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RESUMO

O controle microbiol6gico do leite, normalmente realizado pela contagem de bactérias, permite uma avaliacdo
guanto aos riscos a saide humana ocorrendo algumas alteragfes quanto a forma de coleta para posterior analise.
Deste modo, objetivou-se com este estudo avaliar a sanidade de amostras de leite cru em fungdo do modo de
coleta. Foram selecionados 5 (cinco) produtores de leite no municipio de Cascavel-PR, e realizadas 4 (quatro)
coletas no més de julho de 2019. As coletas de amostras de leite no tanque foram efetuadas sem agitacéo,
conforme realizada pelo“freteiro”, e com agitacdo, caracterizando a coleta do “analisador”. As amostras foram
encaminhadas para o laboratorio de microbiologia do Centro Universitario Assis Gurgacz para realizacdo do
isolamento e contagem de bactérias por meio da metodologia disposta na Instrugcdo Normativa n° 62, do MAPA,
com adaptacBes. Foram computadas contaminag@es por Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Coliformes
totais. Os resultados obtidos demonstraram que ocorreu um nivel de contaminagdo diferente entre as coletas,
sendo as coletas do “freteiro” com mais contaminac¢des que as coletas do “analisador” demonstrando assim a
importancia da agitacdo anteriormente a coleta de amostras e a higienizac¢do do local, bem como a salde dos
animais.
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1. INTRODUCAO

O leite € extensamente consumido em todo o territério brasileiro sendo que o consumo
é de aproximadamente 170 litros por habitante/ano, particularmente por criancas e idosos
devido a sua composicdo, que conta com um grande valor nutricional como vitaminas,
gorduras, proteinas, carboidratos, sais minerais e agua, assim sendo considerado importante
para a alimentacdo humana. Devido as suas caracteristicas nutricionais, se torna excelente
meio para a evolucdo de diferentes microrganismos, sendo capaz de apresentar uma elevada
contaminacdo inicial durante o processo de ordenha, quando realizados de forma inapropriada
(FERREIRA, 2016).

A procura pela qualidade do leite no Brasil € uma exigéncia fundamental, tanto para
preservar as suas caracteristicas nutricionais e sensoriais cComo para assegurar sua seguranga e

confiabilidade pelos consumidores. A qualidade do leite que chega aos laticinios é examinada
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principalmente por dois padrdes: a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem
bacteriana total (CBT) (HENRICHS; MACEDO; KARAM, 2014).

A influéncia dos microrganismos do leite indica que o conhecimento sobre o seu
indice de contaminacdo microbiana pode ser utilizado na decisdo de sua qualidade especifica,
bem como das exigéncias sanitarias de sua criacdo e da saude do rebanho. Considerando a
capacidade de se multiplicarem, as bactérias do leite podem provocar alteragcdes quimicas, tais
como a degradacdo de proteinas, de gorduras ou de carboidratos, sendo capaz de tornar o
produto inapropriado para o consumo e industrializacdo (GUERREIRO et al., 2005).

Durante o periodo de coleta do leite do animal, o produto em questdo esta apto a
varias fontes de contaminacdo, como: ar, solo, poeira, esterco, insetos, baldes, transportes e
outros. Sendo assim, sdo necessarias técnicas que anulem ou evitem vestigios de possiveis
contaminacges. O cuidado na retirada do leite da glandula mamaria e os cuidados higiénicos
do ordenhador sdo capazes de garantirem ao consumidor final, produtos de origem segura e
com qualidade. Nesta circunstancia, comprova-se a necessidade de avaliar a qualidade do
leite, independente se 0 mesmo é obtido pela ordenha manual ou mecéanica (BORGES, 2018).
Desta forma, a saude da glandula mamaria, a higiene de ordenha, o ambiente em que a vaca
fica instalada e os métodos de limpeza dos equipamentos de ordenha sdo fatores que afetam
diretamente a contaminagdo microbiana do leite cru (GUERREIRO et al.,2005).

Tendo em vista a importancia do leite para o agronegdcio brasileiro e de sua qualidade
e composicdo nutricional para a salde publica, o objetivo deste trabalho é avaliar a forma
correta indicada de coleta de leite cru versus a forma realizada pelo responsavel através da
avaliacdo microbioldgica utilizando microrganismos indicadores de contaminagdo como
Escherichia coli e Staphylococcus aureus a fim de entender se a contaminacdo ocorre nas

propriedades ou durante o processo de coleta e transporte.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A cadeia do leite movimenta varios setores da economia, sendo assim, de grande
responsabilidade por geracdo de empregos além da importancia do abastecimento de
alimentos e agronegdcio brasileiro. Segundo dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (IBGE,
2017) a producdo foi de 33,5 bilhdes de litros de leite, do qual 72,7% (24,3 bilhGes de litros)
foi captado pela industria e passou por fiscalizacdo (SANTOS, 2019).



O leite in natura de boa qualidade deve apresentar cheiro, cor e sabor caracteristicos,
constituido de baixa relacdo microbioldgica, auséncia de qualquer contaminante como
patdgenos, substancias quimicas indesejadas, entre outros e conter em sua composicao alto
valor nutritivo. A producdo de um leite de qualidade é de grande responsabilidade social e
sanitéria, ja que o leite pode ser uma fonte de microrganismos patégenos (SANTOS, 2019).

A Instrucdo Normativa 76 e 77 (IN 76/77) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) de 2018 é a mais recente abordando medidas que provenham no
controle da contagem bacteriana total (CBT) e contagem de célula somatica (CCS) que devem
ser seguidas tanto pelo produtor quanto pela industria, para que se alcancem resultados dentro
dos valores de referéncia cedidos por ela. Para o controle da CBT, algumas das indicac¢Ges séo
para que conservem o local de ordenhar limpo e higienizado, sendo os equipamentos de
ordenha, tanques de resfriamento e materiais utilizados devem ser lavados com agua aquecida
e detergentes proprios para tal, desinfetar o Ubere da vaca antes e apds cada ordenha com
produtos préprios e, apds a ordenha, realizar a secagem com papel toalha descartavel, entre
outras medidas, desejando sempre que a coleta de leite seja a mais higiénica possivel
(OLIVEIRA, 2019).

Para o controle da CCS, a IN-76/77 orienta que se tenham sobre tudo os mesmos
cuidados de higienizacédo de controle da CBT, entretanto deve descartar os primeiros jatos do
Ubere e acondiciona-los em recipiente com o fundo escuro ou passa-los por uma peneira fina,
para verificar se ha presenca de grumos, pus ou sangue, as vacas que estdo com mastite
devem ser as Ultimas a serem ordenhadas, objetivando a ndo infeccdo das vacas saudaveis e
nem dos equipamentos, e aquelas vacas que ja apresentam mastite cronica, devem ser
eliminadas. A contagem de células somaticas é dominada por véarios fatores, mas
especialmente pelo aparecimento de infecgdes intramamarias, tornando-se um indicador
bastante confiavel de sanidade da glandula mamaria. Em relacdo ao armazenamento de leite
na propriedade, a normativa determina que o leite deva ser coado antes de ser guiado ao
resfriador (OLIVEIRA, 2019).

Esse artigo alinha a IN 77 ao novo Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitéaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), o qual j& tratava sobre a filtragdo do leite na
propriedade rural. As condi¢es de armazenamento serdo as mesmas: temperatura maxima de
4°C por periodos que ndo devem exceder 48h. Os sistemas de refrigeracdo devem ser
determinados de modo a atingir 4°C em até 3h. Os tanques comunitarios continuam

pertinentes, porém a IN 22 serd revogada. Agora todas as condic¢Bes serdo regulamentadas na



propria IN 77, a qual especifica todo o registro, instalagdo, responsabilidades e anélises que
devem ser feitas antes da juncéo dos leites de diferentes produtores (FAGNANI, 2019).

Além das analises diarias, a IN 77 estabelece quais analises devem ser realizadas pela
Rede Brasileira de Laboratérios de Qualidade do Leite (RBQL). Os parametros
microbioldgicos, encarregados por esquentar as discussdes entre ministério, industria e
produtores, sofreram modificagbes importantes. Para o leite cru refrigerado, a média
geométrica trimestral da contagem bacteriana total ndo devera ultrapassar 300 mil UFCmL™*
para analises individuais de cada resfriador/produtor, permanecendo o0 que ja era praticado.
Porém, com uma novidade: agora IN 77 define a CBT méxima de 900 mil UFCmL™ para o
leite antes do melhoramento. Essa condi¢do ndo estava regulamentada anteriormente e,
mesmo que bastante permissiva, determina novos limites microbioldgicos antes da
industrializacdo do leite cru refrigerado. Para a contagem de células somaticas (CCS) a média
geométrica trimestral maxima ficou estabelecida em 500 mil UFCmL™. A frequéncia de
analises de CBT e CCS continuard mensal (FAGNANI, 2019).

O Staphylococcus aureus é o agente causador de mastite de maior incidéncia mundial,
assim sendo, é também um dos patdégenos mais isolados do leite cru e envolvidos em
intoxicagBes de origem alimentar. Uma caracteristica importante e que intervém no
tratamento das mastites € que este patdgeno coloniza o epitélio do teto, aderindo-se nas
células epiteliais da glandula maméria dificultando a acdo dos antimicrobianos. As glandulas
infectadas diminuem a producdo de leite pela destruicdo frequente do parénquima, formando
areas de fibrose e micro-abscessos que protegem o agente dos mecanismos de defesa do
Ubere, como a fagocitose pelos neutrofilos. Essas bactérias podem ainda produzir
enterotoxinas que sdo fundamentais em causar intoxicacdo de origem bacteriana nos animais e
no homem (LANGONIH et al., 2017).

Enquanto os coliformes totais apresentam contaminacdo proveniente do ambiente, a
presenca de Escherichia coli indica contaminagdo de origem fecal e aparecimento de
enteropatogenos (SILVA, 2011). A mesma esté inserida tanto no grupo dos coliformes totais
guanto no dos coliformes termotolerantes, tem como ambiente natural, o trato gastrointestinal
de animais de sangue quente, e é considerado um indicador caracteristico de contaminagao
fecal e a possivel existéncia de patdgenos entéricos. Caracteriza-se como agente marcante na
mastite subclinica, com relevancia em rebanhos onde as mastites ja estdo controladas. Com
frequéncia apresentam-se em propriedades leiteiras com CCS baixas, o que indica menor
predominio de mastite subclinica, ja que os resultados da CCS se confrontam com a qualidade
do leite (LANGONIet al., 2017).



Determinar a intensidade da contaminacdo desses microrganismos em cada ponto da
ordenha permite definir os principais pontos e a origem da contaminagéo, ou seja, de origem
fecal, ambiental, por manipulagédo inadequada ou proveniente do animal e, qual o efeito das
temperaturas de refrigeracdo na sua multiplicacdo. Isso possibilitara a adocéo de padrdes de
controle que melhorem a qualidade microbiolégica do leite, apropriando aos padrbes
estabelecidos pela IN 51 (SILVA, 2011).

As condicGes de coleta, armazenamento e transporte das amostras devem ser
apropriadas, de forma a evitar a contaminag@o ou deterioracdo das mesmas. A confianca dos
resultados das andlises depende, grandemente, de condi¢des que precedem a chegada das
amostras ao laboratério. H& uma concordancia de que é preciso pelo menos cinco minutos de
agitacdo para homogeneizar o leite em tanques de expansdo antes de ser feita a coleta da
amostra. Isto é fundamental para garantir que a amostra coletada seja representativa da
totalidade do leite. Normalmente utiliza-se uma agitacéo intermitente do leite combinada com
uma agitacdo por um curto periodo de tempo antes da amostragem (ALMEIDA, 2015).

O leite, por ser um misto complexo, com alta atividade de agua e pH préximo a
neutralidade, é altamente perecivel, pois estabelece um produto favoravel ao crescimento
microbiano. Conforme a manipulacdo a que é sujeito, tem suas caracteristicas fisicas,
biolégicas e quimicas facilmente alteradas pela acdo de microrganismos. A inddstria
alimenticia estd movendo-se por transformacBes, ao associar seguranca alimentar com
garantia da qualidade final do produto. Desta maneira, a mesma destaca a importancia da
analise da qualidade do produto inicial e final da sua cadeia de beneficiamento (BORGES,
2018).

3. METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa de campo, de cunho exploratorio através do método
comparativo. A coleta de dados foi realizada semanalmente em 5 propriedades selecionadas,
com coleta de 2 amostras por propriedade durante 0 més de Julho de 2019 no municipio de
Cascavel, Parand. As mesmas sdo dotadas de vacas holandesas em estagios variados de

producéo.



Inicialmente o transportador realizou a coleta de sua propria forma, em seguida o
pesquisador analisou a agitacdo do leite no tanque, caso 0 mesmo se encontrasse em estacao
foi realizado a agitacdo por pelo menos 5 minutos, posteriormente a coleta foi realizada de
forma asséptica com utilizacdo de luvas a coleta de 50mL de leite em frasco estéril. As duas
amostras por propriedade foram identificadas e acondicionadas em caixa térmica com gelo em
gel. Apds todo o processo de coleta nas propriedades as amostras foram encaminhadas para o
laboratério de microbiologia do Centro Universitario Assis Gurgacz para serem feitas as
analises microbioldgicas dentro de 24 horas.

A metodologia utilizada para a realizacdo do isolamento e contagem de bactérias, tais
como Escherichia coli e Staphylococcus aureus no leite seguiu as recomendacdes da
Instrucdo Normativa n°® 62, do MAPA com algumas alteragdes.

Inicialmente foi feita a diluicdo de 25mL da amostra em 225mL de agua peptonada
(10'Y) e assim procedeu-se com os seguintes isolamentos:

Para confirmar o Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes
foi empregada a técnica de fermentacao de tubos mdaltiplos. Aliquotas de 1 mL das amostras
foram transferidas para tubos contento 9 mL de caldo Lauril Sulfato de S6dio. Em seguida 0s
tubos passaram por processo de homogeneizagédo e foram incubados em estufa a 36x1°C por
24 a 48 horas. Ap6s o periodo de incubagdo, observou-se a turvacdo e producdo 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 (VB),
com incubacdo a 36x1°C por 24 a 48 horas, e, para tubos contendo 10 mL de caldo
Escherichia coli (EC) com incubagdo em banho-maria a 45+0,2°C por 24 a 48 horas, para
confirmacdo de coliformes termotolerantes. Os tubos que apresentaram formacdo de gas
efervescéncia foram considerados positivos. Para confirmacdo de Escherichia coli foram
retiradas aliquotas dos tubos de EC positivos e semeado em Agar EMB (Eosina Azul de
Metileno) e feita a incubagdo a 36+1°C por 24 horas. As placas que apresentaram colénias
com centro enegrecido e brilho verde metélico foram consideradas positivas (BOGO, 2014).

Para a identificacdo de Staphylococus aureus, procedeu-se com as dilui¢gdes sucessivas
de 102 a 10® conforme amostras analisadas. Em seguida, foram retirados 0,1mL de cada
diluicdo e realizado a semeadura em placas contendo agar Baird-Parker, espalhando-se a
aliquota com uma alca de Drigalsky, incubando-se as placas em estufa bacteriologica a 37°C,
por 24 horas. Apos o periodo de incubagdo, foi realizada a contagem das colbnias
caracteristicas, isto é, de cor negra ou cinza escuro, lisas, convexas, podendo apresentar zonas

opacas e/ou claro em torno, multiplicando-se os valores encontrados pela sua respectiva



diluicdo (SILVA, 2007). Para confirmacdo de Staphylococus aureus foi realizado o teste de
coagulase e catalase, sendo utilizado lamina e alca estéril para captura de colnias das placas
identificadas, para o teste de catalase foi utilizada uma gota da solucdo pronta catalase sobre a
placa com a col6nia identificada, foram consideradas positivas as placas que apresentaram
producdo de gas sobre a colbnia. Para o teste de coagulase, foi preparado a solucéo, sendo
adicionado 3ml de solucdo salina em 1 frasco de coagulo plasma, apés feita a agitacdo, foi
adicionado uma gota sobre cada placa identificada com a coldnia, foram consideradas
positivas as placas que obtiveram coagulagéo sobre a colnia.

Os dados foram compilados em planilhas eletrnicas no Excel e, também no aplicativo
Matlab para elaboracdo de graficos boxplot para comparagdes. O grafico bloxpot € formado
pelas medidas de estatisticas descritivas como 0 minimo, maximo, primeiro quartil, segundo
quartil ou mediana e o terceiro quartil. Permite ainda visualizar valores discrepantes (outliers)

dos dados.

4. ANALISES E DISCUSSOES

No presente estudo os valores encontrados entre as formas de coleta foram
preocupantes. Como demonstrado na Tabela 1, o isolamento da bactéria Staphylococcus

aureus apresentou uma grande alternancia sobre uma coleta a outra.

Tabela 1: Isolamento de Staphylococcus aureus (UFC mL™) apds coletas de leite cru em 5
propriedades selecionadas no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro”
e seguida do método “analisador” conforme legislacao.

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Produtor A F A F A F A F
Produtor 1 3,2x10° 50x10°  2,0x10° 1,04x10°  3,1x10° 6,3x10°  3,4x10°  4,5x10°
Produtor 2 4,3x10° 3,8x10°  1,0x10° 7,6x10° 3,0x10® 8,6x10° 3,8x10°  7,7x108
Produtor 3 2,7x10° 4,7x10°  4,7x10° 4,1x10° 7,2x10°  6,6x10° 6,7x10°  5,1x10°
Produtor 4 4,1x10° 2,5x10°  2,2x10° 6,7x108 58x10° 8,5x10° 6,9x10°  6,2x10°
Produtor 5 4,5x10° 3,2x10°  9,1x10° 1,17x10° 5,9x10° 8,8x10° 5,9x10° 8,2x10°

Em que: A: “analisador”; F: “freteiro”.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Segundo Angelo (2014) a concentracio de enterotoxinas capaz de provocar sintomas de

intoxicacdo alimentar acontece quando a contagem de S. aureus é superior a 10° UFC mL™.



No presente trabalho, das 40 amostras 32 (80%) apresentaram contagens totais de
Staphylococus spp. acima de 10° UFC mL, apontando a possibilidade de toxinose caso o
leite seja consumido ou processado sem pasteurizacao.

Esses resultados sugerem algumas hipoteses, dentre elas a auséncia de higienizacéo
adequada, sendo o fator de maior relevancia. Possivelmente a falta de higiene no momento da
ordenha, na limpeza e desinfeccéo dos tetos dos animais, nas maos dos ordenhadores, tanques
e equipamentos de armazenamento de leite e principalmente na falta de higiene no momento
da coleta da amostra sdo os principais pontos a serem observados (Figura 1).

Segundo Ferreira (2016) esses microrganismos estdo muito unidos a fatores que
contribuem para a obtencdo de um leite de ma qualidade microbiolégica. Também pode-se
considerar que houve deficiéncia na profilaxia de agentes ambientais de mastite, acimulo de

matéria organica no ambiente entre as ordenhas e ou proximo ao tangque de armazenamento do
leite cru.

Figura 1: Isolamento de Staphylococcus aureus (UFC mL™) apds coletas de leite cru em 5
propriedades selecionadas no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro”
e seguida do método “analisador” conforme legislagao.

«10°

©
T
®

~
T
<

o
T

o
eus (UFC mL-1)

IS
T

w
T

Sthaphylococcus aureus (UFC mL-1)

N
T

or e 1 oF ——

Analisador Freteiro

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Verifica-se variagdo expressiva na contagem de S. aureus em funcdo do modo de
coleta. Enquanto os dados das coletas pelo método “analisador” foram no méaximo 6,9x10°

UFC mL™, os obtidos nas contagens das amostras coletadas pelo método “freteiro” atingiram
valores de até 8,8x10°UFC mL™.



O valor obtido para a mediana representa a divisdo entre a metade superior e a metade
inferior dos dados, foi de 3,5x10° e 3,5x10° UFC mL™, pelos métodos “analisador” e
“freteiro”, respectivamente. Denota-se alta contaminacdo por esta bactéria observada nas
amostras coletadas sem agitacéo, utilizacdo de luvas e higienizacdo (método “freteiro”).

Pelo método ““analisador” tem-se que 50% dos dados obtidos na contagem de S. aureus
ficaram entre 0,8 x10° e 5,3x10° UFC mL™, e pelo método “freteiro” entre 0,2x10° e 6,2x10°

UFC mL™, uma diferenca na casa de milhares.

Tabela 2: Temperatura (°C) e condi¢cBes de armazenamento de leite cru em tanques de 5
propriedades selecionadas com coletas no més de Julho/2019.

Coleta Produtor1 Produtor 2 Produtor3 Produtor4 Produtor5
Coleta 1 1,9 3,0 1,2 3,6 4,0
Coleta 2 8,8 4,0 2,3 2,4 4,0
Coleta 3 2,9 2,8 2,2 55 4,0
Coleta 4 4,6 3,2 7,5 5,0 3,0
Tanques Isolado Isolado Né&o isolado Isolado Né&o isolado

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

As temperaturas dos tanques apresentavam-se ideais como observado na Tabela 2, com
excecdo de alguns produtores, como no caso do tanque do Produtor 1 que apresentava
temperaturas elevadas em duas coletas, porém era o primeiro produtor a ser feita a coleta,
consideravelmente pouco tempo ap6s a ordenha. No Produtor 3 obteve uma coleta de amostra
de leite com valor acima da temperatura ideal, neste caso havia ocorrido queda de energia
elétrica pouco tempo antes de ser realizada a coleta.

No Produtor 4 observou-se temperatura acima do ideal pela legislacdo em duas coletas,
por consequéncia era o ultimo produtor a ser realizada a coleta, segundo Borges (2008) a
deficiéncia de refrigeracdo oferece uma oportunidade para que a bactéria Staphylococcus
aureus presente no leite se multiplique. Sendo assim as altas contagens do produtor 4, como
0s demais produtores podem ter sido resultado de uma refrigeracéo deficiente, causando assim
elevadas contaminacoes.

O resfriamento momentaneo apds a ordenha em temperaturas inferiores a 4°C com
condicBes adequadas de higiene sem davidas é um dos principais pontos na producdo de leite
com qualidade, pois com uma temperatura de armazenamento correto, diminui-se o indice de

multiplicacdo bacteriana. Segundo a Instrugdo Normativa n® 77, o leite deve estar refrigerado



com a temperatura igual ou menor a 4°C no tempo maximo de trés horas ap6s a ordenha
(ADAMCZUK, 2014).

Taffarel et al. (2013) afirmaram que em temperaturas de refrigeracdo no intervalo de 4 a
10 °C, houve uma elevada multiplicacdo de bactérias, evidenciando o alto potencial de
deterioracdo do leite, e ainda ressalta a importancia da rapida refrigeracdo imediatamente apos
a ordenha, isto corrobora com o presente estudo.

No isolamento de Escherichia coli e Coliformes totais também se obteve diferenca

consideravel entre as coletas, como apresentado nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Isolamento de Escherichia coli (UFC mL™) ap6s coletas de leite cru em 5
propriedades selecionadas no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro”
e seguida do método “analisador” conforme legislacao.

Coleta 1l Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Produtor A = A = A = A F
Produtor 1 3,0x10° 3,0x10%  7,2x10° 2,0x10* 3,0x10° 3,0x10° 3,6x10° 3,6x10°
Produtor 2 9,2x10° 3,0x10®  3,6x10° 1,5x10*  2,0x10* 3,6x10° 3,0x10° 3,6x10°
Produtor 3 3,0x10° 3,0x10°  1,5x10* 4,3x10*  3,0x10* 9,2x10° 3,0x10° 4,3x10*
Produtor 4 1,1x108 6,1x10°  4,6x10° 1,1x10% 3,0x10° 2,4x10° 7,4x10® 1,1x10*
Produtor 5 3,6x10° 3,0x10%  7,2x10° 7,2x10°  3,0x10° 3,6x10° 3,0x10° 1,1x10*

Em que: A: “analisador”; F: “freteiro”.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Tabela 4: Coliformes totais (UFC mL™1) ap6s coletas de leite cru em 5 propriedades selecionadas
no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro” e seguida do método
“analisador” conforme legislagao.

Coleta 1l Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4
Produtor A = A = A = A =
Produtor 1 2,0x10* 2,0x10* 1,5x10* 1,1x10® 1,5x10* 2,1x10° 1,1x10* 1,5x10*
Produtor2 2,3x10* 1,1x10*  3,5x10* 2,9x10° 3,5x10* 2,8x10* 1,1x10* 1,5x10*
Produtor3 3,5x10* 9,3x10* 1,1x10® 1,1x10® 2,8x10* 1,1x10® 3,5x10* 1,1x10°
Produtor4 1,1x108 1,1x10® 1,1x10® 1,1x10® 3,5x10* 1,1x10® 1,1x10%® 1,1x108
Produtor5 1,5x10* 3,0x10° 1,1x10* 3,5x10* 1,5x10* 2,0x10* 1,5x10* 1,5x10*

Em que: A: “analisador”; F: “freteiro”.

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Né&o existe legislagdo determinando pardmetros a serem avaliados frente a coliformes
totais e termotolerantes para leite cru. Diante disso os resultados verificados foram
comparados ao limite maximo exigido para leite pasteurizado, sendo que este imediatamente
ap6s a pasteurizacdo deve apresentar contagem menor do que 0,3 NMP mL‘da amostra, ou
seja, 1,0x103(SANTANA, 2016).



Comparando com a legislagéo para leite pasteurizado todas as amostras estdo fora do
padrdo tanto para Escherichia coli (coliforme termotolerante) como para os coliformes totais
(Figuras 2 e 3). Segundo Santana (2016) a presenca de E. coli tem uma grande importancia,
por ser um indicador de contaminacdo fecal e também por possuir outros enteropatdgenos,
que podem ser de linhagens patogénicas tanto para 0 homem como para animais.

No que diz respeito a contagem de E. coli (Figura 2) os dados foram mais homogéneos
entre 0s modos de coleta, entretanto a mediana pelo método “analisador” ficou abaixo de
0,5x10* UFC mL™? (0,3 x10* UFC mL™) e pelo método “freteiro” ficou acima deste valor
(0,7 x10* UFC mL™).

Figura 2: Isolamento de Escherichia coli (UFC mL™) ap6s coletas de leite cru em 5
propriedades selecionadas no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro”
e seguida do método “analisador” conforme legislagao.

«10* «10°

Escherichia coli [UFC mL-1]
Escherichia coli [UFC mL-1]

05F 1 05

Analisador Freteiro

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

No geral a dispersao dos 50% dos dados centrais observados pelo método “analisador”
foi menor que no “freteiro”, com limite superior (quartil superior) de 1,7x10* UFC mL™,

comparado a 1,3x10*UFC mL " verificado nas andlises das amostras do “analisador”.



Figura 3: Isolamento de Coliformes totais (UFC mL™) ap6s coletas de leite cru em 5 propriedades
selecionadas no més de Julho/2019, sendo diferenciadas pelo método “freteiro” e seguida do
método “analisador” conforme legislacao.
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Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Similarmente ao que ocorreu nos resultados obtidos para S. aureus foi observado na
contagem de Coliformes totais (Figura 3), em que se obteve para o método “analisador” no
maximo 1,1x10°® UFC mL™, sendo trés dados considerados como outliers (discrepantes), por
este método tem-se que a maioria dos dados estiveram abaixo de 1,0x10°. Para 0 método
“freteiro” a maioria dos dados (50%) esteve entre 0,1x10% 1,1x10° UFC mL*. Em relagdo a
mediana obteve-se 0,3x10° e 1,4x10° UFC mL™, respectivamente, para o método “analisador”
e “freteiro”.

Campos et al. (2006) analisaram 24 (vinte e quatro) amostras de leite cru coletadas em
um laticinio em Goias e encontraram a presenca de E. coli em 19 (79,2%). Na maioria das
amostras analisadas foi verificada a presenca de coliformes totais e coliformes
termotolerantes, porém esses Ultimos em menor nimero, sendo similar ao presente estudo.

Maciel et al. (2008) avaliaram 30 (trinta) amostras de leite cru obtidas em trés pontos de
venda no municipio de Itapetinga — BA. Verificaram que todas as amostras estavam
contaminadas com coliformes a 35°C e coliformes termotolerantes. Catdo (2001) analisou 45
(quarenta e cinco) amostras de leite cru no estado da Paraiba e constatou que todas
apresentaram elevada incidéncia de coliformes a 35°C, coliformes termotolerantes e E. coli, o
que confirma a alta contaminagdo da matéria-prima. Diante disto, estes resultados corroboram

com o presente estudo em quesito de contaminacdo total das analises.



Em trabalho realizado por Ramires (2009) foi analisado a qualidade microbiol6gica da
agua de 162 propriedades, sendo que todas estavam em desacordo com o padrdo para
coliformes totais, 92 para coliformes fecais e 56 para contagem padrdo em placas. O autor
destaca que antes de cada coleta, o coletor era lavado em agua corrente. Altas contaminacdes
também foram observadas por Dias (2018), ou seja, das 110 amostras de leite cru avaliadas,
104 apresentaram valores elevados para coliformes totais, 86 para coliformes fecais e 40 para
contagem bacteriana total. Estes resultados demonstram que a agua dessas propriedades nédo
estava adequada para ser usada na limpeza do equipamento de ordenha, do tanque de
expansdo ou de outros utensilios. Isto corrobora com o presente estudo, pois a primeira
amostra a ser coletada era pelo método “freteiro”, e a segunda pelo método “analisador”,
sendo assim a segunda coleta ndo tinha contato com a agua utilizada na limpeza do coletor.

Outro fator de grande importancia e que pode ter sido fundamental para as altas
diferengas de resultados durante as coletas € a falta de agitacdo prévia do leite do tanque. O
motivo para a necessidade de agitacdo prévia ocorre porque o leite em imobilidade tende a
acumular a gordura na camada superior (creme ou nata), a qual se associa com
microrganismos e ceélulas somaéticas, resultando em indicadores equivocados quanto a
composigdo do leite (OLIVEIRA, 2013).

O objetivo de qualquer procedimento de agitacdo deve ser o de certificar que o leite
coletado represente de maneira homogénea a composi¢do do leite do tanque, sem causar
alteracdes da qualidade como a ruptura dos glébulos de gordura — que acontece sobre uma alta
agitacdo do leite. Por outro lado, a introducdo de procedimentos rigidos de agitacdo pode
levar ao aumento dos custos de transporte do leite, pois pode delongar o tempo do caminhéo
na propriedade (OLIVEIRA, 2013).

Segundo o transportador, o treinamento pela empresa era considerado fundamental para
novos conhecimentos sobre o leite atualmente, mas julgava desnecessaria a utilizacdo de luvas
no momento da coleta, seguido da agitacdo, a qual o tornaria por um periodo mais longo na
propriedade gerando assim prejuizos. Os equipamentos utilizados para coleta 0 mesmo relata
gue segue a normativa de acordo com o treinamento, onde estes sim ele considera de maior
importancia.

De acordo com Cunha (2013), os transportadores devem receber constantes instrucoes
sobre coleta, manuseio e transporte higiénico de amostras de leite. A escolha do material de
coleta e de transporte do leite, assim como a higienizagdo destes materiais sdo pontos
fundamentais para que os resultados mostrem a verdadeira qualidade do leite originado das

propriedades rurais. O mesmo ainda relata em sua pesquisa que muitos transportadores nao



higienizavam o material de coleta de amostras de leite, entdo ele analisou coletas anteriores ao
treinamento e posterior a0 mesmo, onde a contagem bacteriana média das amostras de leite
das propriedades rurais antes (1.440.071 céls. mL™) foi estatisticamente maior que a
contagem média depois (586.357 céls. mL™) do treinamento, comprovando assim a grande
importancia do aprendizado correto sobre coletas.

O grande foco da contaminacdo é a falta de higienizacdo nas propriedades como
também durante o transporte, mas um fator ndo menos importante é a fiscalizacdo nos
laticinios, onde deve-se ter, ap0s a pasteurizacdo, uma reducdo maxima da carga microbiana
do leite recebido. Com a nova legislagdo a rigorosidade aumentou em todos 0s processos
desde a ordenha até a finalizacdo do produto, o que possibilita a obtencdo de um leite de
melhor qualidade, com uma carga microbiana mais baixa, um maior tempo de vida de

prateleira e bons lucros para todas as cadeias envolvidas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se com esta pesquisa, que a contaminacao do leite cru pode ocorrer tanto nas
propriedades como durante o transporte. O isolamento de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e os coliformes totais apresentaram valores elevados de contaminacgdo, isto mostra a
grande importancia da pasteurizacdo antes do consumo.

Os resultados sugerem que as normativas indicadas pela legislacdo e a préatica de
higiene devem ser bem rigorosas, desde a salde do animal até o armazenamento do leite do
mesmo, juntamente com a orientacdo e conscientizacdo dos transportadores para uma coleta

higiénica e padrdo, tornando assim uma melhor qualidade do produto e lucros para todos.
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