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Testes de Redutase para a Avaliacdo da Qualidade de Leite Cru Refrigerado
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Resumo

Os testes qualitativos de redutase s2o largamente utilizados pela industria de laticinios para avaliar de forma indireta a qualidade microbiologica
do leite. No entanto, para o leite refrigerado, apresentam a desvantagem de subestimar a contaminagao, pois a refrigera¢ao reduz a atividade
redutora dos micro-organismos. O objetivo deste trabalho foi correlacionar as contagens de micro-organismos mesofilos com os testes de
redugdo do azul de metileno (TRAM) e o teste de reducdo da resazurina (TRR). Foram coletadas 284 amostras de leite cru estocadas em
propriedades rurais por sistemas de tanques de expansdo e imersao bem como amostras coletadas na plataforma de recepcéao do laticinio. De
acordo com os resultados, pode-se concluir que os métodos qualitativos ndo devem ser substitutos definitivos para a contagem em placas,
devendo ser usado apenas como forma de triagem. De qualquer maneira o TRR se mostrou mais confiavel, por ndo ter apresentado resultados
falso-negativos, além de ser um método mais rapido que o TRAM.

Palavras-chave: Laticinios. Analise Microbiologica. Azul de Metileno.
Abstract

Qualitative reductase tests to evaluate the microbiological quality of milk are largely used by the dairy industry. However, these tests may
underestimate contamination of, refrigerated milk, once refrigeration decreases the reducing activity of microorganisms. The objective of this
study was to correlate the total count of mesophilic microorganisms with the methylene blue reduction test (MBRT) and the resazurin reduction
test (RRT). A total of 284 raw milk samples were collected either from farms where milk was stored in cooling and immersion tanks, and in
reception platforms in dairy factories. Results showed that qualitative methods should not replace plate counts, and should only be used as
screening tools. RRT showed to be faster and more reliable than MBRT because it did not present false-negative results.
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1 Introducio A Instru¢do Normativa 51 (IN51)¢ prevé, como provas

A mé qualidade do leite produzido no Brasil se deve a de qualidade do leite cru, tanto a contagem padrdo em placas

A . . (mesofilos) como também a possibilidade do uso do teste de
fatores como deficiéncias no manejo e higiene da ordenha, ) i
redutase por meio da prova da redug¢@o do azul de metileno,
conhecida como TRAM.

Esta prova se baseia na redu¢do do corante azul de

indices elevados de mastite, manutencdo e desinfec¢do
inadequadas dos equipamentos, refrigeragdo ineficiente ou
inexistente e mio de obra desqualificada, entre outros'=,

O principal indicador da qualidade do leite é o perfil
microbioldgico. Grupos especificos de micro-organismos

metileno, que funciona como receptor de ions H* resultantes da
acdo da desidrogenase (redutase) do metabolismo microbiano.

sd0 pesquisados para esse fim, como os aerobios mesofilos, O tempo de redugdo ¢ inversamente proporcional ao niimero

coliformes e psicrotroficos. de bactérias redutoras presente na amostra, ou seja, quanto

A refrigeragdo do leite tem como principal objetivo
controlar a multiplicagdo dos micro-organismos mesofilos,
que fermentam a lactose produzindo acido latico, o que causa
a acidificacdo do leite e, consequentemente, compromete a
utilizagdo para fins industriais'. No entanto, a refrigeragdo
do leite por periodos prolongados (acima de 48 horas)
favorece o desenvolvimento da microbiota psicrotrofica,
capaz de se desenvolver em temperatura de refrigeracao
independentemente da temperatura 6tima de multiplicagao®.
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maior a contaminagao do leite mais rapidamente a solugao ira
descolorir’. Como op¢do ao TRAM, ha o teste da redugdo da
resazurina (TRR). A diferenca entre os dois corantes ¢ que a
resazurina se reduz mais rapidamente que o azul de metileno,
devido a alta sensibilidade as variagdes do potencial de
oxirreducdo do leite promovidas pelas bactérias acido-laticas
presentes no leite’®.

Estas provas sdo simples, rapidas e de baixo custo,
muito utilizadas na industria de produtos lacteos para avaliar
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a qualidade microbiana geral do leite cru’. No entanto,
basicamente a microbiota mesoéfila acidificante com alta
atividade redutora ¢ identificada, minimizando, portanto, o
impacto da microbiota psicrotrdfica sobre a qualidade do leite
e derivados®'°.

Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar a eficacia
dos testes de redutase (TRAM — Teste da Redugao do Azul
de Metileno) e de resarzurina (TRR — Teste da Redugdo da
Resazurina) por meio da correlagdo com as contagens de
mesoéfilos, a fim de avaliar a viabilidade destes testes na
determinagdo da qualidade do leite cru refrigerado.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletadas 284 amostras de leite cru procedentes de
propriedades leiteiras situadas na regido Oeste do Estado do
Parana no periodo de junho de 2006 a junho de 2008.

Foram selecionadas 10 propriedades leiteiras, 5 com
estocagem do leite em sistema de expansdo direta ¢ 5 com
estocagem do leite em sistema de imersdo, nas quais foram
coletadas 30 e 29 amostras respectivamente.

Além dessas, também foram realizadas coletas mensais
(18-19 amostras) diretamente do caminhdo-tanque no
momento do descarregamento do leite na plataforma do
laticinio, totalizando 225 amostras.

Todas as amostras foram identificadas, acondicionadas
sobre refrigeracdo, transportadas ao Laboratorio de Controle
Microbiolégico de Agua e Alimentos da Universidade Federal
do Parana — Campus Palotina e analisadas num intervalo
maximo de quatro horas apos a coleta.

2.2 Contagem de micro-organismos mesofilos aerdbios
estritos e facultativos viaveis

Foram preparadas diluigdes decimais das amostras em
solucdo salina a 0,85%. Posteriormente, 1 mL de cada dilui¢ao
foi inoculado por semeadura em profundidade em agar padrao
(PCA) previamente fundido e mantido aquecido a 45-50 °C. As
placas foram incubadas a 36 °C/48 horas. O resultado obtido
foi expresso em unidades formadoras de colonia por mL de
leite (UFC/mL)". Baseado nos parimetros estabelecidos pela
IN 51 na época da realizagdo do experimento, as amostras
com contagens maiores que 10° UFC/mL foram consideradas
em desacordo com os padrdes estabelecidos pela legislagao
brasileira®.

2.3 Teste da reducio do azul de metileno (TRAM)

Em tubos estéreis contendo 1 mL da solug¢ao de azul de
metileno foram transferidos 10 mL da amostra de leite cru.
Apos a homogeneizagao, o tubo de teste foi incubado a 35-37
°C. A leitura foi realizada a cada 30 minutos até que 4/5 do
tubo estivesse descorado'>. Amostras com tempo de redugio
menor que 1,5 horas foram consideradas em desacordo com
o padrao.
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2.4 Teste da reducio da resazurina (TRR)

Em tubos estéreis contendo 1 mL da solucdo de resazurina
foram transferidos 10 mL da amostra de leite cru. Apds a
homogeneizacao, o tubo de teste foi incubado em banho-
maria a 42 °C. Os tubos foram agitados, por inversdo, de 5
em 5 minutos. Apds uma hora, o tubo foi retirado da estufa e
a interpretacgdo foi feita de acordo com os seguintes critérios:
manuteng@o da cor azul: leite bom; alteracdo da cor azul para
roxa: leite regular; alteragdo da cor azul para rosa: leite ruim;
e alteragdo da cor azul para branca: leite péssimo®. Amostras
com classificacdo “ruim” e “péssimo” foram consideradas em
desacordo com o padrao.

Para andlise e comparagdo dos métodos utilizados, foi
aplicado o teste de percentual de concordancia e os resultados
das diversas condigdes foram expressos em percentuais.

3 Resultados e Discussao

Neste trabalho foram considerados os resultados obtidos
para a contagem de mesdfilos como o padrdo para avaliagdo
da qualidade do leite. Os métodos TRAM e TRR foram
utilizados em comparagdo as contagens de mesoéfilos obtidas.

Analisando os resultados das contagens de mesofilos
obtidas nas amostras de tanque de imersao e expansdo (Tabela
1), observa-se que o tipo de estocagem teve influéncia sobre
a qualidade microbioldgica do leite cru na propriedade rural,
conforme ja foi observado por Bersot ef al.'® e Vallin et al.>. O
tanque de imersdo ¢ menos eficiente no resfriamento do leite,
0 que justifica 0 maior nimero de amostras em desacordo com
o padrao.

Tabela 1: Amostras de leite cru refrigerado em desacordo com o
padrdo para a contagem de mesodfilos, TRAM e TRR do total de
284 amostras coletadas na regido oeste do PR

Ponto de coleta da Amostras em desacordo com o

amostra padréo’
Mesdéfilos TRAM TRR
Tanque de imersdo (n=29) 13 (45%) 0(0%) 13 (45%)
Tanque de expansdo (n=30) 2 (7%) 0 (0%) 3 (10%)
Plataforma de recepgao do 53(23%)  6(2,7%) 101 (45%)

laticinio (n=225)

"Mesofilos: > 10° UFC/mL, TRAM: tempo de redugdo < 1,5 horas; TRR:
ruim ou péssimo. TRAM = teste da redugdo do azul de metileno; TRR =

teste da reduc@o da resazurina.

De acordo com a Tabela 1, das 29 amostras de tanques
de imersdo, 13 (45%) foram consideradas em desacordo com
o padrio tanto na contagem de mesofilos quanto no TRR. No
entanto, no TRAM, todas as amostras foram consideradas
aceitaveis, indicando resultados falso-negativos para este teste.

Das 30 amostras coletadas em tanque de expansio,
apenas 2 (7%) foram consideradas em desacordo com o
padrao na contagem de mesdfilos, trés (10%) no TRR e
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nenhuma no TRAM.

Para as amostras coletadas na plataforma de recepcao
do laticinio, 23% foram consideradas em desacordo com o
padrdo na contagem de mesofilos, porém somente 2,7% pelo
TRAM, indicando novamente um nimero muito elevado de
resultados falso-negativos. Pelo TRR, 45% das amostras foram
consideradas em desacordo com o padrido, demonstrando um
grande nimero de resultados falso-positivos.

O elevado indice de resultados falso-positivos no TRR
das amostras coletadas na plataforma do laticinio pode ser
devido a interferéncia de leucocitos presentes nestas amostras,
uma vez que estes apresentam forte carater redutor e ndo sdo
detectados na contagem padrdo em placas’.

Aplicando-se o teste de concordancia entre métodos,
comparagdo da contagem de mesofilos com o TRAM, o
resultado obtido foi de 55,2% e 96,5% para as amostras do
tanque de imersdo e de expansdo, respectivamente. Entre a
contagem de mesofilos e o TRR, a concordancia obtida foi
de 100% e 93,1% para tanques de imersdo e de expansao,
respectivamente. Na comparacao dos resultados das provas de
redutase com a contagem de mesofilos, o TRAM apresentou
11,3% de concordancia, enquanto que o TRR apresentou
52,4% para amostras coletadas na plataforma de recepgao
(Tabela 2).

Tabela 2: Valores de concordancia na comparagdo entre a
contagem de mesdfilos e testes de redutase TRAM e TRR

Mesofilos x Mesofilos x

Ponto de coleta da amostra

TRAM TRR
Tanque de imersao 55,2% 100%
Tanque de expansao 96,5% 93,1%
Plataforma de recepgao do laticinio 11,3% 52,4%

TRAM = teste da reducdo do azul de metileno; TRR = teste da redugdo
da resazurina.

Nascimento e Souza'* mostraram em seu estudo que ndo
houve correlacdo significativa entre a contagem de mesofilos
e a prova da redutase. Segundo os autores, isso indica que
a prova de redutase ndo estima corretamente o numero de
micro-organismos presentes em determinada amostra, uma
vez que alguns micro-organismos mesoéfilos acidificantes ndo
possuem a enzima redutase.

Com relagdo ao TRAM, resultados semelhantes foram
obtidos por Rosa e Queiroz"® que, ao analisarem amostras
de leite cru de propriedades leiteiras do Rio Grande do Sul,
observaram que, apesar de 80% estarem em desacordo com a
legislagdo para a contagem de mesofilos®, quando realizado o
TRAM, todas as amostras encontravam-se dentro dos padrdes
estipulados.

Pelos resultados obtidos tanto neste trabalho como no
estudo de Nascimento e Souza'* é possivel dizer que a prova
do TRAM nao deve ser usada como unica analise para estimar
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a qualidade microbiologica do leite cru. Para Souza ef al.'® o
TRAM néo ¢ capaz de estimar a carga microbiana do leite in
natura, principalmente quando o produto estiver mantido em
refrigeracdo. A refrigeracdo altera o metabolismo microbiano,
portanto os resultados obtidos das amostras refrigeradas
podem ndo corresponder a carga microbiana real da amostra®.

Considerando que o metabolismo das bactérias
psicrotroficas possui baixa capacidade redutora, os testes de
redutase se mostram defasados para a avaliacdo da qualidade
do leite cru refrigerado’.

Comparando-se as provas de redutase TRAM E TRR,
pode-se afirmar que o TRR mostrou ser mais eficiente que
o TRAM em dois aspectos: 1) o TRR € mais rapido, pois
fornece o resultado em uma hora, enquanto que o TRAM pode
levar mais do que cinco horas; 2) o TRR apresentou menor
percentual de resultados falso-negativos, aproximando-se
mais dos resultados obtidos para o método padrao, ou seja, a

contagem de mesofilos.

4 Conclusao

Com base nos resultados, pode-se concluir que os testes
de redutase, TRAM e TRR podem apresentar resultados
falso-negativos ou falso-positivos, mascarando a qualidade
real do produto, portanto devem ser usados com muita cautela
para o leite refrigerado, independentemente da estocagem na
propriedade (tanque de expansdo ou imersao) ou do local de
coleta (propriedade ou plataforma do laticinio). Porém, como
método de triagem, o teste de reducdo da resazurina (TRR) se
mostrou mais eficiente, pois apresentou maior concordancia
com os resultados de contagem de mesofilos, além de ser um
teste mais rapido, fornecendo o resultado em uma hora.
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