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Artigo Técnico

CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA DA QUALIDADE DO
LEITE COLETADO EM TANQUES DE EXPANSAO

Characterization of microbiological quality of milk collected in expansion tank
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RESUMO

Para avaliagdo das condigdes microbioldgicas do leite cru de 24 propriedades leiteiras
localizadas na regido oeste do Parana realizaram-se trés coletas para analise de micro-
organismos aerobios mesofilos, coliformes totais e coliformes termotolerantes. Foram
coletadas amostras da agua de dessedenta¢do dos animais para verificagdo de micro-
organismos indicadores de qualidade sanitaria (coliformes totais e termotolerantes). Para
as analises de micro-organismos mesofilos 83,33% das amostras atendem o requisito para
contagem padrdo da Instrugdo Normativa n® 62. Para coliformes totais, verificou-se que
46,87% das amostras apresentam valores acima do recomendado. Para coliformes
termotolerantes, verificou-se 31,25% de contaminagdo nas amostras. Quanto as amostras
de agua, todas estavam de acordo com a resolugdo do Conama (2005), porém a presenga
de coliformes termotolerantes ¢ indesejavel. Conclui-se que s@o necessarias alteragdes
durante a produgdo do leite, com melhorias na qualidade e na higiene.
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ABSTRACT

For evaluation of microbiological conditions of raw milk and studies of some factors
that influence their quality 24 properties were examined dairy located in the western region
of Parana. There were three collections for aerobic mesophilic microorganism analysis and
coliform and thermotolerant. There was also one collect for verification of microorganisms
health quality indicators (coliform and thermotolerant) of the water of these properties.
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For the analysis of mesophilic microorganisms 83.33% meet the requirement for default
count of Normative Instruction No. 62. For total coliform, 46.87% of the samples have
been checked have values above the recommended. For coliforms thermotolerants, there
was 31.25% of contamination in samples. Regarding water samples, all were in agreement
with the resolution of Conama (2005) but the presence of coliform thermotoleran is
undesirable. It is concluded that further changes are required during the production of milk,
with improvements in the quality and hygiene of milk.
Keywords: water; raw milk; microorganism; quality.

1 INTRODUCAO

A qualidade do leite in natura ¢ influenciada
por muitas variaveis, entre as quais destacam-se
fatores zootécnicos associados ao manejo, alimen-
tacdo, potencial genético dos rebanhos e fatores
relacionados a obtengdo e armazenagem do leite
(Muller et al, 2002). Altos niveis de contagens
bacterianas ¢ de células somaticas contribuem para
defeitos sensoriais como rancidez e sabor amargo
em leite pasteurizado devido a lipodlise e protedlise
(MA et al. 2000).

A adogdo de pontos criticos de controle
(HACCP) em propriedades que incluiam cursos
para treinamento de agricultores, investimentos
na infra-estrutura e transporte, monitoramento de
diferentes pontos de coleta de leite cru e melhorias
nas condigdes de higiene foram responsaveis por
decréscimos nas contagens totais de micro-orga-
nismos em placas no leite cru (NADA et al., 2012).

A contaminag¢do dos produtos lacteos por
micro-organismos pode originar-se do suprimento
de agua de qualidade inadequada, deficiéncias de
procedimentos de higiene ¢ mastite. Portanto,
procedimentos de higienizagdo empregados na
cadeia produtiva do leite constituem pontos
criticos para a obtengdo de uma matéria-prima de
alta qualidade (ENEROTH, 2000).

O leite de qualidade deve apresentar com-
posi¢do quimica (solidos totais, gordura, proteina,
lactose e minerais), microbioldgica (contagem
total de bactérias), organoléptica (sabor, odor,
aparéncia) e nimero de células somaticas que
atendam os pardmetros exigidos nacional e inter-
nacionalmente (RIBEIRO et al., 2000).

A quantidade de micro-organismos no leite
influencia no tempo de prateleira e mesmo no
tipo de produto para o qual o leite podera ser
utilizado. Analises microbioldgicas do leite forne-
cem informagdes uteis que refletem as condigdes
sob as quais o mesmo foi processado e armazenado
(CARVALHO et al., 2006).

Diante da necessidade de conhecerem as
caracteristicas microbioldgicas do leite, torna-se
extremamente importante a realizagdo de analises
de forma a estabelecer um monitoramento cons-
tante para assegurar a qualidade do produto sendo
assim, objetivos desta pesquisa foram avaliar a

qualidade do leite in natura e da agua de desse-
dentagdo dos animais de propriedades localizadas
na regido oeste do Parana, por meio da verificagdo
microbiologica de bactérias mesoéfilas e coliformes
totais e termotolerantes.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e amostragem

O estudo foi realizado em 24 propriedades
leiteiras localizadas em municipios pertencentes
a regido oeste do Parana (Marechal Candido
Rondon, Quatro Pontes,Nova Santa Rosa, Pato
Bragado, Sdo José das Palmeiras, Ouro Verde do
Oeste, Sao Pedro do Iguagu, Vera Cruz do Oeste,
Diamante do Oeste, Ramilandia ¢ Mercedes) nos
meses de dezembro de 2009, margo, junho e se-
tembro de 2010. Alguns destes municipios foram
escolhidos em fun¢do de baixo IDH, enfoque do
programa Universidade Sem Fronteiras/SETI/UGF.

Para a determinac¢do de coliformes totais
e termotolerantes das amostras de leite foram
realizadas, em cada propriedade, quatro coletas
obtendo-se 96 amostras. Para a determinacdo de
aerobios mesofilos foram realizadas trés coletas,
obtendo-se 72 amostras e uma coleta com 24
amostras para analise da qualidade da agua (con-
tagem de coliformes).

As amostras foram coletadas diretamente dos
reservatorios com o auxilio de coletor de ago ino-
xidavel esterilizado em frascos estéreis de 100 ml.
Apos a coleta as amostras foram acondicionadas
em caixas isotérmicas para manter a temperatura
de resfriamento e encaminhadas para ao labora-
torio para Microbiologia e Bioquimica da Universi-
dade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE,
para analises de qualidade do leite e agua.

2.2 Anailises da qualidade do leite e agua

Para avaliagdo dos coliformes totais nas
amostras de agua e leite utilizou-se a técnica do
nimero mais provavel (NMP), onde foram rea-
lizadas trés diluigdes 107!, 102 ¢ 10-3 das amostras,
obtendo trés séries de trés tubos de ensaio con-
tendo cada um deles um tubo de Duhran invertido
e 9 ml de Caldo lactosado (Lactose Broth). Os tubos
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positivos foram semeados em caldo bile verde
brilhante (BVB). Os tubos foram homogeneizados e
posteriormente incubados em estufa bacterioldgica
a 35°C por 24 e 48 horas. A leitura foi realizada
observando a produgdo de gas nos tubos de Duhran.

Os tubos positivos ao caldo lactosado foram
repicados com alga platina para tubos contendo
caldo E.coli com tubos de Duhran invertidos para
determinar o NMP da presenga de coliformes
termotolerantes. Os tubos foram incubados em
estufa bacteriologica a 44,5°C durante 24 ¢ 48
horas. A leitura foi realizada observando-se a
produgdo de gas nos tubos de Duhran. Determinou-
se o NMP para coliformes totais e coliformes
termotolerantes sendo que para compara¢do com
a literatura pertinente, os dados foram transfor-
mados em UFC/ml.

Na quarta coleta de leite utilizaram-se pla-
cas Petrifilm TM EC (3M Company, St. Paul,
MN, EUA), inoculando-se 1,0 mL das diferentes
diluigdes. As placas foram incubadas a 35°C por 24
e 48 hs, sendo as coldnias azuis e vermelhas com
gas consideradas colonias de E. coli e coliformes
totais, respectivamente. O resultado foi obtido pela
contagem das colonias e expresso em UFC/ml.

Para a contagem de micro-organismos
aerobios mesofilos o leite foi diluido em tubos de
ensaio contendo 9,0 ml de agua destilada e
pipetados assepticamente 1,0 ml das diluigdes de
103 a 107 em placas de Petri devidamente esteri-
lizadas. Adicionou-se agar padrao (PCA) nas placas
para contagem de micro-organismos mesofilos.
Procedendo posteriormente a homogeneizagdo as
placas foram incubadas em estufa bacteriologica
a 32°C por 48 horas. A leitura da placa foi realizada
com o auxilio de um contador de col6nias, modelo
Quebec e calculado o nimero de unidade formadora
de coldnias (UFC) de acordo com a dilui¢do utili-
zada. Os resultados das analises de leite foram
comparados segundo a Instru¢do Normativa n® 62.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores das contagens microbiologicas
das coletas realizadas em 24 propriedades en-
contram-se na Tabela 1.

Como a IN 62 ndo estabelece limite maximo
para a contagem de coliformes totais e termoto-
lerantes em leite in natura, segue-se o padrdo
encontrado na literatura de até 1,0 x 10> UFC/mL

Tabela 1 — Contagens médias (log 10) de coliformes totais; coliformes termotolerantes e aerobios
mesofilos em leite e dgua coletados em diferentes propriedades.

Ne CT* CTt* AE CT*agua CTt*agua
1 4,08 (1,5) 2,59 (2,49) 5,57 (0,18) 2,08 1,81
2 3,70 (2,15) 3,49 (1,94) 5,76 (0,72) - * - *
3 4,51 (1,56) 3,44 (2,49) 3,89 (0,87) 2,09 -
4 3,09 (2,59) 1,88 (0,06) 4,30 (1,40) 2,90 1,60
5 3,26 (2,51) 1,42 (0,37) 5,18 (2,34) - -
6 2,68 (2,04) 1,33 (0,09) 4,07 (2,42) - -
7 3,29 (3,04) 1,80 (1,36) 3,18 (2,53) 1,90 1,60
8 2,34 (1,05) 2,07(0,04) 3,84 (2,52) 2,78 1,90
9 1,53 (3,08) 2,23 (3,66) 4,68 (2,92) - -
10 3,20 (2,60) 1,80 (3,06) 6,12 (1,08) 2,08 2,60
11 2,46 (1,67) 2,66 (1,98) 5,70 (1,05) - -
12 3,43 (2,06) 2,42 (0,31) 6,61 (1,49) - -
13 2,11 (1,54) 1,44 (1,96) 5,68 (2,32) - -
14 3,86 (1,38) 3,80 (1,41) 5,29 (3,36) - -
15 2,61 (2,18) 2,03 (2,43) 5,64 (3,22) 2,60 2,38
16 3,81 (1,60) 3,56 (0,72) 5,28 (0,49) - -
17 3,24 (1,09) 1,87 (4,04) 2,90 (1,71) - -
18 2,74 (0,46) 1,74 (2,87) 6,26 (1,11) 3,08 1,78
19 2,49 (4,04) 2,03 (1,41) 5,29 (0,44) - -
20 2,18 (1,44) 2,12 (0,83) 3,25 (1,47) - -
21 3,00 (0,51) 3,20 (1,03) 4,68 (3,59) - -
22 2,35 (4,04) 3,21 (2,48) 6,75 (2,59) - -
23 2,89 (4,04) 3,50 (1,61) 5,18 (1,47) - -
24 3,03 (1,08) 3,37 (0,59) 3,97 (1,58) - -

*CT= Coliformes Totais; *CTt= Coliformes Termotolerantes; *(-) = Auséncia de coliformes; AE= aerdbios mesofilos.
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(MURPHY, 1997). Sendo assim, dentre as amostras
analisadas, 46,87% das amostras estio em desacordo
com este valor, possivelmente pela falta de higiene
nos manejos pré e pos ordenha demonstrando a
necessidade de sanitizagdo.

Para coliformes termotolerantes essa con-
tagem foi elevada, verificando-se contaminagdo
em 31,25% das 96 amostras avaliadas. Entretanto,
somente duas amostras continham coliformes ter-
motolerantes na quarta coleta (4,28 e 3,25 log)
sendo as demais negativas.

Dados de literatura, como Tebaldi et al.
(2008), Citadin (2009) e Guido et al. (2010), rela-
cionam contagens de coliformes em leite coleta-
dos de tanque de refrigeragdo e praticas deficientes
de higiene nas propriedades rurais. Falhas na
higienizagdo da ordenhadeira e contaminagdo por
coliformes foram também evidenciadas em tra-
balho conduzido por Pantoja et al (2011).

De acordo com a Instru¢do Normativa n
62, o leite deve ser refrigerado na propriedade e
possuir uma contagem de aerdbios mesoéfilos
devendo-se limitar a um maximo de 6,0 x 10°
UFC/mL (BRASIL, 2011); no presente estudo
83,33% das amostras estavam de acordo com a
IN62. Nas demais amostras, possivelmente ocor-
reram falhas nas condigdes higiénicas durante a
ordenha e/ou no armazenamento do leite e na sua
refrigeracdo rapida na temperatura de 4°C, fator
redutor dos niveis de contamina¢do microbiana
(ARCURI et al., 2006).

Das 72 amostras obtidas durante as trés
coletas, os resultados das amostras variaram entre
< 10%a 5,58 x 107 UFC/ml. As altas contagens de
bactérias aerdbias mesofilas encontradas, mesmo
em amostras provenientes de produgdo refrige-
rada, podem indicar conservagdo inadequada do
leite. Temperaturas acima de 4°C favorecem a
multiplicagdo de psicrotroficos, que assumem
grande importdncia nesse contexto uma vez que
podem ser produtores de proteases e lipases,
enzimas que comprometem a qualidade da matéria-
prima e do produto beneficiado, por serem termo-
resistentes (SANTOS et al., 1999).

Altas contagens de aerdbios mesofilos fo-
ram relacionadas com sujidades dos tetos, limpeza
manual deficiente dos tanques expansido e ao uso
de alguns detergentes em trabalho realizado por
Elmoslemany (2010).

Para a determinagdo da qualidade da agua
para dessentagdo, a portaria 518, do Ministério
da Satde (BRASIL, 2004), estabelece, em seu Art.
11, §9, que “em amostras individuais procedentes
de pogos, fontes, nascentes e outras formas de
abastecimento sem distribui¢do canalizada, tolera-
se a presenga de coliformes totais, na auséncia de
E. coli e/ou coliformes termotolerantes, nesta
situagcdo devendo ser investigada a origem da

o

ocorréncia, tomadas as providéncias imediatas de
carater corretivo e preventivo e a agua destinada
ao consumo humano deve ser livre ou ausente de
coliformes termotolerantes em 100 mL”. No pre-
sente estudo, verificou-se em todas as propriedades
que a agua destinada aos animais era a mesma
agua consumida pelos produtores.

Segundo o Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA, 2005), para a Classe 3,
tolera-se no maximo até 1.000 UFC/mL de
coliformes termotolerantes, o que demonstra que
a agua utilizada para consumo e limpeza de equi-
pamentos de ordenha nas propriedades estavam
de acordo com tal resolugdo.

A presenga de Escherichia coli e coliformes
na agua coletadas de torneiras em estabulos re-
lacionam-se com contaminagdo em amostras de
leite (PERKINS et al., 2009) por isso a impor-
tancia desta analise nas propriedades avaliadas.

Amaral et al. (2003), realizaram coletas de
180 amostras de fontes e reservatorios de agua
para consumo humano de 30 propriedade locali-
zadas no Nordeste de Sdo Paulo e evidenciaram
que 90% das amostras de agua das fontes, 90%
dos reservatorios e 96,7% de agua de consumo
humano, colhidas no periodo de chuvas, e 83,3%,
96,7% e 90%, daquelas colhidas respectivamente
nos mesmos locais, durante a estiagem, estavam
fora dos padrdes microbiolégicos de potabilidade
para agua de consumo humano.

Lacerda et al. (2009) avaliaram a qualidade
da agua de 20 amostras utilizada na higienizag¢do
do ubere dos animais, de equipamentos e utensilios
de ordenha em propriedades leiteiras e verifica-
ram que, 90% das amostras para coliformes totais
estavam em desacordo com a Portaria n® 518/
2004 do Ministério da Saude, valores superiores
aos observados neste estudo, enfatizando a impor-
tdncia do monitoramento da qualidade da agua,
evitando a contaminagdo do leite. Segundo o referi-
do autor, a agua utilizada no processo de producdo
do leite pode representar um risco em potencial
tanto para o estado sanitario da glandula mamaria
como para a qualidade microbioldgica do leite,
quando ndo atende aos padrdes de potabilidades
para consumo humano.

4 CONCLUSOES

A maioria dos produtores mantém higiene
adequada na obtencdo e conservagdo do leite, pois
as amostras coletadas estavam dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo com relagdo a
contagem de aerdbios mesofilos, entretanto
existem falhas no processo de ordenha ou
armazenagem do leite em algumas propriedades
avaliadas, ocorrendo incidéncia de coliformes
totais e termotolerantes em amostras leite e agua.
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