enterobacteriaceae fermentam a glicose com producdo de
acido).

A fermentacao aerdbia da glicose, que ocorre na superficie do bisel, resulta
em acido piravico, que € posteriormente degradado a CO: e agua.

A grande maioria das salmonelas ndo fermenta a sacarose e a lactose, ndo
provocando altera¢cdes no meio TSI (que contém esses dois agucares. A maioria das
salmonelas apresenta no TSI:

Acido na base, com ou sem producdo de géas ou, alcalino ou inalterado no

bisel, com producéo de Acido Sulfidrico (H2S).

c) Descarboxilagéo da lisina

Cada coldnia suspeita foi inoculada em tubos individuais, contendo Agar
Ferro Lisina (LIA) com superficie inclinada, através de picada profunda, estriando na
superficie inclinada do bisel. Os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 24 a 30
horas.

A descarboxilacdo da lisina ocorre pela alcalinizacdo do meio, 0o que é
demonstrado pela ndo alteracédo de cor do indicador presente. A atividade da enzima
lisina descarboxilase € dependente do pH, sendo mais ativa em pH abaixo de 5,5. A
acidificacdo do meio é obtida pela fermentacéo da glicose presente. Nessa etapa do
processo, ocorre a viragem do indicador purpura de bromocresol, de violeta para
amarelo.

Na condi¢cdo anaerdbia na base do LIA, todo o oxigénio ndo combinado é
consumido pelo microrganismo presente, na fase inicial de crescimento. A
descarboxilagéo da lisina, que ocorre posteriormente, resulta na producao de uma
diamina (cadaverina) e Diéxido de Enxofre (SO2), que conferem ao meio

caracteristicas de alcalinidade e nova viragem da cor do indicador, que passa de
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amarelo para violeta. A diamina cadaverina é estadvel quando produzida em
condi¢des anaerdbias.

A maioria das salmonelas é capaz de produzir lisina descarboxilase. Quatro
por cento das cepas de Salmonella ndo descarboxilam a lisina. A Salmonella

Paratyphi A e alguns outros sorovares nao produzem lisina descarboxilase.

d) Meio Sulfeto Indol Motilidade (SIM)

Cada colbnia suspeita foi inoculada por picada no meio SIM e submetidas a
incubagéo a 36 = 1°C por 24 a 30 horas.

A motilidade é caracterizada pela difusdo do crescimento por todo o meio.
Se for restrito a linha de semeadura, indica que o microrganismo é imével.

A maioria das salmonelas apresenta motilidade positiva. A Salmonella
Gallinarum e a Salmonella Pullorum apresentam motilidade negativa.

O meio SIM é o meio mais indicado para a verificagdo da producdo de Acido
Sulfidrico (H2S). O H2S é um gas incolor produzido pelo microrganismo em teste,
pela reducéo do tiosulfato presente no meio. A revelacdo da presenca de H:2S se
realiza por meio da reacdo do H2S com o citrato de ferro e amonio (presente no
meio), formando um precipitado negro insolavel.

Quinze por cento das culturas de Salmonella Choleraesuis e 95% das de
Salmonella Paratyphi A ndo produzem H2S. A maioria das salmonelas produz H2S.

Quatorze por cento das cepas de Salmonella sdo H2S negativo.

Apbs a leitura da motilidade e verificacdo da producéo de H2S, adicionou-se
algumas gotas de reativo de Kovac's (ou, opcionalmente de reativo de Ehrlich) aos
tubos para verificar se houve producéo de indol.

A oxidacdo do triptofano presente no meio SIM leva a formacédo de trés
principais compostos: indol, escatol e indolacetato. A adi¢do do reativo de Kovac's
resulta na formacdo de um anel vermelho, resultante da reagdo entre o indol e o
dimetilaminobenzaldeido contido nesse reativo.

Quase a totalidade das salmonelas ndo produz indol. Segundo Weissfeld et

al., (1994), cerca de 1% das salmonelas produzem indol.
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1.4.2 Comportamento Bioquimicos Atipico de Algumas Cepas de Salmonella

Algumas cepas de Salmonella podem apresentar as seguintes reacdes
atipicas:
e fermentacado da lactose (bisel do TSI &cido);
e fermentacdo da sacarose (bisel do TSI acido);
e nao producao de H2S (SIM sem H2S, TSI sem H2S);
e ndo descarboxilagdo da lisina (meio &cido);

e producao de indol (reacdo positiva no SIM).

1.4.3 Reac0Oes Soroldgicas Frente ao Anti-soro Polivalente “O”

As colbnias suspeitas submetidas aos testes de triagem bioquimica e que se
apresentaram compativeis para Salmonella sp. forma encaminhadas para a
confirmacédo sorologica. Para isso, cada uma das col6nias foi repicada para agar
conservacao, estriando-se sua superficie inclinada, a partir dos cultivos vindos do
TSI ou LIA, e incubadas a 36 + 1°C por 18 a 24 horas. Depois deste periodo, a
superficie do &gar conservacao foi lavada com aproximadamente 2 mL de solucdo
salina 0,85%.

Em lamina de vidro, placa de Petri ou placa de Huddleson, depositou-se
separadamente uma gota de solucéo salina 2% e uma gota do soro anti-Salmonella
polivalente "O", diretamente do frasco. Em seguida, acrescentou-se a cada uma
delas uma gota da suspenséo em teste.

Com movimentos circulares, foi realizada a leitura com iluminacdo sobre
fundo escuro em um a dois minutos.

A reacgéo foi classificada do seguinte modo:

Positiva: presenca de aglutinacdo somente na mistura cultivo com o anti-
soro polivalente “O”;

Negativa: auséncia de aglutinacdo em ambas as misturas;

N&o especifica: presenca de aglutinacdo em ambas as misturas (formas

rugosas).
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As culturas que apresentaram resultados compativeis com Salmonella,
porém incapazes de assegurar sua identificacdo por meio da sorologia, foram

reisoladas em agar nao-seletivo e foram novamente submetidas a reacéo soroldgica.

1.4.4 Resultados e Interpretacao

O resultado foi considerado como positivo para Salmonella quando as
culturas apresentaaem reacdes tipicas nas provas bioquimicas e reacao sorologica
positiva frente ao anti-soro polivalente “O”.

O resultado foi expresso como como:

Pesquisa de Salmonella: PRESENCA/25 mL; ou

Pesquisa de Salmonella: AUSENCIA/25 mL.

1.5 PESQUISA DE Listeria monocytogenes

Uma aliquota de 25 + 0,2 mL de cada leite cru informal foi pipetada,
individualmente, em embalagem plastica estéril 225 mL de caldo de Enriquecimento
de Listeria (LEB). Homogeneizada e incubada a 30 + 1°C por 24 horas. Esta etapa
foi denominada “Primeiro enriquecimento seletivo”.

Apos a incubacdo do LEB, foi transferido 0,1 mL da cultura para tubo
contendo 10 mL de caldo Fraser suplementado com 0,1 mL do vial diluido, conforme
a indicacdo do fabricante. Alguns fabricantes de caldo Fraser fornecem o meio ja
pronto para o uso; outros fornecem o meio adicionado de &cido nalidixico e de
acriflavina, bastando a suplementacdo com citrato de amoénio e ferro Il (0,1 mL de
solucdo a 5% equivalente a 250 mg/0,5L de meio). Os caldos Fraser inoculados
foram incubados a 30 + 1°C por 24 a 48 horas. Esta etapa foi denominada de
“Segundo enriquecimento seletivo”.

Na préxima etapa, “Plaqueamento Seletivo Diferencial”, utilizou-se alca de
platina de 5 mm de diametro, para repicar do caldo Fraser para placas contendo
Agar Oxford (AO) suplementado e placas contendo Agar Palcam (AP) suplementado
(com superficies secas, de forma a proporcionar a obtencdo de colonias isoladas).

As duas placas foram incubadas a 30 + 1°C por 24 a 48 horas.
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Finalizado o periodo de incubacdo das placas, procedeu-se a leitura e
selecdo de coldnias suspeitas, com o auxilio de contador de coldnias ou de
estereoscopio com iluminacdo normal, buscando colénias com morfologia pretas
rodeadas por halo escuro em AO e, colonias verde-amareladas rodeadas por zona

escura, ou colbnias verde-acinzentadas, em AP.

1.5.1 Confirmacéo da Presenca de Listeria sp.

As colbnias suspeitas foram repicadas para placas contendo Agar Triptose
acrescido de Acido Nalidixico (ATN) e incubadas a 30 + 1°C por 24 horas. Apds
incubacéo, verificou-se a pureza das culturas no ATN e realizacdo de provas de
confirmacgéo e identificagao.

a) Prova da catalase

Em uma placa de Petri foi depositada uma gota de perdxido de hidrogénio
3%. Com auxilio de alca de platina, bastdo de vidro, palito de madeira ou pipeta de
Pasteur, retirou-se uma aliquota do cultivo e foi misturada com a gota do reagente. A
presenca de catalase se traduz por desprendimento de borbulhas de oxigénio
(catalase positiva). Das culturas catalase positivas, foi feito um esfregaco para
coloracdo de Gram.

b) Coloracdo de Gram
A Listeria sp. se apresenta como bastonete curto ou na forma de cocobacilo,

Gram positivo.

c) Prova da motilidade tipica

Algumas colbnias de cada cultura obtida em ATN foram inoculadas, até a
profundidade, em tubos contendo meio motilidade Nitrato, com auxilio de alca de
ponta agulha. Foram incubadas em estufa de B.O.D. (Demanda Biologica de
Oxigénio) a 22-25°C por dois a cinco dias. ApGs incubacéo, foi verificado o tipo de
crescimento: As culturas tipicas de Listeria sp. apresentaram crescimento movel

caracteristico em forma de “guarda-chuva”.
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d) Prova de Reducao de Nitrato

ApoOs a leitura da motilidade, adicionaou-se a cada tubo duas a trés gotas de
alfa-naftilamina 0,5% e duas a trés gotas de acido sulfanilico a 0,8%.

O aparecimento de coloracéo rosa indica positividade. Quando ndo ocorreu
desenvolvimento de coloragéo, adicionou-se ao meio alguns miligramas de p6 de
zinco. Nesse caso, 0 aparecimento de coloragéo rosa indica reagao negativa e a nao
alteracdo de cor indica positividade. As culturas de Listeria sp. ndo reduzem o

nitrato.

e) Prova de VM-VP

A partir das culturas individuais em ATN, inoculou-se tubos contendo caldo
VM-VP e incubaram a 36 * 1°C, por cinco dias.

Apébs a incubacgdo, pipetou-se aliquotas de cinco e um mL da cultura para
dois tubos estéreis. No tubo contendo cinco mL adicionou mais duas a trés gotas de
solucéo de vermelho de metila a 0,06%.

O aparecimento da cor vermelha indicou reacdo VM positiva.

No tubo contendo 1 mL, foram adicionados 0,6 mL de alfa-naftol solucéo
alcodlica 5% e 0,2 mL de hidréxido de potassio solucdo aquosa 40% (nesta ordem)
e agitacado. Colocado em repouso por uma a duas horas. O aparecimento da cor
vermelha escura indicou reac&o VP positiva. As culturas de Listeria sp apresentaram

reacdes VM e VP positivas.

1.5.2 Identificacdo de Listeria monocytogenes

As culturas caracteristicas do género Listeria nas provas confirmatérias
foram testadas para diferenciacdo entre Listeria monocytogenes e outras espécies

por meio das seguintes provas bioquimicas:

a) CAMP teste

Em agar Columbia com acido nalidixico adicionado de 5% de sangue de
carneiro desfibrinado (CNAS), com auxilio de agulha ou al¢a de 1 pl, tragcou-se linhas
paralelas com as culturas confirmadas para Listeria sp. Perpendicularmente as

linhas das culturas confirmadas, ao centro da placa, tragou-se uma linha com
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Staphylococcus aureus. O procedimento foi feito com cuidado para que as linhas
nao se tocassem. A placa foi incubada a 36 = 1°C por 72 horas, em atmosfera de 2 a
5% de dioxido de carbono (COy).

As culturas de Listeria monocytogenes e Listeria seeligeri produzem zona
clara de hemdlise total acentuada proximo a linha de crescimento do Staphylococcus
aureus.

Apos a incubacao, as placas foram examinadas para verificacdo de hemolise
na zona de interacdo, proximo as linhas verticais. A atividade hemolitica de L.
monocytogenes e L. seeligeri se apresenta aumentada proximo a linha de
crescimento do S. aureus. As demais listerias apresentam reacdo de CAMP negativa

com O S. aureus.

b) Fermentacao de carboidratos

A culturas confirmadas no género Listeria foram inoculadas em trés tubos
contendo caldo vermelho de fenol-base, adicionados respectivamente, de xilose,
manitol e ramnose. Os tubos foram entéo incubados a 30 + 1°C por 36 horas.

A viragem de cor do indicador vermelho de fenol para amarelo indicou a
fermentacdo do acgucar presente. Alternativamente, esta prova pode ser realizada
inoculando as culturas com agulha (em apenas um ponto) em trés placas de agar
para fermentacdo de carboidratos adicionado de xilose, manitol e ramnose,
respectivamente. A viragem de cor do indicador purpura de bromocresol (azul) para
amarelo indica a fermentacdo do acucar presente.

As reacdes tipicas das diversas Listeria sp estdo representadas na tabela

abaixo:
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Tabela D1 - Resumo das provas bioquimicas para identificacdo das espécies de

Listeria.

PROVAS BIOQUIMICAS LM LIVA LINN LW LS LG
a-hemolise + + - - + -
Red-NOs3 - - - - - -

CAMP Teste SA + - - - + -
Manitol - - - - - +
Ramnose + - \Y \Y - -

Xilose - + - + + -

VM + + + + + +

VP + + + + + +

Catalase + + + + + +

GRAM + + + + + +

Legenda: V=variavel, SA= Staphylococcus aureus, LM=Listeria monocytogenes, LIVA= Listeria
ivanovii, LINN=Listeria innocua, LW= Listeria welshimeri, LS=Listeria seeligeri, LG=Listeria grayi.

1.5.3 Interpretacéo dos Resultados

Foi considerado como Listeria monocytogenes as culturas que apresentaram
reacdes tipicas nas provas bioquimicas.

Expressao dos resultados:

Pesquisa de Listeria monocytogenes: “Presencga/25 mL”; ou Pesquisa de

Listeria monocytogenes: “Auséncia/25 mL”.
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ENSAIOS FISICO-QUIMICOS, PESQUISA DE INIBIDORES, CONTAGEM DE
CELULAS SOMATICAS E TESTE DO ANEL EM LEITE

1.1 INDICE DE CASEINOMACROPEPTIDEO (CMP)

Este método baseia-se na deteccdo e quantificacdo de
caseinomacropeptideo (CMP) proveniente da a¢do proteolitica de enzimas por meio
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com separagdo em coluna de

filtracdo em gel e deteccdo em ultravioleta (UV).

1.1.1 Preparo das Solucdes

a) Solucéo de acido tricloroacético a 24%.
Em béquer com capacidade de 100 mL, pesou-se 24g de acido
tricloroacético. O pdé foi transferido para baldo volumétrico com capacidade de

100mL e adicionou-se agua destilada até completar o volume e homogeneizou.

b) Solucao de acido fosférico a 3mol/L.

Em baldo volumétrico com capacidade de 250 mL, foi adicionado
primeiramente 100mL de agua destilada deionizada e acrescentou-se 50 mL do
acido fosférico concentrado, depositado pelas paredes do baldo. A solucdo foi
homogeneizada, e apos refriar & temperatura ambiente, o volume foi completado

com agua destilada deionizada.

c¢) Solucéo de hidroxido de potassio a 3mol/L.

Em béquer com capacidade de 250 mL, foi pesado 42g de hidroxido de
potassio. O conteudo foi dissolvido com &agua destilada deionizada e, entdo
transferido para um baldo volumétrico com capacidade de 250 mL. A solucéo foi
deixada em repouso para resfriamento e em seguida, completou-se o volume com

agua destilada deionizada. Esta solucao foi acondicionamento em frasco de plastico.

d) Fase mével tampéo fosfato pH 6,0.
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Dissolveu 1,749 de hidrogenofosfato de potdssio, 12,379 de
dihidrogenofosfato de potédssio e 21,41g de sulfato de sédio em, aproximadamente,
700 mL de agua destilada deionizada. Para a utilizacdo de reagentes com molécula
de hidratacdo, fazer as correcdes nas massas utilizadas. O pH da solucéo foi
ajustado para 6,0 usando solugéo de &cido fosforico 3 mol/L e solucdo de hidréxido
de potassio a 3 mol/L.

A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico com capacidade de 1000
mL. O volume foi completado com agua destilada deionizada e a solucéo foi filtrada

em membrana de 0,45um.

e) Preparo da curva de calibracéo.

Foram preparadas, no minimo, cinco solucbes padrdo de CMP que
completando, no minimo, um ponto abaixo de 30mg/L e um ponto acima de 75mg/L
em matriz branca de leite fluido integral. Em seguida foi precipitado com &cido
tricloroacético, deixado em repouso por 60 minutos e filtrado em papel de filtro
qualitativo. No caso de solucdes padrdo turva, a solucdo foi filtrada em unidade
filtrante com membrana de diametro de poro de 0,45um. Cada solucdo padrao foi

injetada no sistema cromatogréfico.

1.1.2 Preparo e Tratamento das Amostras Congeladas

As amostras de leite cru informal congeladas foram descongelas até
atingirem a temperatura ambiente. Para tanto, foram colocadas em refrigerador no
dia anterior da analise ou colocadas banho de agua a 30°C. Ap6s descongelamento,
foram homogeneizadas.

Aliquota de 10 mL do leite cru informal foram depositadas em Becker com
capacidade de 100 mL e adicionado 5 mL de &cido tricloroacético a 24% gota a gota
(fluxo de 5 mL/min) e sob agitacdo constante. As amostras foram deixadas em
repouso por aproximadamente 60 minutos em temperatura ambiente para
precipitacdo, seguido de filtragcdo em papel qualitativo. O filtrado foi acondicionado
em vials de 1,5 mL, e alocados no sistema cromatografico.

Procedeu-se a analise em cromatografo liquido de alta especificidade
(CLAE), modelo Alliance 2695 (Waters Corporation, Milford, MA, EUA), equipado
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com injetor automético e detector de arranjo de fotodiodos. Para analise do
processo, utilizou-se o software Empower 2 (Waters Corporation, Milford, MA, EUA).
Como fase estacionaria, utilizou-se coluna de filtracdo em gel D-55122 Mainz (Sl
Analytics GmbH) com diametro de 9,4 mm, comprimento de 250mm e tamanho de
particula de 4 a 4,5 ym.

Aliquotas de 50 pL dos extratos foram injetadas em duplicata no sistema,
ajustado para um fluxo de eluicdo de 1mL.mint. A coluna foi mantida a 30°C. para o
calculo das concentracdes do analito nas amostras, construiu-se uma curva de
calibragdo em matriz, utilizando amostra “branca”, previamente analisada e com
resultado negativo para CMP, padrdo de pureza de 91,6% (Davisco Foods
International, Eden Prairie, MN, EUA). A faixa de trabalho foi de 15 a 100mg.L* (15,
30, 45, 75 e 100mg.L™1).

1.1.3 Calculos e Expressao dos Resultados

a) Curva de calibracao

A curva de regressao linear foi calculada obtendo equacéo de primeiro grau
(Y = AX + B), onde, A representa a declividade, ou o coeficiente angular ou a
inclinagéo da reta, e B, a intersegdo com o eixo Y ou o coeficiente linear, usando a
concentracdo de CMP em miligramas por litro versus area do pico. Aceitar a curva
para valores de R > 0,95.

b) Leitura e resultados

A leitura do pico das amostras foi realizada comparando o pico obtido no
mesmo tempo de retencdo do CMP. A concentracdo de CMP nas amostras de leite
cru informal foi calculada em miligramas por litro nas amostras pela equacdo da
curva de calibracéo (Y = AX + B). Os resultados das amostras foram

expressos em miligramas de CMP por litro (mg/L).

1.2 IDENTIFICACAO DO CMP

As amostras que apresentaram valor médio de CMP acima de 30 mg/L

foram liofilizadas em enviadas ao LANAGRO/RS para diferenciacédo entre CMP e
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pseudo-CMP (PCMP) através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa.

1.2.1 Preparo das Amostras

As amostras de leite foram reidratadas com 80% agua ultrapura. Para a
etapa de extracdo, 10 mL de cada amostra reconstituida foram tomadas em tubos
conicos de 50 mL seguido da adi¢cdo de 5 mL de Acido Tricloroacético 24%. Apos
repouso por 30 minutos, as amostras forma filtradas em papel qualitativo e 200 pL
do filtrado foram transferidos para vials de vidro.

Para a etapa de digestao, foi adicionado a cada vial, 200 yL de solugéo de
Glicina 1M, 550 uL de agua ultra pura e 50 yL de solugcéo de Pepsina 10 pg/mL.
Foram incubadas a 37°C por no minimo 8h.

A analise dos produtos da digestao foi realizada pela injecdo das amostras
no sistema LC-MS/MS APl 5000 AB Sciex (FosterCity, CA, EUA), acoplada a
cromatégrafo liquido 1100 Series (Agilent). Coluna PLRP-S (poliestireno-
divinilbenzeno), 150 x 4,6 mm?, 300A (Polymer Technologies, Varian).

Os resultados foram obtidos na forma de curva de concentracdo de CMP e
PCMP para cada amostra. Para a interpretacdo, comparou-se a area de cada curva
com as areas do padrdao “Branco” (CO) para CMP e Pseudo CMP (PCMP),
separadamente, obtendo-se uma raz&o. Nestas comparacdes, quando a razédo da
amostra para CMP e PCMP sao maiores que a do padrao “Branco”, confirmava-se

presenca de CMP por desenvolvimento microbiano (PCMP)

1.3 ACIDEZ TITULAVEL DE LEITE FLUIDO

Para a realizacao da titulacdo para acidez do leite cru informal, a amostra foi
homogeneizada e 10 mL foram transferidos para o béquer, adicionou quatro a cinco
gotas da solucdo de fenolftaleina a 1 %. Procedeu-se a titulagdo com solugédo de
hidroxido de sédio 0,1 N ou com a solucéo Dornic, até o aparecimento de coloracao

rosea persistente por aproximadamente 30 segundos.
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1.3.1 Calculo do Resultado

Usando solugéo de hidroxido de sodio 0,1 N:
Acidez (°Dornic) =V x f x 0,9 x 10 Onde:

V = volume da solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N gasto na titulacdo, em

ml;

f = fator de correcdo da solucao de hidroxido de sédio 0,1 N;

0,9 = fator de conversao do &cido latico;

10 = transformacéao de acido latico para grau Dornic.

Usando Solugéo Dornic:

Um ml de NaOH 0,1 N = 0,0090 g de &cido latico

Acidez (°Dornic) =V x f x 10

Onde:

V = volume da solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N gasto na titulacdo, em
mL;

f = fator de correcdo da solucéo de hidréxido de sodio 0,11 N ou N/9.

10 = transformacéao de &cido latico para grau Dornic.

1.4 DENSIDADE A 15°C

Para a verificacdo da densidade, a amostra de leite cru informal foi
homogeneizada e aproximadamente 200 mL da amostra foi transferida para uma
proveta de capacidade correspondente, evitando incorporacéo de ar e formacao de
espuma. O termolactodensimetro (perfeitamente limpo e seco) foi introduzido na
amostra, deixando-o flutuar sem que encoste na parede da proveta. O conjunto foi
deixado em repouso por um a dois minutos e em seguida foi realizada a leitura da
temperatura e da densidade (esta ultima verificada na cuspide do menisco). Sempre
gue possivel, fazer a leitura da densidade a 15°C. A densidade lida realizada fora da
temperatura recomendada foi corrigida matematicamente por meio da correcéo para
15°C acrescentando a leitura 0,0002 para cada grau acima de 15°C ou subtraindo

0,0002 para cada grau abaixo.
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1.5 DEPRESSAO DO PONTO DE CONGELAMENTO (IC)

A depressao do ponto de congelamento do leite foi realizada de maneira
eletrbnica, utilizando Crioscopio eletronico MK 540 Flex Il (ITR Instrumentos para
Laboratérios, Estelo, RS, Brasil) seguindo atentamente as instrucfes do fabricante
do aparelho, especialmente no que se referir ao banho de refrigeragéo, o agitador e
o procedimento de calibracdo. Realizada a calibracdo, procedia-se homogeneizacéo
e aliquotas de 2,5 mL das amostras de leite cru informal foram tomadas para
realizacdo da analise. Apds cada leitura, limpava-se cuidadosamente o sensor e o

agitador com agua e secando delicadamente com papel absorvente fino.

1.6 TEOR DE GORDURA

Para a realizacdo da quantificacdo do teor de gordura das amostras de leite
cru informal, preparavam-se butirdmetros adicionados com 10 mL da solucdo de
acido sulftrico. Depois era transferido 11 mL da amostra homogeneizada,
lentamente e pela parede deste, para evitar sua mistura com o 4cido. Acrescentava-
se ainda 1 mL de alcool isoamilico. Os bordos do butirdbmetro eram limpas com
papel de toalha e depois fechados com rolha apropriada. O butirbmetro era envolto
em um pano e manipulado com protecdo de luvas, o bulbo maior era colocado na
palma da méo de forma tal que o dedo polegar exerca pressao sobre a tampa,
impedindo sua projecdo. Procedia-se a agitacdo do butirbmetro, de modo a
promover a mistura completa dos liquidos no interior do aparelho, tomando
precaucdes para evitar acidentes e mantendo o polegar sobre a tampa. Centrifugou-
se durante cinco minutos de 1000 a 1200 rpm. Por fim, procedia-se leitura imediata
comparando os lipideos separados com a escala na coluna do butirdmetro.

1.7 EXTRATO SECO TOTAL (EST) E DESENGORDURADO (ESD)

A determinacao dos extrato seco total e desengordurado seguiu adocao de
formulas matematicas. Para a obtencdo da porcentagem de extrato seco total,

adotou-se a férmula pratica:
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% extrato seco (EST) = G/5 + D/4 + G + 0,26. Onde:
D: densidade a 15°C;
G: % gordura.

Para a determinacdo do extrato seco desengordurado (ESD) obteve-se a
porcentagem de extrato seco desengordurado, subtraindo da porcentagem de

extrato seco total a porcentagem de gordura da amostra:

% extrato seco desengordurado (ESD) = EST — G. Onde:
EST: % Extrato Seco Total;
G: % gordura.

1.8 TESTE PADRAO PARA DETECCAO DE SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS
NO LEITE (INIBIDORES)

O teste foi realizado utilizando kit comercial Delvotest® SP — NT (DSM Food

Specialties, Delft, Holanda), adotando recomendacdes do fabricante.

1.8.1 Preparacédo do Teste

Previamente, a incubadora (tipo placa aquecedora eletronica, MCI — 212,
DSM Food Specialties, Delft, Holanda) era ligada com 20 minutos de antecedéncia
para pré-aquecimento do aparelho e estabilizacdo a 64°C = 0,5°C, através da
indicac&o no display do aparelho da palavra “ready” permutando com a temperatura.

As ampolas que acompanham o kit era separadas da cartela conforme a
necessidade para a realizacdo do ensaio (uma ampola = uma amostra) com cuidado
para ndo danificar a folha de aluminio de cima das ampolas. Cada ampola recebia
identificacdo correspondente ao codigo das amostras.

Apés homogeneizacdo da amostra de leite cru informal, pipetava-se 0,1 mL
da amostra de leite com auxilio da seringa e ponteira (descartavel) que acompanha
o kit. Abria-se parcialmente a ampola removendo a folha de aluminio da superficie
até a metade e dispensava-se, lentamente, a aliquota de leite coletado pela seringa

diretamente sobre a superficie do agar presente no fundo da ampola. A folha de
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papel aluminio era rebatida fechando a superficie da ampola. As ampolas eram
alocadas na incubadora e cronometrava-se trés horas exatas para proceder a

leitura.

1.8.2 Leitura e Interpretacéo

As ampolas foram removidas da incubadoras apos decorridas as trés horas
de incubacédo e observada a coloracdo do agar na base da ampola (a partir dos 2/3
inferiores da base):
e Amarelo: indica auséncia de substéncias antimicrobianas na amostra
de leite ou abaixo do limite de deteccéo do teste;
e Amarelo/parpura: indica presenca de substancias antimicrobianas na
amostra de leite ou préximo ao limite de deteccédo do teste;
e Pdrpura: indica presenca de substancias antimicrobianas na amostra

de leite ou acima do limite de deteccéo do teste.

1.9 CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS (CCS)

A contagem de células somaticas foi realizada pelo emprego do kit comercial
Somaticell® (Verus Madasa Biotecnologia, Sdo Paulo, Brasil) que se baseia no
método WMT (Wisconsin Mastitis Test). O teste fundamenta-se na propriedade de
que as células sométicas do leite em contato com um reagente especifico aumentam
a viscosidade do leite numa proporcdo direta com a quantidade de células. Essa
viscosidade é medida, através da sua passagem por um orificio calibrado, em um

periodo de tempo.

1.9.1 Realizacao do Teste

Adicionou-se 2 mL o reagente orientando-se pela marcacdo no corpo
graduado do tubo cénico (“2 mL”), seguido da pipetagem de 2 mL da amostra de
leite cru informal homogeneizado, orientado pela marcagao de “4 mL”. Com auxilio

de um cilindro cbnico, a mistura foi homogeneizada sistematicamente (trinta
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movimentos verticais entre 20 e 24 segundos, sem retirar o cilindro do contato com a
mistura ou obstrui-lo). O tubo cénico era entdo fechado com tampa contendo orificio
e invertido para que escoasse, por periodo de exatamente 30 segundos. Apos este
periodo, o tubo foi colocado em posicao original e em repouso por pelo menos cinco
segundos. Por fim, procedia-se a leitura comparando o nivel remanescente da
mistura com a graduag&o no corpo do tubo conico. Multiplicava-se o valor lido por
1000 para obter o valor da quantificacdo da CCS/mL de leite.

1.10 TESTE DO ANEL EM LEITE (TAL)

As amostras de leite cru informal e o antigeno foram deixadas previamente a
realizacdo do teste, a temperatura de 22°C+ 4°C, por no minimo 60 minutos.

As amostras de leite foram entdo homogeneizadas e 1 mL delas foram
pipetadas para tubos de 10 x 100 mm, com o cuidado de formar uma coluna de leite
de no minimo 2 cm. Adicionou-se, a cada tubo, 30 uL de antigeno diretamente sobre
o leite, evitando escorrer pela parede do tubo.

Os tubos foram tampados, homogeneizados cuidadosamente e deixados em
repouso por um minuto. Neste momento verificou-se a homogeneidade da mistura
nao devendo sobrar antigeno nas paredes do tubo.

Procedeu-se a Incubagdo por uma hora a 37°C seguido da leitura e
interpretacdo do resultado:

e Anel de creme azul e coluna de leite branca ou azulada: REAGENTE; e
e Anel de creme branco e coluna de leite azul: NAO-REAGENTE.



