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Resumo: A refrigerac@o do leite na propriedade e o transporte a granel s&o medidas cuja implantagdo visa a melhoria
da qualidade microbiolégica do leite produzido no pais, mas temperaturas em torno de 4°C selecionam uma microbiota
denominada psicrotrofica, que independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento, multiplica-se bem sob
refrigeragdo e produz enzimas termorresistentes, que comprometem a qualidade principalmente de derivados lacteos
e leite UAT. Este trabalho tem como objetivo determinar os principais pontos de contaminacéo do leite por mesofilos e
psicrotréficos no processo de producdo leiteira, bem como a eficiéncia da refrigeragdo no controle do crescimento
destes microrganismos. Avaliou-se cinco (5) propriedades leiteiras da regido de Londrina- PR, analisando-se diversos
pontos do processo de producdo e pesquisando-se microrganismos aerébios mesofilos (35°C/48hs) e psicrotroficos
(21°C/25 hs). Os principais pontos de contaminagdo foram os latfes, tanques de expansao, agua residual de
equipamentos e utensilios de ordenha e tetos higienizados inadequadamente. Agua residual dos tanques de expansao,
de latGes, tetos higienizados inadequadamente e a clarificadora foram os pontos com maior contagem de psicrotréficos.
A quantidade de psicrotréficos encontrada em todos os segmentos do processo de produgdo pesquisados, foi superior
ao que considera-se toleravel (10% da quantidade de mesofilos). No leite refrigerado, o nimero de psicrotroficos
superou o de mesdfilos, mostrando que a contagem de mesofilos pode subestimar a real quantidade de microrganismos
presentes, sendo os psicrotréficos os indicadores de contaminagdo ideais neste produto. Como a refrigeracéo a 4°C
ndo inibe o crescimento deste grupo de microrganismos, deve-se evitar sua incorporacdo ao leite durante a producéo,
havendo necessidade da associagdo de boas praticas em todo o processo produtivo.
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Abstract: To improve the microbiology quality of the milk produced in Brazil, steps like the refrigeration have been
implanted in the dairy sector but, temperatures of 4°C are selective for psycrotrophics microorganisms. These
microorganisms, irrespective of their optimum growth temperature, are able to multiply in refrigeration temperature and
produce heat-resistant extra celular enzymes that can cause changes, especially in dairy products and UHT milk. This
work has the objective to determine the main points of milk contamination in dairy process and the effect of refrigeration
on the control and multiplication of microorganisms. Five properties located in Londrina city- PR were aviated. Different
points have been assessed in the dairy process and mesophilics (35°C/48hs) and psychrotrophics (21°C/25hs)
microorganisms were researched. The main contamination points found were the milk cans, bulk milk tanks, residual
water in the dairy equipments and teats bad cleaned. The residual water on the bulk milk tanks, on the cans, teats bad
cleaned and the dairy centrifuge equipment were the main source of psychrotrophics. The quantity of psycrotrophics in all
points assessed were greater than the ideal limit (10% of the mesophilic count). In the refrigerated milk, the psychrotrophics
count over came the mesophilics count, showing that the mesophilics count can under estimate the real microflora of
refrigerated milk, what means that psychrotrophics are the best indicators for refrigerated milk contamination. By what
means, refrigeration at 4°C is not sufficient to control the multiplication of the psycrotrophics group, is necessary to
associate good practices to avoid or control the milk contamination by psycrotrophics in the main contamination points
detected in this study.

Key words: milk, quality, microorganisms, refrigeration.

1 Introdugéo O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira
geral, altas contagens de microrganismos, demonstran-
do com isto que ha deficiéncias na higiene de producao
(CERQUEIRA et al., 1994).

A gualidade do leite esta associada a carga microbia-
nainicial presente no produto, e quanto maior o nimero
de contaminantes e a temperatura de estocagem, menor
serd o tempo de conservacao do produto (SILVEIRA et Beloti et al. (1999), ao avaliarem a qualidade micro-
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PR, encontraram contagens médias de aerobios meso-
filos de 7,5 milhdes de Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC)/mL, e Nimero Mais Provavel (NMP) de colifor-
mes fecais de até 9.000/mL. Cerqueira et al. (1994),
analisando amostras de leite cru na cidade de Belo
Horizonte, MG, encontraram contagens médias de
aerbbios mesofilos, de 45 milhdes UFC/mL, reafirmando
0 comprometimento da qualidade microbioldgica do leite
cru.

Diversos autores, avaliando a qualidade microbiol6-
gica do leite pasteurizado em varias regides do pais,
encontraram entre 10,0% e 65,0% das amostras, em
desacordo com os padr8es microbiolégicos determina-
dos pela legislagdo (NADER FILHO; ROSSI JUNIOR,
1989; NADER FILHO; SCHOKEN-ITURRINO, 1989;
CERQUEIRA etal., 1994; BELOTI et al, 1997; FAGUNDES
et al., 2001; RODRIGUES et al., 2001).

Beloti et al. (1999a), estudando a microbiota do leite
pasteurizado, encontraram uma alta freqiiéncia de
microrganismos tipicos de equipamentos de ordenha,
indicando com isto que parte destes microrganismos,
estao presentes devido a deficiéncias na higiene de
producéo do leite.

Buscando melhorar a qualidade do leite produzido
no Brasil, mudancas no setor lacteo estao sendo im-
plantadas, dando-se énfase a refrigeragdo do leite na
propriedade e ao transporte a granel.

A refrigeracao do leite tem como objetivo controlar a
multiplica¢&@o de aerdbios mesofilos. Estes microrganis-
mos, em sua maioria, fermentam a lactose produzindo
acido lactico, que causa acidificacéo do leite comprome-
tendo sua utilizacdo na industria (FONSECA; SANTOS,
2000). Segundo Bramley e McKinnon (1990), no leite
refrigerado em temperatura menor ou igual a 4°C, a multi-
plicac&o da microbiota total permaneceu controlada por
no minimo 24 horas, mantendo uma microbiota seme-
Ihante a do leite recém ordenhado.

No entanto, a refrigeracéo em torno de 4°C, permite
o crescimento de microrganismos psicrotroficos, que
multiplicam-se bem nessas temperaturas independen-
temente de sua temperatura 6tima de crescimento
(FONSECA; SANTOS, 2000). Smithwell e Kailasapathy
(1995) consideraram a contaminacgdo do leite por
microrganismos psicrotréficos, o ponto mais importan-
te na determinacdo da qualidade, ndo estando sua
freqUéncia diretamente relacionada as condi¢bes de
higiene na producédo (BRAMLEY; McKINNON, 1990).

Os psicrotréficos encontrados no leite sdo ambien-
tais, provenientes do solo, agua, vegetacao, teto/Ubere
e de equipamentos de ordenha higienizados inadequa-
damente (COUSIN, 1982; SOLER et al., 1995). Sao na
maioria microrganismos Gram negativos, sendo o género
Pseudomonas o mais freqiiente (STADHOUDERS, 1975;
COUSIN, 1982; BRAMLEY; McKINNON, 1990; MUIR,
1996; SORHAUNG; STEPANIAK, 1997). Microrganismos
psicrotréficos Gram positivos sdo encontrados em menor
frequéncia, como os géneros Micrococcus, Bacillus e
Arthrobacter (COUSIN, 1982; APHA, 1992). Bolores e
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leveduras também possuem géneros psicrotréficos que
podem comprometer a qualidade de derivados, princi-
palmente do creme e da manteiga (COUSIN, 1982;
FONSECA; SANTOS, 2001).

Conforme Bramley e McKinnon (1990), equipamen-
tos higienizados inadequadamente foram a principal
fonte de psicrotréficos Gram negativos, variando entre
10% e 50% da microbiota total inicial do leite cru.
Thomas e Thomas (1973), consideram que o leite produ-
zido em condicdes sanitarias inadequadas pode apre-
sentar uma freqiéncia de microrganismos psicrotréficos
superior a 75% da microbiota total. Segundo o Regula-
mento de Inspec¢édo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal (BRASIL-RIISPOA, 1980), o leite deve
apresentar no maximo 10% de microrganismos psicro-
tréficos, em relagdo a contagem total de aerdbios
mesofilos.

Diante das mudancas no setor lacteo nacional, e
visando avaliar a real qualidade do leite refrigerado,
estudamos a frequiéncia de microrganismos mesofilos
e psicrotroficos em diversas fases do processo de pro-
ducdo, determinando os principais pontos de incorpora-
¢ao destes microrganismos ao leite.

2 Material e Métodos
2.1 Caracteristicas e praticas das proprie-
dades

Este trabalho foi realizado no periodo de maio de
2000 ajunho de 2001, em cinco propriedades leiteiras,
sendo uma de leite tipo A, uma de leite tipo B e trés de
leite tipo C (C1,C2 e C3), todas na regido de Londrina,
norte do estado do Parana. Estas propriedades foram
selecionadas com o auxilio da Cooperativa Agropecuaria
de Londrina (CATIVA), de forma a representar as
caracteristicas de manejo, producéo e instalagées mais
freqUientes na producéo de leite da regido.

Na propriedade produtora de leite tipo A, o rebanho
bovino Holandés de 60 animais criados em sistema tie
stallproduzem, em média, 900L/dia em duas ordenha
diarias. O leite é ordenhado em circuito fechado, sofre
refrigeracao rapida em refrigerador de placas e em
seguida € armazenado em tanque de expansdo.
Pasteuriza-se o leite a cada dois dias.

A propriedade produtora de leite tipo B, com um
rebanho de 93 animais em producao, das racas Holandés
e Pardo Suico, criados em sistema free stall, produzem
em média 1.700L/dia em duas ordenhas realizadas em
sala com circuito fechado. O leite refrigerado em tanques
de expanséo é recolhido pela cooperativa diariamente
ou, a cada dois dias nos periodos de menor producéo.

As propriedades produtoras de leite tipo C (C1, C2
e C3) apresentam praticas distintas. Na propriedade
C1, o rebanho de aproximadamente 80 animais mesticos
mantidos a pasto, produzem em média 960 L/dia. A
ordenha mecénica é realizada duas vezes ao dia em
estabulo, com sistema “balde ao pé” e com a presenca
de bezerro. O leite refrigerado € recolhido a cada dois
dias.
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A propriedade C2, com um rebanho de 30 animais
mestigos criados a pasto, preduzem em média 500 L/
dia emduas ordenhas no estabulo, com sistema de "balde
ao pé&” sem a presenca de bezerros. Dos latdes, o leite
é fransportado para o tangue de expansdo de uma
propriedade proxima, onde é recolhido a cada dois dias.

Apropriedade C3 (microusina), com um rebanho de
145 animais mestigos criados a pasto, possui duas
linhas de ordenha. A maior parte da producéo, 900 L/

dia, & obtida com ordenha mecénica em circuito fecha-
do, em estabulo € com a presenga de bezerro. Uma
parte menor da produgdo, 240 L/dia, é obtida com
ordenha mecanica pelo sistema “balde ao p&”, sem a
presenca do bezerro. O leite & pasteurizado diariamente,

As demais caracteristicas de manejo e produgéo,
bem como, as praticas de higienizagéo de equipa-
mentos de ordenha e pasteurizag&o das propriedades
estudadas estdo nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Principais caracteristicas de manejo e de produgéo ocbservadas em cinco (5) propriedades de leite
(ipo A, B, C1, C2 e C3) daregiao de Londrina, Parana, no periodo de maio de 2000 a junho de 2001,

Caracteristicas das

Propriedades A B c1 c2 c3
1. Nimero de animais em
sredugdo 60 93 80 30 145
2. Raga dos animais Haolandés gglrzgdgjigo Mestigos Mesticos Mestigos
3. Tipo de criacao Tie stall Free stall A pasto A pasto A pasto
P ¢ p
4. Numero de erdenhas didrias 02 02 02 02 02
> rodugAe média diaria de g4 ) 1.700L 960 L 500 L "920 L/ **240 L
6. Tipo de ordenha Circuito fechado gé?g‘éﬁ; Balde ao pé Balde ao pé o
7. Presenga de bezerrc Nao N&o Sim Néo ﬁgg**
8. Lavagem dos tetos com agua . . . ‘ .
e secagem com papel toalha Sim Sim Sim Sim Sim
9. Prética do pré-dipping com Sim NEO Nio No Nao
solugBo clorada
; 10. Prética do pos- dipping Sol. clorada Sol. iodada N&o Sol. ledada Nao
|
! 11. Prética de higlenizacdo dos . -
? copos de teteiras durante a Esgglcho de ]srglerc:s]i?a?jz Nao N&o Nao
| ordenha 9 ’
12. Despreza os trés primeiros Sim Sim Nao Sim No
! jatos
! 13. Realizacdo do CMT Sim Sim Né&o Sim Néo
f 14. Refrigerador de placas . u - = -
;‘ antes do tanque de expanség Sim Nao N&o N&o Nao
! 15. Tanque de expanséo a4 C 4.000L
i em média 2.000L 4.000 L 2.000 L. {coletivo) 2.000L
16. Freqiiéncia do recolhimente Pastsuriza na Pasteuriza na
; do [eite propriedade 24hsou48hs 48 hs 48 hs propriedade
. 17. FreqUéncia da = . x . N . -
i pasteurizagso A cada 48 hs Nao pasteuriza N&o pasteuriza Né&o pasteuriza  Diaria

* Ordenha mecénica em circuite fechado, em estabulo e com a presenga de bezerro,

** Ordenha mecanica pelo sistema ‘oalde ao pé”, sem a presengs do bezerro.

2.2 Pontos de colheita

Foram amostrados 35 pontos na propriedade de leite
tipo A, 18 na propriedade de leite tipo B, e nas proprie-
dades C1, C2 e C3 foram analisados 16, 15 e 36 pontos,
respectivamente, tofalizando 390 amostras, conside-
rando-se frés repeticoes.

Realizou-se o California Mastitits Test (CMT) de todos
08 animais em produg&o nas propriedades. Selecionou-
se entdo, um numero de animais equivalentes a 10% do
rebanho em lactago (Tabela 1), sendo 50% positivos e
50% negativos no CMT. Destes animais realizou-se
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swabs de tetos sujos e higienizados. Cgletou-se também
os trés primeiros jatos de leite e, apds novo CMT,
colheu-se uma segunda amostra, representativa do leite
da cisterna do Gbere.

Dos equipamentos de ordenha e pasteurizagao
guando presentes, foram colhidas amostras de agua
residual e/ou realizados swabs dos seguintes pontos:

+ Swab de 3 conjuntos de teteiras antes da ordenha;

+ Swab dos mesmos copos de teteiras durante a
orderha;
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Tabela 2 - Principais caracteristicas das praticas de higienizagdo nos equipamentos de ordenha e pasteurizagéo

das cinco propriedades estudadas de leite tipo A, B, C (C1, C2 e C3) da regidoc de Londrina, PR, no periodo de

maio de 2000 a junho de 2001.

Caracteristicas das

Propriedades A B c1 c2 3
i Detergante T
1. Higlenizagao de latdes NE NE levemente Egltjcgzrrgente Sab&o em po
alcalino
2. Higienizagée de tanques de Manual com Circuito Detergentc Circuito = .
M levemente Sabdo em pd
expansioc detergante neutro fechado : fechado
alcalino
. Detergenie .
Ce . I Circuito Detergente . Detergente alcalino
3. Higienizacéo das teteiras Circuito fechado fechado alcalino clorado glggldn(;) clorado
4. Higienizacéo do circuito de  NaOH e acide nitrico NE NE NE NaOH e &cido
pasteurizacgio a1,5% nitrico a 1,5%
5. Higienizacdo da Manual com sab8o
clarificadora NE NE NE NE em po
B. Higienlzagdo do tanque de gﬂa;nual com Manu‘al com sab&o
estecagem de leite & ergen"te newiro NE NE NE em po.
asteurizado Circulagdo da sol. Passagem de sol.
P alcalina Alcalina & acida
Manual com =
Manual com sabéo
7. Higienizacfo do tanque de Sgtr?;%gigtle neutro NE NE NE em po.
equilibrio da empacotadeira 5. © o o0 o) Passagem de sol.
L ad - Alcalina e acida

NE: Nao existe este equipamento efou utensilio de ordenha na propriedade.

» Swab e/ou agua residual do baldo individual;

* Leite do baldo individual;

» Swab do baldo colstivo ou agua residual;

= |eiie da conexdo apds o baldo coletivo,

» Swabou agua residual de latdes;

» Leite de latdes;

« Swab da lateral do tanque de expanséo;

« Agua residual do fundo do tanque de expanséo;

+ Leite antes de cair no tangue de expansio e apos
10-12 horas de estocagem a 4°C;

» Swab da conexdo entre o tanque de expanséoe
a clarificadora;

+ Leite da conexfo entre o tanque de expansdo e a
clarificadora;

+ Swabh e leite da clarificadora;

» Swab ou agua residual do tanque de equilibrio do
pasteurizador;

« Leite do tanque de equilibrio do pasteurizador,

+ |eite {aquecido) da conexao da saida do pasteuri-
zador em diregéo ao retardador;

» Swab da conexio apos o retardador;

» Leite da conexdo apds o retardador e swab da
conexdo apos a saida do pasteurizador (leite
refrigerado) em diregdo ao estocador;

+ Leite da conexdo apds saida do pasteurizador
(leite refrigerado) em direcéo ao estocador;

« Swab ou agua residual do tanque estocador de
leite pasteurizado;

« Leite antes de cair e do interior do tanque estoca-
dor de leite pasteurizado;

« Agua efou swab do tanque de equilibrio da
empacotadeira;

+ Leite do tangue de equilibrio da empacotadeira;

»  Swab da embalagem apés a passagem pela uz
Ultra Violeta;

+ Swab da empacotadeira;
+ Leite empacotado;

+ Swab de mangueiras dos caminhdes tanques ao
final do recolhimento do Isite refrigerado.

2.3 Swabs

N&ao havendo na literaiura indica¢bes sobre a area a
ser amostrada em algumas situagbes, determinou-se
a delimitacio das areas de forma a fagilitar a realizagéo
dos swabs nos diferentes pontos avaliados. Nos tetos,
teteiras, mangueiras e tubulagdes utilizou-se uma area
de 3 cm?, compativel com o difimetro das tubulagtes e
equipamentos, e com o comprimento médio dos tetos.
Nos tanques e latdes utilizou-se a area de 25 cm?
indicada pela literatura (BRAMLEY; McKINNON, 1990).

Para delimitagéo das areas, utilizou-se moldes esté-
reis de plastico flexivel, desenvolvidos no Laboratério
de Inspegédo de Produtos de Origem Animal (LIPOA —
UEL). Os swabs foram realizados utilizando-se hastes
flexiveis estéreis com pontas de ryon e caldo Letheen
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para transporte, com a finalidade de neutralizar a acdo
de residuos de sanitizantes. O material coletado foi
transportado imediatamente em caixa térmica com gelo,
ao LIPOA, onde as analises foram realizadas. Os resul-
tados das amostras obtidas por swabs foram convertidos
em UFC/cm?,

2.4 Andlise microbiolégica

Para contagem de microrganismos aerébios meso-
filos em leite cru e 4gua residual dos pontos estudados,
utilizou-se placas de Petriflm™ AC, conforme orienta-
¢Oes do fabricante. Para o leite pasteurizado produzido
no Brasil, ndo é recomendada a utilizagao do Petriflm™
AC (BELOTI et al.,1999 a), utilizou-se entéo, o tradicional
plaqueamento em Agar Padr&o para Contagem (PCA),
incubando-se a 35°C/ 48 horas (BRASIL, MARA, 1991-2).

Para contagem de psicrotréficos utilizou-se a semea-
dura em superficie com alca de Drigalski em PCA,
incubando-se as amostras a 21°C/25 horas (OLIVERIA,
PARMELEE,1976; APHA, 1992).

2.5 Analises fisico-quimicas

Nas amostras de leite refrigerado a 4°C no tanque
de expansao das propriedades A, B, C1 e C3 e do leite
pasteurizado das propriedades produtoras de leite tipo
A e C(C3), determinou-se o grau de acidez, indice crios-
copico, densidade e porcentagem de gordura conforme
metodologia descrita no BRASIL — MARA (1981).

Para avaliar a eficiéncia do tratamento térmico, as
amostras de leite pasteurizado foram submetidas a pes-
quisa de fosfatase alcalina, utilizando-se método colori-
métrico através de kit comercial (Analisa Diagnoéstica,
Belo Horizonte, MG, Brasil), e peroxidase, conforme
metodologia descrita no BRASIL — MARA (1981).

2.6 Analise microbiolégica da agua das
propriedades

Foram colhidas amostras de agua utilizadas para
higienizagao dos animais, nas mangueiras dos estabulos
ou sala de ordenha. Colheu-se 100 mL de 4gua em
frasco &mbar estéril, acondicionados em caixa térmica
com gelo e transportados ao LIPOA-UEL. Pesquisou-se
a presenca de coliformes totais e fecais nas amostras
colhidas.

Utilizou-se para a analise inicial de todas as amos-
tras o Petrifilm™ HS (3M Co. St. Paul, MN, EUA), que
tem sensibilidade pra detectar 0,2 coliformes/mL (SOUZA
etal., 2001).

3 Resultados e Discussao

Os resultados das contagens de microrganismos
aerdbios mesdfilos e psicrotroficos, obtidos nos diversos
pontos amostrados nas propriedades séo apresentados
nas Tabelas 3 e 4.

Os tetos dos animais constituiram importante fonte
de contaminacéo quando considerou-se as contagens
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obtidas e o total de animais ordenhados. Na propriedade
C1 por exemplo, obteve-se contagens médias nos tetos
higienizados de 1,3 x 10* UFC de mesofilos/cm? e 1,0
x 10* UFC de psicrotréficos/cm?, tanto em animais com
CMT positivo como negativo (Tabela 04). Se considerar-
mos uma area média por teto de 50,8 cm? (FONSECA,;
SANTOS, 2000), obteremos contagens de aproximada-
mente 6,8 x 10° UFC de mesofilos/teto e 5,4 x 10° UFC
de psicrotréficos/teto, uma quantidade de microrganis-
mos relevante quando considera-se um rebanho inteiro.
Cousin (1982) relatou que em swabs de tetos de animais
apos a higienizag&o, encontrou-se um grande niimero
de microrganismos psicrotroficos. Bramley e McKinnon
(1990) encontraram em tetos higienizados de animais
a pasto nos Estados Unidos da América (EUA), valores
de mesofilos variando entre 3,1 x 10* UFClteto e 1,4 x
10° UFClteto, e contagens de psicrotroficos entre 2,5 x
10% UFClteto e 3,3 x 10® UFClteto, valores inferiores
aos encontrados neste trabalho. Esta maior carga
microbiana nos tetos, deve estar associada as condi¢cdes
dos piquetes que, na maioria das vezes, apresentam
grande quantidade de barro e pouco capim.

A propriedade de leite tipo A foi a que obteve uma
melhor eficiéncia na higienizagéo dos tetos, reduzindo
em 99,52% as contagens de aerébios mesofilos e em
99,03% as contagens de psicrotréficos (Tabela 3). Este
fato esta relacionado a adocao da pratica de pré-dipping
que, segundo Fonseca e Santos (2000), pode deter-
minar uma reducéo de até 80% na contagem bacteriana
total do leite, diminuindo também as contagens de
microrganismos psicrotréficos. Na propriedade B, as
reducbes nas contagens foram de 77,54% para
mesdfilos e 66,67% para psicrotréficos (Tabela 4). Nas
propriedades de leite tipo C, as contagens de mesofilos
apos a higienizacao, foram reduzidas em 78,57% e a
de psicrotroficos em 70,57% (Tabela 4). Apesar de
todas essas propriedades utilizarem apenas agua para
limpeza dos tetos, a reducao nas contagens foi menor
na propriedade de leite tipo B, podendo este fato estar
associado a uma carga contaminante inicial maior nos
tetos dos animais criados em sistema free stall, quando
comparada com animais criados a pasto. Bramley e
McKinnon (1990) relataram que nos EUA, as contagens
realizadas em tetos higienizados de animais a pasto
s80 menores que as de animais estabulados em cama
de areia.

Realizou-se um experimento paralelo na propriedade
C1(dados ndo demonstrados), com o objetivo de verificar
a porcentagem de microrganismos, em tetos higienizados
que se incorpora ao leite durante a ordenha. Comparou-
se as contagens de microrganismos dos tetos higieni-
zados antes e ao final da ordenha, observando-se uma
reduc&o nos valores médios de mesofilos e de psicrotré-
ficos de 86,0% e de 96,0%, respectivamente, indicando
com isto, que uma grande porcentagem de microrganis-
mos do teto é incorporada ao leite. Mahieu (1991) relatou
que a higienizacéo inadequada aumentou em 18 vezes
a contagem total do leite e em 3,6 vezes a contagem
de psicrotréficos. Além disso, as contagens obtidas a
partir de tetos sujos desses animais, foram menores
que as dos tetos higienizados inadequadamente.
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Tabela 3 — Enumeracéo de microrganismos aerdbios mesdfilos (CAM) e psicrotréficos (PS) em diversos pontos
da produgéo leiteira em uma propriedade de leite tipo A e outra de leite tipo C {microusina) na regifo de Londrina,
PR, no periodo de maio de 2000 a junho de 2001.

Propriedade de Leite Propriedade de Leite

Tipo A Tipo C3
“ Pontos Amostrados *CAM *pg *CAM *Pg
1. Swabs de TS 84.860 6.260 16.171 11.540
2. Swabs de TH 402 61 11.546 8.765
3. Trés primeiros jatos de leite 10.315 5198 375 43
4, Segunda amaostra de lgite 2722 37 525 555
5.8Swabs dos copos de teteiras no
infcio da ordenha 2423 533 4.016 2.851
6. Swabs dos copos de teteiras .
durante a ordenha 2.943 383 33.041 6.104
7. Swabs de Bl 892 <4 NE NE
8 . Leite de B 9.100 4.830 NE NE
9. Swabs de BC 408 200 NR NR
10. Agua residual de BC <100 60 90.000 30.000
11. Leite apés conexéo do BC 37.900 8.265 8.000 4.000
12. Agua residual de latbes NE NE 24.800.000  1.000.000
13. Leite de latdes NE NE 800.000 510.000
14. Swabs cia lateral de tanque de NR NR 81 88
expanséo
15. Agua residual do tangue de
expanséo 10.375.000  2.070.000 171.050.000 26.570.000
16. Leite antes de cair no tanque de
expansio {ordenha em circuito 70.000 13.000 232.500 135.750
fechado)
17. Leite refrigerado apés +/- 12 horas  1.990.000 2.800.000 1.880.000 5.305.000
18. Swab da clarificadora NE NE 923.333 2.097.222
19. Leite apos clarificagéo NE NE 692.000 1.163.333
20. Agua do TE do pasteurizador 41.400 24.500 100 <100
21. Leite do TE do pasteurizador NR NR 800.000 765.000
22. Swabs de conexdes apds Curva Curva 4.483 Curva Curva 2.366
) 32.600 138.333
pasteurizador Reta 1.483 Reta 383 Reta 183 Reta 33
23. Agua residual do estocador apds
pasteurizagéo <100 <10 260 0
24. LP antes de cair no estacador 1.300 10 1.890 <10
25, LP do interior do estocador 6.500 135 3.950 0
26. Agua do TE da empacotadeira 35.600 4.700 <10 0
27. Leite do TE da empacotadeira 9.165 1.660 2.945 0
28. Swabs de embalagens apés 0 0 0 0
passagem pela luz Ultra —Violeta
29. Leite Pasteurizado — pacote 7.420 350 728 12

TS= teto sujo; TH= tete higisnizado; TE = Tanque de equilibrio; Bl = haléo individual; BC = baldo coletive; LP= leite pasteurizado;
NR= analise néo realizada; NE= nfc existe este equipamento efou utensflio na propriedade *Os resultados referentes a swabs
equivalem a contagem de UFC/ocm? e os resultados referentes a dgua e laite equivalem a contagem de UFC/mL,

Em relagdo a contaminagdo inicial das teteiras, a
propriedade C1 mostrou uma menor contaminag3o
(Tabela 3). A pratica de ulilizar dgua aquecida a
aproximadamente 100°C para higienizagdo das teteiras,
resultou em menocres contagens iniciais de mesdfilos e
psicrotréficos quando comparada com as praticas das
demais propriedades (Tabela 2). As propriedades de
leite tipo A e C3 foram as que apresentaram uma maior
contaminacgdo inicial nos copos de teteiras (Tabela 3).
Estas contagens maiores podem estar associadas a
falhas na higienizag&o destes equipamentos, envolvendo
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2 :
concentragbes de sanitizantes ou témperaturas incor-
retas, e/ou atraso nas trocas das borrachas dos copos
das teteiras.

Quanto a contaminacdo das teteiras durante a
ordenha, pdde-se observar que nas propriedades C1,
C2 e C3, onde n&o se realizou nenhuma pratica de higie-
nizagédo entre os animais (Tabelas 1 e 2), a contami-
nagdo aumentou bastante, guando comparada com a
contaminagéo dos copos das teteiras nas propriedades
A e B (Tabelas 3 e 4), que utilizaram alguma préatica
higi&nica durante a ordenha. O aumento na contagem
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no perfodo de maio de 2000 a junho de 2001.

Tabela 4 — Enumeragéo de microrganismos aerdbios mesdfilos (CAM) e psicrotroficos (PS) em diversos pontos
da predugéo leiteira em uma propriedade de leite tipo B e duas de leite tipo C (C1 e C2) na regiéo de Londrina, PR,

Propriedade de Leite

Propriedade de Leite Propriedade de Leite

12 horas

Tipo B Tipo C1 Tipo C2
Pontos *CAM *pg *CAM *PS *CAM *PS
1. Swabs de TS 85.441 58.975 91.081 28.472 66.944 51.297
2. Swabs de TH 19.186 19.658 13.453 10.711 10.588 7.048
3. Trés primeiros jatos de leite 16.769 16.265 23.550 668 7.052 85.610
4. Segunda amostra de leite 2.149 2.396 10.050 257 843 11.986
5. Swabs dos copos de
teteiras antes inicio 166,5 66 11,6 8,3 733 566
ordenha '
6. Swabs dos copos de
tetsiras durante ordenha 143 33 210,000 198.399 6.960 5.000
| 7. Swabs de BI 9.996 3.100 NE NE NE NE
I 8. Swabs de tubulacio de
saida do BC 266 518 NE NE NE NE
9. Leite apds conexdo do BC 5.400 13.350 NE N& NE NE
10. Swabs dos latdes NE NE NR NR 108x10° 1,14 x 10°
11. Agua residual de latdes NE NE 78.000.000 920.000 NR NR
12. Leite de |atbes NE NE 178.500 23.600 7.600.000 3.860.000
13 Swab da lateral do tanque 36.880
ge expansio 04 600 16.460 NE NE
14. Agua residual do tanque
i de expansao 980.000 161.500 NR NR NE NE
¥ 15. Leite antes de calr no
tanque de expansio 3.900 1.150 178.500 23.800 7.600.000 3.860.000
16. Leite refrigerado apos +-- 194 000 581,500 820.000  4.982.000 NR NR

referentes a agua e leite equivalem a contagem de UFC/mL.

de psicrotroficos nos copos de teteiras nas propriedades
C1,C2 e C3, variou entre 2,2 e 24.023 vezes, e na
contagem de mesdfilos entre 8,2 e 18,103 vezes
(Tabelas 3 & 4). Na propriedade B, aimersao dos copos
de teteiras em solugdo clorada reduziu em 50% a
contagem de psicrotroficos, mostrando-se mais eficiente
que 0 enxagile dos copos com jatos de agua, pratica
realizada na propriedade A, onde a redugéo foi de 28%.
Ja para contagem de meséfilos, as praticas adotadas
nas duas propriedades apresentaram uma redugéo
media de 14% (Tabelas 3 e 4).

O fato dos microrganismos aderirem na superficie
das teteiras torna esses equipamentos pontos impor-
tantes na transmissdo de mastite. J4 para a qualidade
do leite, apenas a contaminagao inicial das teteiras tem
importancia, uma vez que a contaminagao que ocorre
durante a ordenha, & proveniente dos tetos, sendo estes
areal fonte de contaminag&o para o leite.

Quanto aos equipamentos de ordenha, 0s swabs
realizados nas conexées das tubulages, mostraram
que, nos pentos onde ha curvas, a quantidade de micror-
ganismos & bem maior (Tabela 3). Segundo Bramley e
McKinnon (1990}, nestes pontos ficam retidos residuos
de leite gue favorecem a multiplicagso bacteriana. Da
mesma forma, pontos como conexdes, fundos cegos
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de instalagbes, necessitam ser desmontadas em inter-
valos regulares para uma higienizacéio eficiente. A
propriedade C3, que possui uma grande extens&o de
tubulagéo (50 m) até o tanque de expanséo e varias
conexdes curvas, apresentou uma importante contami-
nag&o do leite associada a equipamentos e tubulagées
mal higienizados. Nesta propriedade, as contagens do
leite apos a conexao do baldo coletivo, foram de 8,0 x
10*UFC mesofilos/mL e 4,0 x 103 UFC psicrotroficos/
mL (Tabeia 3), e ao analisarmos amostras de leite antes
de cair no tanque de expansao, as contagens apresen-
taram um aumento de 2.906,% de mesofilos e 3.394,%
de psicrotroficos, deixando evidente a incorporacao de
microrganismos provenientes do equipamento. Desta
forma, grandes extenstes de tubu)aﬁﬁeé' e numero
elevado de conexdes curvas devem ser evitados no
planejamento das salas de ordenha e de pasteurizago,
devido a dificuldade de higienizag&o destes pontos. Para
Bramley e McKinnon (1990) seria necessaria uma
grande contaminag&o nos equipamentos para aumentar
a contagem bacteriana do leite. Em uma produggo de
1.000 L de leite, para se aumentar a contagem em 01
bactéria/mL é necessaria ainclusgo de 1,0 x 108 micror-
ganismos,

Na propriedade de leite tipo A, observou-se significa-
tivos aumentos nas contagens de mesofilos e psicrotro-
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ficos no leite colhido entre o bal&@o coletivo e apés o
refrigerador em placas. Comparando-se as contagens
do leite da conexdo apdés o baldo coletivo com as do
leite refrigerado antes de cair no tanque de expansao,
obteve-se um aumento de 185% na contagem de
mesofilos e de 157,3% na contagem de psicrotroficos
(Tabela 3). O leite, neste segmento, entra em contato
apenas com uma curta extenséo de tubulacdo e com o
refrigerador de placas, sendo este Ultimo o provavel ponto
de contaminacéo do leite.

Uma das principais fontes de microrganismos
mesofilos e psicrotréficos no processo de produgao do
leite foi a Agua residual dos equipamentos. Os tanques
de expanséo e os latdes foram os principais pontos de
contaminacao, tanto pelas altas contagens, como pelo
volume de agua residual. Nos tanques de expansao, a
agua residual apresentou contagens de até 1,7 x 108
UFC mesofilos/mL e 2,6 x 107 psicrotroficos/ mL e nos
latdes de 7,8 x 10" mesofilos/mL e 9,2 x 10° psicrotro-
ficos/mL (Tabelas 3 e 4). Segundo Bramley e McKinnon
(1990), pelo menos 10% do total de bactérias do leite
sdo provenientes da agua residual dos equipamentos.

Os latdes foram os principais pontos de contamina-
¢ao nas propriedades que utilizam ordenha balde ao pé
(Tabelas 1 a 4). Considerando as contagens médias da
aguaresidual dos latbes das propriedades estudadas,
e um volume em torno de 80 mL de 4gua em cada latdo,
teremos uma contaminacao de 4,11 x 10° UFC de
mesdfilos/latéo e 7,68 x 107 UFC de psicrotroficos/latdo
utilizado. Assim, a agua residual de cada latdo contri-
buiu com uma contaminacgéo de 1,6 x10* UFC mesdfilos/
mL e de 3,0 x 10® UFC psicrotroficos/mL. Quanto a
contaminacao da superficie dos latdes, os swabs rea-
lizados na lateral dos latGes da propriedade C2, mostra-
ram contagens de 10,8 X 108 UFC mesofilos/cm?e 1,14
x 108 UFC de psicrotroficos/cm? (Tabela 4). Desta forma,
se considerarmos a area total do latéo, teremos uma
contaminacgédo de 81 X 10* UFC de mesdfilos/latéo e
8,6 X 10° UFC de psicrotréficos/ latao.

Quanto aos tanques de expansao, as contagens de
mesofilos da adgua residual foram altas nas proprie-
dades onde a higienizacao é manual (A e C3) (Tabela
3) e menores na propriedade B onde a higienizacao é
automatizada (Tabela 4). Nestas trés propriedades,
encontrou-se na agua residual uma frequéncia média
de 17% de psicrotroficos, em relagcao a contagem de
mesofilos, o que ndo exclui os tanques de expansao
como fonte de psicrotréficos, uma vez que as contagens
encontradas foram bastante altas. Na propriedade C1,
onde ndo havia volume de agua residual suficiente para
colheita de amostras, os swabs da lateral deste equipa-
mento mostraram elevadas contagens de mesofilos,
gquando comparadas com 0s swabs realizados nos
outros tanques de expansao (Tabela 4). A freqiiéncia
de psicrotréficos neste equipamento foi de 44,63% em
relacédo a contagem de mesdfilos, valores maiores que
0s encontrados na agua residual. Esta alta contamina-
¢éo do tanque de expanséo da propriedade C1, pode
ser atribuida ao fato de a higienizagdo com sanitizante
e esponja ser realizada apenas a cada quinze dias
(Tabela 2).
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Os baldes individuais e coletivos, nao foram grandes
fontes de microrganismos mesoéfilos ou psicrotroficos
exceto na propriedade C3 (microusina), onde encontrou-
se um volume maior de agua residual e maiores
contagens no baléo coletivo (Tabela 4).

A 4gua residual dos equipamentos da sala de pas-
teurizacdo da propriedade de leite tipo A, também foi
fonte de microrganismos mesofilos e psicrotréficos, inclu-
sive para o leite pasteurizado (Tabela 3). Na propriedade
C3, as contagens obtidas nos equipamentos foram
menores do que na propriedade produtora de leite tipo
A (Tabela 3), no entanto, a clarificadora mostrou-se
como um ponto importante de contaminacgéo, apresen-
tando contagens de mesoéfilos de 9,2 x 105 UFC/cm? e
uma frequéncia de 227% de psicrotréficos em relacéo
a contagem de mesofilos (Tabela 3).

Analisando-se as duas propriedades que pasteurizam
leite (Tabela 1), observou-se duas situagdes distintas.
A propriedade de leite tipo A, apesar de contar com
sala de ordenha, utilizar algumas boas préaticas como
0 pré- dipping e ter todo o leite canalizado (Tabelas 1 e
2), obteve um produto final pasteurizado com contagens
médias de 7,4 x 10° UFC mesdfilos/ml e 3,5 x 102 UFC
psicrotroficos/ml de leite, superiores as encontradas
na microusina de leite tipo C (C3), onde as contagens
de mesofilos e psicrotroficos foram em média 728 UFC/
ml e 12 UFC/mL, respectivamente (Tabela 3). Em ambas
as propriedades as pesquisas de fosfatase e peroxidase
revelaram resultados negativos e positivos respectiva-
mente, indicando um processo de pasteuriza¢cdo nos
parémetros corretos de tempo e temperatura. No entanto,
na propriedade de leite tipo A, a eficiéncia na pasteuriza-
¢ao foi menor, em torno de 95%, apresentando também
uma maior recontaminacdo poés-pasteurizacao por
equipamentos higienizados inadequadamente. A partir
deste trabalho, com a deteccao dos pontos de contami-
nagéao, os problemas foram resolvidos e as contagens
retomaram aos padrées legais.

Os resultados das analises fisico-quimicas das
amostras de leite pasteurizado estavam dentro dos
padrdes determinados pela legislacéo.

As amostras de 4gua das propriedades A, Be C1,
provenientes dos pontos de utilizacéo na sala de ordenha,
ndo apresentaram contagem de coliformes, sendo
préprias para utilizagdo na higienizacdo dos tetos,
equipamentos e utensilios. Na propriedade C3, a agua
néo clorada utilizada na higienizacdo dos animais e de
utensilios de ordenha apresentou contagens médias de
370 coliformes totais/100 mL. Na propriedade C2, que
também ndo utiliza a cloragédo, a agua apresentou
contagens médias de 820 coliformes totais/100 mL.
Nestas duas propriedades, a &gua mostrou ser fonte
de contaminacao de tetos, de utensilios de ordenha e
consequentemente do leite produzido. Segundo Thomas
(1966), a 4gua contaminada com microrganismos psi-
crotroficos, utilizada na higieniza¢&o de utensilios e equi-
pamentos de ordenha, pode ser a principal responsavel
pelo comprometimento da qualidade do leite refrigerado.

Para determinar a importancia das mangueiras de
coleta de leite a granel como fonte de microrganismos,
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selecionou-se aleatoriamente quatro {(4) caminhdes
tanques responsaveis pelo recolhimento de leite
refrigerado. Assim que os caminhdes tanque chegaram
aindustria, foram realizados os swabs das mangueiras
& 0s resultados mostraram contagens médias de 2,2 x
107 UFC de meséfilos/ cm?e 1,8 x 107 UFC de psicrotro-
ficos/cm? de mangueira (Tabela 5). Estes resultados
demonstraram que estas mangueiras, quando nao
higienizadas adequadamente, tornam-se importante
fonte de contaminag&o para o leite refrigerado.

O leite de todas as propriedades, apos 12 horas de
refrigeragdo, apresentou aumentos nas contagens de
psicrotréficos que variaram entre 39 vezes, na proprie-
dade C3, e 505 vezes na propriedade de leite tipo B.
Esta variagéo deve-se, provavelmente, & diferengas na
composigdo da microbiota psicrotréfica, com maior ou
menor velocidade de multiplicac8o a 4°C. Griffiths et al.
(1988) compararam amostras de leite cru com contami-
nacdes iniciais de psicrotroficos médias de 1,6 10¢ UFC/
mL, mantidas em temperaturas de refrigeracdo de 2°C
e 6°C. As amostras de leite estocadas por 48 horas a
2°C atingiram contagens médias de 3,5 X 10* UFC/mL
e as amostras estocadas a 6°C apresentaram conta-
gens medias de 3,0 X 10° UFC/m, inferiores as obtidas
neste estudo apds uma média de 12 horas de refrige-
ragéio a 4°C (Tabelas 3 e 4). Villar et a/.(1996), ao
analisarem amostras de leite refrigerado entre 24 ¢ 48
horas no norte da Espanha, encontraram contagens
médias de psicrotroficos de 4,35 log, , UFC/mL, enquanto
neste trabalho, transformando-se os dados paralog,,,
as contagens foram maiores, variando entre 5,76 e 6,72
log,, UFC/mL de leite. Ja Poffé e Mertens (1988) encon-
traram na Bélgica, contagens médias de psicrotréficos
em leite refrigerado apos 48 horas de 5,46 log,, UFC/
mL e Soler et al. (1995) na Espanha, contagens de
5,55 log,, UFC/mL, valores estes mais proximos aos
apresentados neste frabalho.

Em nosso estudo, os psicrotroficos atingiram conta-
gens entre 5 X 105 UFC/mL e 5,3 X 10 UFC/mL em
apenas 12 horas de refrigeracio em média, e segundo
Punch et al. (1965), contagens de psicrotréficos superio-
res a 5 X 10° UFC/ml s&o suficientes para promover
alteracBes organclépticas sensiveis no leite. Para
Mahieu (1991}, contagens de microrganismos psicrotrd-
ficos a partir de 108 UFC/mL, ja permitem modificagtes
de sabor, odor e consisténcia em leite e derivados.

A freqliéncia de psicrotroficos em relagéo a de
aerdbios mesdfilos encontrada por diversos autores é
variavel. Poffé & Mertens (1988) estudando amostras
de leite refrigerado na Bélgica, encontraram 30,4% de
psicrotroficos em relag8o a contagem total de mesdfilos,
Villar et af. (1996) e Soler et al. (1995) encontraram na
Espanha, 89,11% e 85,12%, respectivamente, e Mahari
e Gashe (1990) na Etidpia, 98,1%. No presente estudo,
o leite refrigerado apresentou, em todas as propriedades
estudadas, uma freqUéncia de psicrotréficos superior a
100%, em relag@o a contagem de mesdfilos. Essas
freqiiéncias variaram entre 140,7%, na propriedade de
leite tipo A, e 443,89% na propriedade de leite tipo B.
Assim, associando-se altas contagens iniciais a capaci-
dade destes microrganismos de crescimento e multiplica-
¢ao em temperaturas baixas, em pouco tempo a conta-
gem de psicrotroficos pode ultrapassar a de mesofilos.

4 Conclusdes

Nas propriedades avaliadas, os latdes, tanques de
expanséo, tetos mal higienizados e agua residual dos
equipamentos e utensilios de ordenha e pasteurizagéo
foram os principais pontos de contaminag&o do leite na
cadeia de producggo. As mangueiras analisadas também
mostraram-se importante fonte de microrganismos para
o leite final refrigerado. Quando sio utilizados latdes
na ordenha, este & o principal ponto de contaminagéo
do leite e quando o sistema de ordenha & em circuito
fechado, os tanques de expans&o assumem este posto.

Os principais pontos de inclusdo de psicrotroficos
s80 a &gua residual dos latées, a superficie dos latdes,
tanques de expanséo e os tetos higienizados inadequa-
damente. Na linha de beneficiamento, a clarificadora é
o principal ponto de contaminagio.

A refrigeragéo do leite a 4°C tem maior eficiéncia
quanto menor for a contaminagéo do leite por psicro-
tréficos, uma vez que esta temperatura ndo & capaz de
controlar o crescimento deste microrganismos.

Em todas as propriedades, exceto na produtora de
leite tipo B, a quantidade de psicrotréficos incorporada
ao leite durante a produgéo é suficiente para compro-
mater sua qualidade.

A contaminagdo do leite por mesdfilos e psicrotré-
ficos ndo depende do sistema de produgéo ou tipo de

Tabela 5 — FreqUéncia de microrganismos aerdbios mesdfilos (CAM) e psicrotréficos (PS) e mangueiras de
guatro (4) caminh&es utilizados na cotheita de leite a granel na regido de Londrina, PR, no periodo de maio de

2000 a junho de 2001.
Amostras CAM (UFClcnt) PS (UFC/cm?)
Caminhao 01 28.500.000 12.000.000
Caminhao 02 12.333.333 4.533.333
Caminhao 03 29.500.000 39.000.000
Caminhao 04 20.166.666 17.000.000
Média 22.624.999 18.133.333
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ordenha utilizado nas propriedades, mas sim, das boas
praticas aplicadas em todo o processo de producao
leiteira.

Os microrganismos indicadores ideais para avalia-
¢ao da qualidade microbioldgica de leite refrigerado séo
os psicrotréficos. A utilizacdo da contagem de mesofilos
guando ndo hé& boas préticaimplantadas, pode subestimar
0 numero real de microrganismos presentes no leite.
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