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RESUMO

A composicao do leite faz com que ele tenha destaque entre os alimentos mais
nutritivos para o ser humano. Esta condicdo também o torna favoravel ao
desenvolvimento de varias espécies de microrganismos patogénicos, que
podem contamina-lo por meio das mas condi¢cdes de higiene durante sua
obtencdo e processamento, tornando-o altamente perecivel. As coletas foram
realizadas em 48 propriedades leiteiras no oeste catarinense no periodo de
setembro de 2013 a marco de 2014. As amostras de leite foram coletadas em
frascos estéreis e armazenadas e transportadas em caixas térmicas
refrigeradas até o laboratério para posterior andlise microbioldgica. Foi
realizada a contagem de bactérias meséfilas em leite cru refrigerado pela
técnica de semeadura de profundidade com Agar Padrdo para Contagem
(PCA) em triplicata, com 1 mL da amostra previamente diluida em agua
peptonada 0,1%. As placas para contagem de bactérias mesofilas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 36 °C por 48 horas e resultados
expressos em UFC/mL. Das 48 amostras de leite cru refrigeradas avaliadas, a
contagem bacteriana total de mesdfilos foi de 0,94% acima do limite
permissivel (300000 UFC/mL), segundo a Instrucdo Normativa n° 62 de
dezembro de 2011 (MAPA). A média de contagem foi de 4,2 logio UFC/mL,
variando de 2 Logio UFC/mL a 8 logio UFC/mL. Embora poucas amostras
tenham apresentado contaminacdo acima dos valores permissiveis pela
IN62/2011, as contagens de bactérias mesoéfilas encontradas no leite cru
indicam a necessidade de revisdo das praticas de higiene antes e durante a
ordenha.
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ABSTRACT

Milk composition causes it has featured among the most nutritious foods for
humans. This condition also makes it favorable for the development of various
species of pathogenic microorganisms that can contaminate it through poor
hygiene during its acquisition and processing, making it highly perishable.
Sampling was conducted on 48 dairy farms in western Santa Catarina in the
period september 2013 to march 2014. Milk samples were collected in sterile
bottles and transported and stored in chilled coolers to the laboratory for further
microbiological analysis. The mesophilic bacteria counts in raw milk cooled by
seeding technique for depth Plate Count Agar (PCA) in triplicate, with 1 mL of
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the diluted sample previously 0,1% peptone water was performed. The plates
for counting mesophilic bacteria were incubated in a bacteriological oven at
36°C for 48 hours and results expressed in CFU/mL. Of the 48 samples of raw
milk chilled assessed total mesophilic bacterial count was 0,94% above the
allowable limit (300.000 CFU/mL), according to Normative Instruction N.
62/2011 (MAPA). The average score was 4,2 logio CFU/mL, ranging from 2
Logio CFU/mL at 8 logioc CFU/mL. Although few samples have shown
contamination above the permissible values for IN62/2011 the mesophilic and
bacteria found in raw milk indicate the need for revision of the hygiene practices
before and during milking

Keywords: Microbiological contamination. Milking. Water.

1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se como um dos maiores produtores de leite no mundo.
Segundo dados da EMBRAPA Gados de Leite, em 2010 e 2011 o estado de
Santa Catarina esta entre 0os cinco em que mais produzem no pais,
correspondendo a 7,8% da producéo total da produgcédo (EMBRAPA, 2012).

No entanto, apesar da produgcdo apresentar-se em crescimento, 0
produtor de leite ainda utiliza métodos néo especializados, resultando em uma
matéria-prima de qualidade insatisfatoria (CORREA et al., 2009). Higiene
deficiente € uma das causas da deterioracdo dos produtos, resultando em uma
perda de renda, para o0s agricultores, laticinios pequenos produtores e
industrias de laticinios e, submete o consumidor a um alto risco de adquirirem
doenca transmitida pelo leite (MILLOGO et al., 2010).

A composicdo do leite faz com que ele tenha destaque entre os
alimentos mais nutritivos para o ser humano (FAGAN et al. 2008). Esta
condi¢do também o torna favoravel ao desenvolvimento de varias espécies de
microrganismos patogénicos, que podem contamina-lo por meio das mas
condi¢gbes de higiene durante sua obtencao e processamento (WINCK et al.,
2010).

Devido a importancia que o leite assume na alimentacdo humana
(HAUG et al., 2007), deve haver um cuidado com seu consumo in natura, que
pode veicular inGmeros microrganismos patogénicos ao homem (FRANCO &
LANDGFAF, 2002).

O principal grupo de microrganismos indicador de qualidade do leite é
mesofilos aerdbios, que pode ser avaliado através da contagem total em placas

dessas bactérias (SMIGIC et al., 2012). O leite cru com a contagem elevada de



mesofilos sugere a presenca bactérias patogénicas tais como Staphylococcus
aureus, Salmonella, Escherichia coli e Listeria monocytogenes, presentes no
leite devido as condic¢des higiénicas inadequadas (KOUSTA et al., 2010).

Além dos microrganismos patogénicos, 0s microrganismos deteriorantes
podem causar alteracbes quimicas, como a degradacdo de gorduras,
carboidratos e proteinas, tornando-o improprio para o consumo (NORBERG et
al., 2010; COUSIN, 1982).

Um fator que interfere na integridade do leite € a agua utilizada na
limpeza tanto dos equipamentos de ordenha (coadores, ordenhadeiras
mecanicas, baldes, etc.), como dos tetos do animal, uma vez que, a agua
contaminada pode alterar a eficiéncia dos sanitizantes utilizado na higienizacao
dos equipamentos e pode atuar como uma via de transmissdo de
microrganismos para a glandula maméaria do animal (CAVALCANTI, 2005;
(GUERREIRO et al., 2005).

Lacerda et al. (2009), relatam que os proprietarios ainda acreditam que a
agua de poco, acude e rede de distribuicdo sdo de boa qualidade e, desta
forma, existe um descaso em relacdo a adocdo de medidas de prevencao da
qualidade da agua consumida.

Assim, considerando a importancia do setor leiteiro na regido extremo
oeste de Santa Catarina, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a
qualidade microbiolégica do leite cru refrigerado, bem como a qualidade da

agua utilizada na ordenha.

2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no periodo de setembro de 2013 a margo de
2014. Foram coletadas amostras de 48 de leite cru refrigerado e agua de
propriedades leiteiras localizadas no extremo oeste catarinense.

Os procedimentos microbiolégicos foram realizados no Laboratério de
Diagnostico em Microbiologia da Universidade do Oeste de Santa Catarina —
UNOESC, campus de Sao Miguel do Oeste — SC.

2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS



As amostras de leite cru refrigerado continham aproximadamente 200
mL, coletadas diretamente da parte superior e central dos tanques de
expanséao, apos a agitacao programada por cinco minutos. Todas as amostras
foram coletadas com o auxilio de uma concha de aco inoxidavel sanitizada com
alcool 70°GL.

Para as amostras de agua, foram coletadas amostras de
aproximadamente 100 mL de agua diretamente da torneira na sala de
ordenha/estabulo. A agua coletada era utilizada na higienizacdo dos animais e
equipamentos de ordenha. Antes de realizar a coleta, foi deixado a agua
escorrer por trés minutos para eliminar impurezas e 4gua acumulada na
tubulacado e coletadas em frascos estéreis. Para a coleta de 4gua clorada foram
utilizados frascos com 0,1mL de solucdo de tiossulfato de sdédio (Na2S203) a
10% para cada 100 mL de agua a ser coletada. A adicdo desta solucdo ao
frasco teve por finalidade impedir a acdo do cloro residual e, dessa forma,
garantir resultados microbiol6gicos confiaveis.

Todas as amostras foram acondicionadas e mantidas em caixa
isotérmica com gelo durante o transporte para o laboratorio de microbiologia da
Universidade do Oeste de Santa Catarina- UNOESC, Campus de Sao Miguel
do Oeste, para andlise.

2.2 CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS TOTAIS NO LEITE

Para a contagem de mesdfilos, diluicbes apropriadas foram realizadas
em agua peptonada 0,1% e inoculadas em placas estéreis e em seguida
adicionado Agar Padrao para Contagem a 45°C pela técnica de semeadura de
profundidade, as placas foram incubadas a 36+1°C por 48 horas segundo a
Instrugdo Normativa 62 (BRASIL, 2003). As andlises foram realizadas em

triplicata e os resultados foram expressos em UFC/mL.
2.3 ANALISE MICROBIOLOGICA DA AGUA
Para as amostras de agua foram pesquisadas o numero de coliformes

totais, coliformes termotolerantes e contagem de heterotroéficos, de acordo com

a metodologia descrita nas diretrizes da American Public Health Association, e



de acordo com o Decreto Federal 62, de 26 de Agosto de 2003, Ministério da
Agricultura e do Abastecimento.

Para verificar o NUumero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes foi utilizada a técnica de fermentacdo de tubos mudltiplos. Os
resultados foram expressos em NMP/100 mL. Aliquotas de 10 mL, 1 mL e 0,1
mL das amostras foram transferidas para tubos contento 10 mL de caldo Lauril
Sulfato de Sédio. Em seguida os tubos foram homogeneizados e incubados em
estufa a 36x1°C por 24 a 48 horas. Apés o periodo de incubacéo, observou-se
a turvacao e producéo de gas nos tubos de Durham, a partir da fermentacdo da
lactose. Aliquotas dos tubos positivos do teste anterior foram transferidas para
tubos contendo 10 mL de caldo Bile Verde Brilhante, com incubagéo a 36+1°C
por 24 a 48 horas, e, para tubos contendo 10 mL de caldo EC com incubacéo a
45x0,2°C por 24 a 48 horas, para confirmacdo de coliformes termotolerantes.
Os tubos que apresentaram formacao de gas efervescéncia quando agitados
gentilmente foram considerados positivos. Para calcular as médias foram
considerados para as coliformes contagens zero (<3,0 NMP/100 mL) e a
contagem maxima (>1100 NMP/100 mL). A contagem de bactérias
heterotréficas foi realizada utilizando a técnica da semeadura por profundidade
no qual foram inoculadas diluicBes apropriadas em placas de petry estéreis e,
em seguida, adicionado Agar Padrdo para Contagem. Em seguida incubados
em estufa bacteriolégica a 36+1°C durante 48 horas. Os resultados foram

expressos em UFC/mL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das amostras de leite cru refrigeradas avaliadas, a contagem bacteriana
total de mesodfilos foi de 0,94% acima do limite permissivel de 300.000
UFC/mL, segundo a Instru¢cdo Normativa n° 62 de dezembro de 2011 (MAPA).
A média de contagem foi de 4,2 logio UFC/mL, variando de 2 Logio UFC/mL a
8 logio UFC/mL (Tabela 1).
No presente estudo, observa-se um numero baixo de propriedades que
apresentaram suas amostras de leite acima dos padrdes acima citados. Cabe
ressaltar, que esses resultados sdo devido a assisténcia técnica fornecida a

esses produtores de produtos lacteos. O contrario foi encontrado no estudo de



Millogo et al. (2010), onde a média de contagem foi de 5-5,54 logio, maior que
no presente estudo.

Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Luz et al.
(2011), que revelou que as amostras de leite cru refrigerado oriundo de
produtores que recebem assisténcia técnica apresentaram contagem de
bactérias mesofilas dentro dos padrdes exigidos pela Instrucdo Normativa n°
51, antiga legislacdo utilizada para determinar a quantidade maxima
permissivel de bactérias mesofilas no leite cru.

As amostras de leite cru refrigerado que se apresentaram fora dos
padrbes permissiveis, indicam que os procedimentos higiénicos realizados
foram inadequados na ordenha e na conservacao do leite (VACHEYROU et al.,
2011; SILVA et al., 2010).

Dessa forma, € importante manter um leite com baixas contagens de
bactérias mesofilas (ANDRADE et al., 2008), pois constituem em sua maioria
microrganismos acidificantes (VALLIN et al., 2009; FAGAN et al., 2008).

Além do risco a saude humana, a acdo de bactérias mesofilas podem
induzir alteracdes fisico-quimicas irreversiveis no leite através da acidificacdo
(CHOULIARA at al., 2010; BARBANO et al., 2006), que desestabiliza proteinas
sollveis e micelas de caseina, favorecendo a coagulacéo, alterando o flavour
(sabor e odor), reduzindo o valor imunoldgico e nutricional (GALHARDO et al.,
2002).

Ainda, o processo de pasteurizagéo elimina os microrganismos de forma
percentual, assim quanto melhor a qualidade da matéria-prima melhor sera o
produto lacteo produzido (ANDRADE et al., 2008).

O tempo e a temperatura de entrega do leite, bem como a higiene e a
agua utilizada na ordenha sdo associados com o aumento das contagens de
bactérias viaveis (MHONE et al. 2011). Assim, educar os agricultores sobre
praticas de higiene gerais, acelerando a entrega do leite aos centros de
recolha, ou aproveitar as instalacbes de refrigeragdo na exploragdo ira
melhorar a qualidade microbioldgica do leite.

Os resultados encontrados neste estudo (baixo nUmero de amostras que
se apresentaram acima dos padrdes permissiveis para leite cru) pode ser
atribuido ao acompanhamento de uma equipe técnica que atualmente repassa

orientacdes aos produtores sobre métodos adequados na higiene da ordenha,



no intuito de manter a quantidade minima de bactérias permissiveis pela
instrugdo normativa 62/2011 do MAPA.

Tabela 1. Resultados da Contagem total de mesoéfilos aerdbios encontrados no leite cru

refrigerado.
Produtor Contagem total de meséfilos aer6bios (Logio
UFC/mL)

1 3,81
2 3,96
3 3

4 3,69
5 3,44
6 4,56
7 3,66
8 4,3
9 3,77
10 2,56
11 3,79
12 3,65
13 4,3
14 4,3
15 4,59
16 3,77
17 8,04
18 4,8
19 2,74
20 4,38
21 3,86
22 4,39
23 434
24 411
25 4,97
26 6,57
27 3,54
28 4,2
29 3,59
30 517
31 4.2
32 3,81
33 3,83
34 3,98
35 5,23
36 3,46
37 2,07

w
oo

4,39



39 7

40 3,86
41 5,17
42 417
43 3,51
44 4,97
45 4,25
46 3,7
a7 4,24
48 4,27

A éagua utilizada nas propriedades para a ordenha do leite, em sua
maioria ndo se apresentou dentro dos padrdes de qualidade microbioldgica
exigidos pela Portaria n.° 2914 (BRASIL, 2011), que determina 500 UFC/mL
para mesofilos aerdbio, auséncia de coliformes totais e coliformes
termotolerantes em 100 mL.

Das 48 propriedades leiteiras, apenas nove utilizavam &agua tratada, e
dessas amostras de agua clorada coletadas 55,55% (4) ndo estavam dentro
dos padrdes acima citados, indicando que a cloracdo ndo esta sendo eficiente,
provavelmente devido a outros fatores que ndo estdo sendo avaliados nesta
pesquisa, tais como a limpeza e protecao da caixa d’agua.

Em conjunto, além de do cloro ndo apresentar eficiéncia sobre os
microrganismos contaminantes na agua com grande numero de compostos
organicos, o cloro livre podem reagir com essas substancias levando a
formacao de diversos subprodutos, entre eles os denominados trihalometanos
que s&o toxicos e carcinogénicos para o homem, (TOMINAGA & MIDIO, 1999).

No que se refere as amostras de agua sem tratamento com cloro,
apenas 10,25% (4) apresentaram-se dentro dos padrdoes exigidos pela
legislacdo. Desta forma, a agua utilizada nas propriedades pode ser uma
provavel fonte de contaminacdo por coliformes totais e por coliformes
termotolerantes dos tetos e utensilios de ordenha, e consequentemente, do
leite produzido, inviabilizando a obtengdo de produtos lacteos dentro dos
padrdes microbioldgicos exigidos pela legislagdo em vigor (BRASIL, 2011).

O estudo de Jodo et al. (2011) realizado na do meio oeste de Santa
Catarina também verificou altas contagens de bactérias heterotréficas na agua,
apresentando contagem de bactérias mesdfilas aerébicas com média de 3,2
logio UFC/mL.



Em um estudo realizado por Millogo et al. (2010), foi verificado que a
qualidade higiénica do leite, como a contagem bacteriana total, tornou-se muito
pior durante o armazenamento na fazenda e continuou a diminuir mais ao
longo da cadeia de laticinios. O aumento da contagem de bactéria total do leite
cru pode ser explicado pela contaminacdo com poeiras com bactérias
estabelecidas nos recipientes de armazenamento.

Resultados semelhantes também foram encontrados no estudo realizado
por Rodriguez et al. (2012), indicam um alto de contaminacédo por E. coli e
coliformes totais, afirmando que a &gua contaminada por esses
microrganismos pode causar deterioracao aos produtos alimenticios e infeccao
aos humanos.

Embora nosso trabalho nédo tenha realizado a relacdo entre
contaminacdo do leite e da agua, nossos resultados podem ser explicados pela
afirmacao de Ramires et al. (2009) e de Do Amaral et al. (2004), que enfatiza a
importancia da agua na obtencéo de produtos de boa qualidade microbiolégica,
pois de acordo com o autor, a 4gua utilizada na producéo tem grande influéncia
na contaminacdo do leite, e, por constituir um veiculo de transmissdo de
agentes patogénicos, deve ter caracteristicas de potabilidade.

Estudos relatam, que a presenca de contaminacdo bacteriana na agua
utilizada para enxague dos equipamentos e diluicdo de produtos sanitizantes
pode comprometer direta ou indiretamente a qualidade do leite produzido
(JOAO et al., 2011; SILVA et al., 2011; BONFOH et al., 2006; DO AMARAL et
al., 2004 ).

4. CONCLUSAO

Embora poucas amostras tenham apresentado contaminacdo acima dos
valores permissiveis pela IN62/2011, as contagens de bactérias mesofilas
encontradas no leite cru indicam a necessidade de revisdo das praticas de
higiene antes e durante a ordenha, assim como no armazenamento do leite cru
refrigerado.

Os resultados da qualidade microbiolégica da agua utilizada na ordenha
também sugerem revisdo das praticas de higiene e limpeza da caixa d’agua e

tubulacdes, pois a maiorias das propriedades utilizam para a ordenha agua fora
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dos padrbes de potabilidade. E ainda, metade das propriedades que
disponibilizavam de &gua tratada para ordenha ndo estavam obtendo o efeito
de descontaminacdo pelo cloro, apresentando &agua fora dos padrbes
permissiveis.

Ressalta-se a necessidade de programas continuos de educacao
sanitaria junto a produtores visando melhoria da qualidade dos produtos

lacteos comercializados satisfazendo os requisitos mercado consumidor.
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