CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DO LEITE TIPO A
“IN NATURA” E PASTEURIZADO EM DIFERENTES PONTOS DO FLUXOGRAMA
DE BENEFICIAMENTO

AMTONIC MADER FILHCY
LUIEZ AUGUSTO DO AMARAL'
DANIELA BEATRIZ LEQZ SCHOCKEN®
ALESSANDRA RICARDO DIMEMSTEIM®

MADER FILHO, A, AMARAL, LA, SCHOCKEN, D.BL..DIMENSTEIN, A.R. Caracteristicas microbicldgicas do
leite tipo a “In natura™ e pasteurizado em diferentes pontos do fluxograma de beneficamento. Seming: Ci. Agr.,
Londrina, v.19, n.1, p.21-25, mar. 1998,

RESUMO: Foram submetidas as contagens de microrganismos mesoiiios e as pesguisas de coliformes folais,
coliformes fecais e de Staphylococcus aureus, 120 amostras de loite oru e pasteurizado, colbidas em diferentes
pontos do fluxograma de beneficiarmento de uma mini-usina de beneficiamento de leite tipo A. Apesar des todas
as amosiras analisadas mostrarem-se negativas anle a pesquisa de S adreus, os resultados obtidos evidenciararn
gue 18 (75,0% ) amostras de leite colhidas no fangue de lefte cru, assim cormo 6 (25,0%), 8(33,3%) e 11 {45.8%)
armostras de laite pastourzado colfndas no tanque de estocagem de laife pasteunzado, tangus de equilibrio e

sarlda da m&dquina de envase, respecitivaments, apresentaram-se fora dos padrdas microbioldgicos legais.

PALAVRAS-CHAVE: Loite, loile tipo A, rmini-usinag de beneficiameanto de laife.

1. INTRODUCAO

Apesar do crescente interesse pela producio de
leite pasteurizadeo "tipo A” verificado nos Ultimos anos
ST AOSS0 Meio, pouquissimas sio as informacdes
disponiveis sobre a gualidade microbiologica do produtc
distribuide ac consumao. Silveira et al. (1988) e MNader
Filho et al. {(1990), investigando as caracteristicas
microbioldgicas do leite tipo A comercializado nas
cidades de 580 Paulo/SP & de Ribeirfo Preto/SFE,
varificaram que 84 7% ¢ 40,8% das amostras
analizadas, respectivamente, apresentaram-se fora dos
padries estabelecidos pelo Ministéerio da Saldde.

A ocorréncia de falhas no processo de
beneficiarnento (Borges et al., 1978; Nascimento, 1982,
Mader Filho et al., 198%9a,b), aliadas as =levadas
temperaturas de conservacio do produto No comarcio
varegjista [Borges etal. 1978; Nascimento, 1982; Cliveira
& Borges, 1983), sao fatores que podern contribuir
significativarnente para a comercializac&o dos diferantas
tipos de leite pasteurizade com caracteristicas
microbiclogicas fora dos padries legais (Rossi Junior
et al., 1982; Nader Filho et al., 1987).

Tendo am vista 0 exposto e considerancdo a auséncia
de informactes sobre a qualidade do leite pasteurizado
fipo A a nivel de mini-usina de beneficiamento, idealizou-
se o presenta trabalho com a finalidade de conhecer
as caracteristicas microbiologicas do produto “in

nafura’ e pasteurizado em diferentes pontos do
fluxcgrama, além de comparar 05 resultados obtidaos
com o= padroes estabelecidos pele Ministério da
Agricultura e de detectar os proviveis pontos criticas
de contaminagao deste tipo de leite,

2. MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de julho da 1996 2 maio de 1297,
foram colhidas 24 amostras de leite cru e 26 de |leite
pasteurizado, em diferentes pontos do fluxograma de
urna mini-usina de baneficiamento de leite tipo A, com
fiscalizacao do Servigo de Inspecic da Secretaria de
Agricultura do Estado de Sao Paulo {SISF).

Obtencao das amostras de leite

Amostras de 250 ml de leite foram colhidas na
tangue de estocagem de leite cru, saida da secio de
resfriamento do pasteurizador, tanque de estocagem
de laite pasteurizado, tangue de aquilibric da maguina
envase 2 1000 ml {embalagem plastica comercial) na
saida do envase, de acordo com as normas de assepsia
propostas por Veisseyre (1972). As amastras foram
transportadas e mantidas sob refrigeracao ate o
momento das analises laboratoniais.
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Contagens de microrganismos mesofilos

Para a execucio desta prova, apos a homogensizacao
das amostras de leite, preparavam-se diluictes de 10!
ate 10, empregando-se come diluente solugio de
peptona a 0,1%. Em seguida, 1,0 mi de cada diluicéo
gra colocado em placas de Petri esterilizadas. em
duplicatas, veriendo-se, a seguir, cerca de 15 ml de
agar padrio, previaments fundido ¢ resfriado a 43/459C,

Apos a homogeneizagao e solidificaciio do agarem
temperatura ambiente, as placas foramincubadas a 32°C
por 48 horas, guando efetuavam-se as conta gens das
colinias, A meadia antmetica do numero de coldnias
contadas nas placas contendo entre 30 & 300 coldnias,
era multiplicada pelo fator de diluigéo correspondente e
o resultado obtido expressava o ndmero de unidades
formadoras de coldnias por mililitro de leite (APHA, 1976),

Pesquisa de coliformes totais

Forarm inoculadoes 1,0 ml, @1 ml e 0,001 ml da
amostra de leite em tubos de ensaic contendo caldo
lactese bile verde brilhante a 2% ¢ tubos de Durhan
imvertidos, emn riplicatas. Apos a incubacio a 37°C
por 24448 horas, foram consideradas positivas paraa
pesquisa de coliformes totais, as amostras gue
apresentavam produgao de gas. Atraves da utilizagao
da tabela de Hoskins, quantificava-se a presenga de
califormeas totais cujo resultado era expressao em MNWMP
por mililitra de leite {APHA,1976; MINISTERIC DA
AGRICULTURA, 1851).

Pesquisa de coliformes fecais

A pesguisa de coliformes fecais foi efetuada a partir
de cada um dos tubos de ensaio contendo caldo lactose
bile verde brilhante gue apresentasse positividade ante
a pesquisa de coliformes 1o1ais. Assim, transferia-se
uma alcada da cultura para tubos de ensaio
correspondantes contedo 10 mil de caldo EC ¢ tubos
de Durhan invertidos, Apds & incubacao em banho maris
a 44 5°C por 24 horas foram consideradas positivas
para codiformes fecais as amostras que apresantavam
turvagde do meio ¢ producido de gas, Atraves da
ulilizacao da tabela do Mamero Mais Provavel (MMPY,
quantificava-se a presenga de coliformes fecais, cujo
resultado era expresso em NMP por mililitro de leite
[AFPHA, 1976 MINISTERIC DA AGRICULTURA, 1981).

Pesquisa de Staphylococous aureus

Depositava-ze na superficie do agar Baird-FParker
am placas, 0,1 ml das amostiras de [eite a serem
analisadas. A seguir, o incculo era espalhadeo por toda
a superficie do meio, atraves da utilizacao de basties
de vidro em "L esterilizado. Apds a incubacio a 370G
par 24/48 horas, foram contadas as coldnias negras,
brilhantes, com zona de precipitagio ao redor,
circundadas ou nao por halo clars, O nomero de colénias
contado fol multiplicado por 10, a fim de se obter o ndmero
presuntive da 5. gureus por mililitro de leite,

Em seguida 3 a 5 coldnias eram submetidas a
verificacao microscopica em esfregacos corados pelo
metodo de Gram. As colbnias gque revelassem a
presenga de cocos Gram positivos, agnipados em forma
de cachos, foram isoladas e semeadas em tubos de
ensaio contendo caldo de infusdo de cérebro e coracao
(BHI) & incubadas a 37%C por 24 horas. Apos este
periodo, realizava-se a identificagio bioguimica através
das provas de coagulase, termonuclease, producac de
catalase, acetoina e a utilizagao em aerobiose e
anaerohiose da mallose ¢ trealose, sequndo as
tecnicas descritas por MAC FADIM (1978).

Em fungao dos resultados obtidos nestas provas,
procedia-se aidentificagao dos Staphvlococcus aureus
de acordo com Carter & Cole Junior {1890). Apds esta
identificagao bioguimica, o resultado da contagem
presuntiva era confirmado ou carrigido.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra a distribuicio das contagens de
rmicrorganismos mescfilos viaveis em amostras de leite
tipo A Vin naturad” e pasteurizado,. Observa-se que tanto
a media arntmetica (27.065 ufc/ml) comao a madia
geomeaelrica (17.803 ufc/ml) das contagens de
microrganismos mesofilos das amostras de leite “in
natura", apresentaram valores acima do limite maxima
(10.000 ufe/ml) permitidao pelo padraoc legal
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 1991). Das 24
amostras de leite "in natura” analisadas, 18 (75,0%:)
apresentaram conlagens de microrganismos mesofilos
acima do referido padrao.

Os dados da Tabela 1 revelam contagens de
microrganismos measofilos das amostras de |eite
pasteurizado com valores crescentes das medias
aritmética e geométrica desde a saida do pasteurizador
(168 ufc/ml e 25 ufc/ml, respectiva meante) até a saida
do envase (814 ufc/ml e 316 ufc/ml, respectivamente).

A Tabela 2 mostra a distribuigae das armostras de
leite pasteurizado do tipo A fora dos padrboes
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, segundo
as contagens de microrganismos measdiilos, pesquisas
de coliformes totais, celiformes fecais e de
Staphyiococcus aureus. Observa-se que todas as 24
amostras de |leite pasteurizado colhidas na saida do
pasteurizador apresentaram-se dentro dos referidos
padrbes legais. Todavia, entre as amostras colhidas
no langue de estocagem, verificou-se a ocorréncia de
G (25,0%:), 6 (25,0%) e de 4 (186 7)) amaostras fora dos
padrbes estabelecides para as contagens de
microrganismos mesdfilos e para as pesguisas de
coliformes fotais e de coliformes fecais, respectivamenta.

s dados da Tabela 2 revelam 6 (25.0%), 8 (33,3%)
e 5 (20,58%) amostras colhidas no tangue de equilibrio
e 8 (33,3%), 11 (45 83¢) e 4 {16,7%:) amostras obtidas
na saida do envase, fora dos padrbes legais
estabelecidos para as contagens de microrganismos
mesofilos e para as pesguisas de coliformes totais e
de coliformes facais, respectivamente, A pesquisa de
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5. aureus mostrou-se negativa em todas as amostras
de leite pasteurizadc analisadas,

4. DISCUSSAO E CONCLUSGOES

A Tabela 1 revela a ocorréncia de 18 {75,09%)
amostras de leite tipo " natura”, cujas contagens de
microrganismas mesofilos aerdbhios ou facultativos
viaveis, situaram-se acima do limite permitide pelo
Ministério da Agricultura. Este achado talvez posssa
ser atribuido 4s falhas ou descuidos ocorridos na
aplicacac das madidas higiénicas durante o processo
de obiengiao do leile.

As 24 (100,0%) amostras de leite tipo A
pasteurizado, colhidas na saida da segao de
resfriamento do pasteurizador, apresentaram-sa com
contagens de microrganismos mesdfiles dentre dos
refaricdos padrdes legais, sendo este achado justificado
pela eficiéncia do pasteurizador utilizado pela mini-
usina objeto desta investigagao.

A analise dos dados da Tabela 7 evidencia, iambam,
que as contagens de microrganismos mesdfilos das
amostras de leite pasteurizado, apresentaram valores
crescentes desde & saida da secio de resfriamento
do pasteurizador até a saida da maguina de envase,
Obhservacies somelhantes foram realizada por Mader
Filnc (1987) ao analisar amaostras de leite pasteurizado
ipo B, colhidas em uma usina de benaficiamento do
Estado de S&c Paulo, O referido autor atribuiu este
fato & provavel ccorréncia de falhas do processo de
higienizagao das tubulagbes e dos equipamentos qua
entram em contato direfo com o leite pasteurizado

Apesarde ter sido verificada a cocorréncia de valores
crescentaes das contagens de microrganismos
mesofiles entre as ameostras de leite pasteurizado
colhidas desde a saida da segio de resfriamento do
pasteurizador até a salda do envase, a andlise dos
dados inseridos na Tabela 1 revela, ainda, que as
maiores varaghes das medias antmetica e geometrica
das referidas contagens foram constatadas entre a saida
da secao de resfriamento do pasteurizador e o tangue
de estocagem. Este achado parcce caracterizar a
existéncia de um ponto critico de contaminagao desle
produto nesta etapa do fluxograma de beneficiamento
da mini-usina objeto desta investigacao.

A analise dos dados constantes da Tabela 2 revela
a ccorréncia de 11 (45,8%) amostras fora dos padrées
legais estabelecidos para as contagens de
microrganismos mesofilos, coliformes totais efou
coliformes fecais. Este achado aliado a auséncia de
amostras fora dos referidos padrbes na saida da secéo
de resiriamento do pasteurizador, sugere a possibilidade
da ccorréncia de contaminagio do produto entre a saida
da pasteurizador e a saida da maqguina de envasc,
Observagbes semelhantes foram realizadas por Nader
Filho (1987} ac analisar amostras de leite pasteurizado
tipo B, colhidas ermn uma usina de beneficiamento do
Estado de Sa8o0 Paulo. O referide autor atribuiu este
fzto a provavel ocorréncia de falhas de higienizacao
das tubulacdes ¢ equipamentos gue entram am contato
direto com o leite pasteurizado.

A Tabela 2 mestra, tambam, a ccorréncia de um
numero crescente de amostras fora dos padrées legais
frente as coentagens de microrganismos meadfilos 2
pesqguisas de coliformes totais e fecais, desde o tanque
de estocagem zaté a saida da maquina de envase.
Todavia, a analise dos dados inseridos nesta Tabela,
revela gue entre &8s 11 (45,8%) amostras de leite
pasteurizado tipo A fora dos referidos padrdes, B
[25.0%) destas ja haviam sido contaminadas no tangue
de estocagem. Depreendea-se, partanio, gue mais da
metade do ndmere total de amestras fora dos referidos
padries legais, foram contaminadas entre a saida da
segao de resfriamento do pasteurizador e o tangue de
eslecagem. Este achade parece ratificar a afirmacan
inserda na analise da Tabela 1, no sentido de caracterizar
a existéneia de um ponto critico de contaminacao dao
produto nesta etapa do fluxograma de beneficiamento
da mini-usina objeto desta investigacao.

Apesar de ter sido verificada a auséncia de
isclamento de cepas de S aursus em todas as
amastras de leite pasteurizado analisadas, os
resultados obtidoes no presente trabalho constituems-
se em motive de preccupacio, uma vez gue a
aUorréncia de amostras fora dos padries legais na
propria mini-usina objeto desta investigagao, alémde
ovidenciar a existéncia de falhas no processo de
beneficiameanto, revels, também, que antes mesmo da
distribuicio e comercializacino, este produlo ja
apresenta uma qualidade microbiologica inferior &
estabelecida para a sua especificacan.
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Tabela 1. Contagens de microrganismos mesdfilos vidveis em amostras de leite tipo a “in naturs” e pasteurizado
cothidas em varos pontos do fluxegrama de uma usina de benaficiamento™™,

Leite cru Leite pasteurizado (pontos da fluxograma)
Amosiras Saida do Tanque de Saida de Tanque de Tangue de
L envase  estocagem pasteurizador  estocagem equilibrio
01 27.000° 100 200 1040 To0°
0z 5.500 400 430 R E 240
03 3.BE0 100 3175 3.4507 22757
et 10,8807 200 25" GO0 400
05 &.450 400 4.500° 5.250" 55007
(1] 202500 300 400 1.150% 21500
o7 29.750" 100 300 450 1.750"
s 183.500" 475 1.000° “a0* Tt
o9 25.500° 100 s00 300 300
10 25000 50} &0 260 260
11 5.275 5 40 85 il
12 4,390 20 g5 50 120
13 13.7¥75* 100 200 300 B0a*
14 13175 50 i 200 1000
15 55, 200" 50 250 250 100
15 28.675° 50 a0 50 150
17 20.000* a0 150 200 250
18 33.850° a0 Go0° el 300
19 28,8257 500 5 100 2.0507
20 13.675" 5 S0 50 50
21 15,6507 150 100 50 &0
22 40,800° 100 300 100 a0
23 8.650 200 100 108 150
24 16,7507 00 H00 1040 150
» Aritmetica 27.065 169 G611 532 &14
x Geométrica 17803 o953 218 24z 316

(™™ Resultados am wfc/ml da amostra

Tabela 2. Amostras de leite pasteurizado do tipo A, fora dos padres do ministério da agricultura, colhidas em
alguns pontoes do fluxograma, segundo as pesquisas de Staphylococous aureus, coliformes totais e de
coliformes fecais, 1996/97.

Amostras fora dos padroes do Ministério da Agricultura

= Saida do Tangque de Tangue de Saida do
ontos ; % 2
_pasteurizador estocagem equilibria envases

+ Microg/s T %o n- 2, e %% %
Microrgls. mesafilos - - & 25,0 B 25,0 g 232
Coliformes totais 5 = & 25,0 8 33.3 11 458
Coliformes fecais - - 4 16,7 5 20,8 b 16,7
8. aureus - < = 5 :
Total - - 13 25,0 & 33,3 11 45,8
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MADER FILHO, A, AMARAL, LA, SCHOCKERN, D.B L., DIMENSTEIN, A R. Microbiological characteristics
of type A “in natura”and pasteurized milk in different points of the processing fluxogram. Seamina: G Agr.,

Londrina, »+. 12, n.1, p.27-25, mar. 1995,

ABSTRACT: COne hundred twenty samples of raw and pasteurized milk collected from differant points of a
processing luxogram in a tvpe A miini processing milk plant, were subrmitted to the countings of maesophylic
rmicroorganisms and fo the survey of fotal coliformes, fecal coliforms and Staphylococous aureus. In spite of
all analized samples showing lo be negative in relation fo the sunvey of 5. aureus, the obtained resulfs showed
that 18 (75,0% ) milk samples collected from the raw milkc fank, as well a5 6 {25,0%), 8 (33.3%) and 17 {(45,8%)
pasteunzed milk samples collected from the storage tank, balance tank and oufflow of the boftealing machine,
respectively. presented (o be out of the legal microbiological standards.

KEY WORDS: Mk, type A miflk, rmilk mini-processing plant,
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