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Resumo

O objetivo deste trabalho foi analisar e correlacionar os resultados de qualidade do leite cru refrigerado de dez propriedades rurais
de Vigosa (MG) obtidos por métodos de referéncias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e por espectrofotdmetros
de luz infravermelha em trés laboratérios (A, B e C) credenciados pelo mesmo 6rgéo de fiscalizagdo. As amostras de leite foram
analisadas quanto a contagem bacteriana, contagem de células somaticas (CCS) e teores de gordura, proteina e extrato seco
desengordurado (ESD). Nao houve discordancia de amostras de leite quanto aos teores de proteina e gordura. Porcentagens
diferentes de discordancia foram observadas entre os resultados dos laboratérios e método de referéncia quanto a CCS, contagem
bacteriana e teores de ESD. Os teores médios de proteina dos laboratérios A e B e os teores médios de ESD de todos laboratérios
ndo foram estatisticamente iguais (p<0,05) aos teores obtidos pelo método de referéncia. Os teores de gordura obtidos no
laboratério B n&o tiveram correlagéo estatistica (p>0,05) com os teores obtidos pelo método de referéncia. Observou-se que as
CCS e contagens bacterianas médias de todos os laboratérios foram estatisticamente iguais (p>0,05) e correlacionadas (p<0,05)
as contagens médias obtidas pelos métodos de referéncia. Conclui-se que os teores de proteina em dois laboratérios e ESD em
todos os laboratérios n&o s&o equivalentes com os métodos de referéncia do MAPA. E importante que os laboratérios revejam a
calibragao dos seus equipamentos quanto a quantificagao dos teores de sélidos do leite.

Palavras-chave: CCS, contagem bacteriana, solidos lacteos, espectrofotometria, MAPA.

Abstract

The objective of this study was to analyze and to correlate the results of refrigerated raw milk quality in ten farms of Vigosa (MG). The
milk was analyzed by the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento standard methods and by infrared spectrophotometers
in three laboratories (A, B and C) accredited by the same institution. The milk samples were analyzed for bacterial counts, somatic
cell count (SCC) and fat, protein and solids not fat (SNF) tenors. There were no disagreement milk samples as the protein and fat
tenors. Different percentages of disagreement were observed between the results of laboratory and standard method as the SCC,
bacterial count and SNF tenor. The protein mean tenor of A and B laboratories and the SNF mean tenor of all laboratories were not
statistically equal (p<0.05) the tenors obtained by standard method. The fat tenors obtained in B laboratory were not statistically
correlated (p>0.05) with tenors obtained by the standard method. It was observed that the means of SCC and bacterial counts of
all laboratories were statistically the same (p>0.05) and correlated (p<0.05) to the means counts obtained by standard methods. It
is concluded that the protein tenors in two laboratories and SNF in all laboratories are not equivalent with the reference methods
of MAPA. It is important that laboratories review the calibration of the equipment on the quantification of milk solids tenors.

Keywords: bacterial count, dairy solids, MAPA, SCC, spectrophotometry.

Introdugéao seguranga microbioldgica ao consumidor (Gonzales et al., 2004;

Mendes et al., 2010).
O leite é o produto proveniente da ordenha completa, ) ) oL ) L
ininterrupta, em condicGes de higiene, de vacas saudaveis, A qualidade microbiolégica do leite reflete as condigcdes

bem nutridas e descansadas (Brasil, 2020). Tal alimento possui higiénicas durante sua producéo na propriedade rural (Picoli et
grande importancia ao ser humano devido sua composigdo al., 2014). Além disto, a mastite, inflamagao da glandula mamaria
abundante em proteina, gordura, carboidrato, sais minerais e ocasionada principalmente por micro-organismos, compromete
vitaminas. Entretanto, a qualidade do leite deve ser avaliada @ sintese dos constituintes e aumenta a contagem de células
para proporcionar melhor qualidade nutricional ao produto e somaticas (CCS) do leite. Estas s&do células inflamatérias e de
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descamacao do epitélio mamario que podem ser utilizadas para
indicar mastite no rebanho (Langoni, 2013). A qualidade inferior
do leite pode comprometer a produgéo de derivados lacteos na
industria (Castro et al., 2014).

O leite produzido em territério nacional é analisado periodicamente
por laboratérios credenciados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Todas as amostras de leite
enviadas ao laboratério devem ser submetidas as analises
de teores de proteina, gordura, extrato seco desengordurado
(ESD), CCS e contagem bacteriana, de acordo com a Instrucéo
Normativa 76 (IN76-2018) (Brasil, 2018a). Essas analises servem
para avaliar a integridade do leite produzido nacionalmente,
verificar fraudes e monitorar a qualidade do leite na propriedade.
Os resultados obtidos ainda sao cadastrados nos bancos de
dados do MAPA.

As analises da qualidade do leite devem ser feitas por métodos
de referéncia descritos pelo MAPA, baseando-se na Instrugao
Normativa 30 - IN30-2018 (Brasil, 2018b). No entanto, devido
a alta quantidade de amostras a serem avaliadas pelos
laboratérios, os teores composicionais, CCS e contagem
bacteriana sdo determinados por equipamentos eletrénicos
baseados em Espectrofotometria de Luz Infravermelha (IDF,
1995; IDF, 1996; IDF, 2013), pois sdo equipamentos aceitos
legalmente e que conseguem analisar varias amostras de leite
ao mesmo tempo.

Muitas vezes, os resultados de qualidade do leite emitidos
pelos laboratérios credenciados pelo MAPA causam certa
desconfianga pelos profissionais do setor lacteo. Tais resultados
parecem ndo se assemelhar aos resultados obtidos na pratica
por “analises de rotina” realizadas em laboratérios de laticinios ou
de instituicbes de pesquisa e ensino. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi analisar e correlacionar os resultados de qualidade
microbioldgica e fisico quimica do leite cru refrigerado de
propriedades rurais da Zona da Mata Mineira, Brasil, avaliados
por métodos de referéncias do MAPA e de Espectrofotometria
de Luz Infravermelha de laboratérios credenciados pelo mesmo
6rgéao de fiscalizacao.

Material e métodos

O experimento foi realizado coletando-se aliquotas de leite cru
refrigerado do tanque de expansdo de 10 propriedades rurais
localizadas na Zona da Mata Mineira, no estado de Minas Gerais,
Brasil. Portanto, o total de 10 amostras de leite divididas em
aliquotas foram coletadas para realizagao das analises fisico
quimicas e microbiolégicas.

As propriedades possuiam caracteristicas de criagdo semi-
intensiva, com os animais criados a pasto e recebendo ragao a
base de milho e soja. Algumas fazendas forneciam silagem para
os animais durante a seca. Amédia de animais por propriedade
era de 20 vacas em lactagao, todas mestigcas Holandés x Zebu.
O volume médio de leite produzido pelos rebanhos era de 210
litros por dia.

Apbs higienizacdo do coletor de ago inox com desinfetante e
alcool 70%, as amostras de leite foram coletadas diretamente
dos latées dos produtores apds a homogeneizagdo manual do
leite ou do tanque de expansao apds homogeneizagao do leite
por 10 minutos (Brito et al, 1999).
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Em cada uma das 10 propriedades, foram coletadas sete
aliquotas de leite, sendo trés transferidas para frascos estéreis
de 50mL contendo conservante Azidiol, para determinagao
da contagem bacteriana, e trés para frascos contendo
conservante Bronopol, para determinagcdo da composicao e
CCS. Uma aliquota foi separada em frasco estéril de 250mL,
sem conservante, e enviada sob refrigeragéo, abaixo de 7°C,
para um laboratério localizado em uma instituigdo de ensino.

Os frascos contendo as aliquotas de leite conservadas com
Azidiol e Bronopol foram enviadas sob refrigeragédo, abaixo
de 7°C, para trés laboratérios credenciados pelo MAPA (A, B
e C). A escolha dos laboratérios foi realizada de acordo com a
proximidade das propriedades e em razdo de amostras de leite
destas serem mensalmente enviadas para tais laboratorios.

Nos laboratérios credenciados pelo MAPA, os teores de gordura,
proteina e ESD foram determinados por meio de absorgao da
luz infravermelha e a CCS por meio de citometria de fluxo,
utilizando o equipamento Bentley Combi System 2300® (Bentley
Instruments Incorporated, Chaska, USA) (Bentley, 1997; Bentley,
1998). A contagem bacteriana foi realizada por meio do contador
eletrénico BactoCount IBC® (Bentley), que tem como principio
a citometria de fluxo (Bentley, 2002). Os teores composicionais
foram expressos em porcentagens (%), a CCS em céls./mL e
a contagem bacteriana em Unidades Formadoras de Col6nia
por mL (UFC/mL).

A aliquota sem conservante e enviada para o laboratério
da instituigdo de ensino foi submetida as mesmas analises
realizadas nos laboratérios credenciados pelo MAPA, mas por
metodologias de referéncia descritas pela IN30-2018 (Brasil,
2018b). A CCS foi realizada de acordo com a metodologia
de Prescott e Breed (1910), referéncia utilizada pelo MAPA.
Para controle da temperatura, esta foi mensurada por meio de
termoémetro infravermelho modelo AK35 (AKSO, Sao Leopoldo,
Brasil) quando as amostras foram coletadas nas propriedades
e chegaram aos laboratérios.

Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Os dados referentes a composigao fisico
quimica foram submetidos a comparagédo de médias por meio
do teste Tukey e os dados da contagem bacteriana e CCS
foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Friedman, apés
transformagcao logaritmica (Sampaio, 2002). Todos os resultados
ainda foram submetidos a correlagcdo de Pearson ao nivel de
5% de significancia, utilizando software Stata 12.0 (StataCorp
LP, Texas, USA). A pesquisa foi aprovada pelo Nucleo de
Pesquisa e Extensao (NUPEX) do Centro Universitario de Vigcosa
(UNIVICOSA) sob o nimero de protocolo 133/2013-2.

Resultados e discussao

As temperaturas das amostras durante suas coletas nas
propriedades e chegadas nos laboratérios estavam abaixo de
7°C, o que permitiu serem analisadas. Avaliando os teores de
gordura e proteina obtidos pelos trés laboratérios (A, B e C),
observou-se que nao houve discordancia das amostras de leite
quanto aos parametros estabelecidos pela legislagéo (Brasil,
2018a), ou seja, 3,0 e 2,9%, respectivamente (Tabela 1). Da
mesma forma, os resultados obtidos pelas analises de referéncia
do MAPA ndo demonstraram discordancias das amostras.



Tabela 1:Discordancia dos resultados das amostras de leite
cru refrigerado quanto aos teores de proteina,
gordura, ESD, CCS e contagem bacteriana padrées
da legislagéo brasileira

Proteina  Gordura  ESD* CCs* UFC***

Laboratério N
N % N % N % N % N %
A 10 0 O 0 O 1 10 3 30 3 30
B 10 0 O 0 0 4 40 3 30 3 30
C 10 0 O 0 0 1 10 4 40 4 40
Referéncia 10 0 0 0 O 0 O 3 30 4 40
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laboratérios (A e B), foram observadas 30% das amostras em
discordancia.

Quanto aos resultados de proteina, observou-se que os teores
médios das amostras de leite avaliadas pelos laboratérios A, B e
C foram estatisticamente iguais (p>0,05) (Tabela 2). Entretanto,
somente o teor médio de proteina das amostras avaliadas pelo
laboratério C foi igual (p>0,05) ao teor médio das amostras
avaliadas pelo método de referéncia do MAPA.

Tabela 2: Analise de regresséo e teores médios de proteina
do leite cru refrigerado avaliado por laboratérios
credenciados e métodos de referéncia do MAPA

* ESD = Extrato Seco Desengordurado; ** CCS = Contagem de Células
Somaticas; *** UFC = Unidades Formadoras de Coldnias

Apesar das amostras de leite estarem com teores de proteina
e gordura acima dos limites minimos, variagdes podem ocorrer
devido a alimentagéo dos animais. Sob pastos com pouca fibra,
os teores de gordura do leite dos animais podem diminuir ao
ponto de comprometer a identidade do leite quanto aos teores
de gordura. Por outro lado, a falta de suplemento proteico pode
comprometer os teores de proteina. A gordura € o componente
que apresenta maior variabilidade percentual no leite, seguido
do teor de proteina (Santos e Guerios, 2020; Paiva et al., 2012).

Quanto ao teor minimo de 8,4% de ESD (Brasil, 2018a),
observou-se que 40% das amostras estavam em discordancia
quando analisadas pelo laboratério B, enquanto que
discordancias de 10% foram observadas pelos laboratérios
A e C. Contraditoriamente, nenhuma amostra apresentou
discordancia pelo método de referéncia do MAPA. Diferengas
entre as metodologias, falta de calibragdo dos equipamentos
e solugdes e execugdo inadequada das técnicas podem ter
causado as variagdes dos resultados (Silveira et al., 2004).

As alteracdes nos teores de sélidos desengordurados se devem
também ao efeito da regido e periodo do ano, em fungdo das
diferentes condigdes, como manejo, alimentagao e condigdes
climaticas. Outros fatores sdo composicao racial do rebanho,
melhoramento genético, relevo e solo. A mastite subclinica
também pode resultar na diminuigdo da sintese de sélidos do
leite (Damasceno et al., 2020. Figueiredo et al., 2012).

Quanto a CCS maxima de 500.000 céls./mL (Brasil, 2018a),
40% das amostras analisadas pelo laboratério C estavam em
discordancia, enquanto que 30% das amostras analisadas pelos
demais laboratérios (A e B) e pelo método de referéncia do MAPA
estavam em discordancia. As CCS das amostras de leite cru
refrigerado em discordancia demonstram mastite no rebanho,
0 que poderia ser evitada por meio do manejo adequado no
momento da ordenha e no ambiente dos animais (Couto et al.,
2018; Jardim et al., 2014; Saab et al., 2014).

Observou 40% de amostras analisadas pelo laboratério C em
discordancia quanto a contagem bacteriana maxima de 300.000
UFC/mL (Brasil, 2018a). O mesmo percentual de discordancia
foi observado quando as amostras foram avaliadas pelo método
de referéncia do MAPA. A alta contagem bacteriana denota
condigdes inadequadas de ordenha e/ou falta ou inadequada
refrigeragao do leite nos tanques de expanséo (Strassburger et
al., 2019; Nero et al., 2009), o que ocasiona grande quantidade
de amostras de leite acima do limite maximo legal. Pelos demais

Laboratorio Média  Desvio r Regressao
(%) Padrao
Prot, = 0,091+
b D
A 3,20 0,09 0,036 0,71 (0,8§1xProtR9f)
Prot, = 0,102+
b )
B 3,16 0,09 0,009 0,75 (0,8§7xProtRef)
Prot_ = 0,090+
ab El
C 3,36 0,13 0,041 0,74 (0,988xProtRe,)
Referéncia 3,432 0,22 - - -

Médias com letras distintas entre linhas diferem estatisticamente
(p<0,05). Valor p<0,05 indica correlagéo entre os resultados
do laboratério e de referéncia. Coeficiente r=0,7 indica forte
correlagao, 0,32r<0,7 indica moderada correlagao e r<0,3 indica
fraca correlagao.

Os resultados de proteina obtidos pelos laboratérios tiveram
correlagdo positiva (p<0,05) com método de referéncia do
MAPA. O aumento dos teores de proteina foi detectado pelos
equipamentos que utilizam absorgéo de luz infravermelha,
mas os equipamentos do laboratério A e B ndo conseguiram
determinar com exatiddo o teor médio de proteina determinado
pelo método de referéncia do MAPA.

Para que os equipamentos eletronicos quantifiquem os teores
de solidos, é necessaria sua calibragdo por meio de amostras
padroes de origem americana ou canadense. Apesar de
ndo observarem diferengas entre as técnicas em questao,
Silveira et al. (2004) relataram dificuldades na calibragcéo
dos equipamentos em laboratérios do Brasil, o que pode ter
influenciado a determinacao ineficiente dos teores de proteinas
nos laboratérios A e B.

Observou-se que os teores médios de gordura das amostras
analisadas nos laboratdrios A, B e C foram significativamente
iguais (p>0,05), inclusive com o teor médio obtido pelo método
de referéncia do MAPA (Tabela 3). Entretanto, os resultados do
laboratério B nao tiveram correlagao (p>0,05) com os resultados
obtidos pelo método de referéncia.

Médias com letras distintas entre linhas diferem estatisticamente
(p<0,05). Valor p<0,05 indica correlagdo entre os resultados
do laboratério e de referéncia. Coeficiente r=0,7 indica forte
correlagao, 0,32r<0,7 indica moderada correlagéo e r<0,3 indica
fraca correlagao.

Silveira et al. (2004) compararam as andlises do leite obtidas
por meio de metodologias de referéncia do MAPA e analisadores
eletrénicos por luz infravermelha. Os autores verificaram que
estes quantificavam adequadamente os teores de gordura
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e proteina do leite e que podiam ser utilizados para analisar
rapidamente a composigdo do leite. Assim como relatado
anteriormente, a dificuldade de calibragdo dos equipamentos
pode ter influenciado nas andlises realizadas pelo presente
estudo.

Tabela 3: Andlise de regresséo e teores médios de gordura
do leite cru refrigerado avaliado por laboratérios
credenciados e métodos de referéncia do MAPA

Laboratorio l\/l(?/od)ia F?:c? :/a"il?) P ' Regressao
A 366° 026 0027 0,69 (F’Jf’;é;x%rﬁ:j
B 370° 026 0,081 057 Z{%T xg':n?i;
c 364 026 0034 067 fgf’gtgzzxg}l?is

Referéncia 3,782 0,34 - - -

Quanto aos resultados de ESD, observou-se que os teores
médios das amostras analisadas pelos laboratérios A, B e C ndo
foram significativamente iguais (p<0,05) ao teor médio obtido
pelo método de referéncia do MAPA (Tabela 4). Apesar disso,
todos os laboratérios tiveram correlagao positiva (p<0,05) com
os resultados obtidos pelo método de referéncia.

Tabela 4:Andlise de regressdo e teores médios de ESD
do leite cru refrigerado avaliado por laboratérios
credenciados e métodos de referéncia do MAPA.

Laboratério M(?/Od)ia Esc?:/e"il?) P ' Regressao
A 863 0,18 0,036 0,56 g%éozxgﬁ:j
B 853 020 0045 0,42 f’({%&éﬁ?i,?
c 861 0117 0,032 051 g%é;ng)?i;
Referéncia 8,732 0,24 - - -

Médias com letras distintas entre linhas diferem estatisticamente
(p<0,05). Valor p<0,05 indica correlagdo entre os resultados
do laboratério e de referéncia. Coeficiente r=0,7 indica forte
correlagao, 0,32r<0,7 indica moderada correlacéo e r<0,3 indica
fraca correlagéo.

Os equipamentos infravermelhos determinaram o aumento
ou diminui¢do dos teores de ESD, mas n&o quantificaram
com exatidao os teores médios de ESD em amostras de
leite. A quantidade de sdlidos desengordurados presentes
em uma amostra é determinada pelo somatério do conteudo
dos componentes gordura, proteina e lactose, acrescidos
de uma constante de minerais e subtraidos do conteudo de
gordura (Silveira et al., 2004). Como a calibracéo ineficiente
dos equipamentos pode ter influenciado na quantificagdo de
proteina e gordura do leite, tal fato também pode ter influenciado
na quantificacdo de sélidos desengordurados do leite.

Observou-se que a CCS média em todos laboratérios (A, B e
C) foram significativamente iguais (p>0,05), inclusive com a
contagem obtida pelo método de referéncia do MAPA (Tabela
5). Além disto, os resultados de todos os laboratérios tiveram
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correlagdo positiva (p<0,05) com o método de referéncia, o
que indica que os equipamentos estavam calibrados e eram
confiaveis quanto a analise de CCS.

Tabela 5:Anadlise de regressédo e CCS média do leite avaliado
cru refrigerado por laboratérios credenciados e
métodos de referéncia do MAPA.

Média Desvio

Laboratdrio (Logcéls./mL) Padréo ' Regressao
A 5,68° 013 0,001 0,86 f’g,"&&%ﬁ:ﬁ
B 5,657 0,14 0,001 0,86 g%s;xgﬁis
c 5,70° 014 0,001 0,86 (ng’;g;xg}i:i;

Referéncia 5,622 0,31 - - -

Médias com letras distintas entre linhas diferem estatisticamente
(p<0,05). Valor p<0,05 indica correlagéo entre os resultados
do laboratério e de referéncia. Coeficiente r=0,7 indica forte
correlagao, 0,32r<0,7 indica moderada correlagao e r<0,3 indica
fraca correlagéo.

Assim como no presente estudo, Silveira (2005) ndo observou
diferencga entre a CCS obtida pelo método de microscopia direta
e a CCS obtida por analisador eletrénico pela luz infravermelha.
Entretanto, ao analisar amostras de leite com baixas CCS,
Babak e Rysanek (1999) perceberam que os resultados obtidos
por citometria de fluxo apresentaram valores menores quando
comparados com as contagens feitas por microscopia direta, o
que nao foi observado no presente estudo, que utilizou amostras
com altas CCS.

Assim como ocorreu com a CCS, as contagens bacterianas
médias em todos laboratérios foram significativamente iguais
(p>0,05), inclusive com a contagem média feita pelo método de
referéncia do MAPA (Tabela 6). Além disto, houve correlagdes
positivas (p<0,05) entre os resultados obtidos pelos laboratérios
e pelo método de referéncia.

Tabela 6:Analise de regressao e contagens bacterianas médias
do leite cru refrigerado avaliado por laboratérios
credenciados e métodos de referéncia do MAPA.

Laboratorio (Loglj\ilJélgci:e}mL) E:j;’;g r Regressao
A 5,29° 071 0,001 0,87 Z{%;X;%?is
B 5,340 0,67 0,002 0,84 (ng’gg;x;,’rilis
c 5,28° 0,79 0,001 0,86 ':gf;‘gjxll}%?;;

Referéncia 5,412 0,87 - - -

Médias com letras distintas entre linhas diferem estatisticamente
(p<0,05). Valor p<0,05 indica correlagéo entre os resultados
do laboratério e de referéncia. Coeficiente r=0,7 indica forte
correlagao, 0,32r<0,7 indica moderada correlacéo e r<0,3 indica
fraca correlagao.

De acordo com Cassoli et al. (2007), a quantidade de bactérias
presentes no leite pode ser subestimada pela técnica de



contagem padrdo em placas, pois apenas bactérias viaveis e
que se multiplicam nas condi¢des de cultivo sdo estimadas e
expressas em UFC. Pela citometria de fluxo, as bactérias sao
contadas de forma individualizada e convertidas em UFC de
acordo com a curva de calibragao pré-estabelecida.

Os resultados do presente estudo indicam que os equipamentos
eletrénicos estdo calibrados quanto a contagem bacteriana
do leite e que, portanto, podem ser utilizados para estimar tal
parametro. Ademais, a contagem padrdo em placas ainda é
utilizada para determinagéo da contagem de bactérias presentes
no leite, sendo considerada o método de referéncia do MAPA
(Brasil, 2003).

Os resultados de CCS e contagem bacteriana dos leites
avaliados pelo método eletrénico nos laboratdrios credenciados
pelo MAPA foram equivalentes aos métodos de referéncia do
MAPA. Entretanto, os teores de proteina em dois laboratérios
e ESD em todos os laboratérios ndo foram equivalentes, o que
pode ocasionar resultados falsos.

Os resultados de CCS e contagem bacteriana indicam que
as amostras podem ser enviadas para qualquer laboratério
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