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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica do leite cru refrigerado obtido de
propriedades rurais do municipio de Frutal/MG, com dois tipos de ordenha (mecanica e manual).
Foram feitas analises de mesdfilos totais, psicrotréficos e coliformes totais e termotolerantes. Para
mes6filos totais, 0s resultados variaram entre 7,9 x 10° a 2,2 x 10° UFC mL™ no leite proveniente
da ordenha manual, e entre 7,9 x 10° a 6,4 x 10* UFC mL™ da ordenha mecanica. Na contagem de
psicrotréficos, apenas a primeira coleta do leite da ordenha mecéanica apresentou esse tipo de
micro-organismo, com valor de 1,85 x 10> UF mL™, enquanto que na ordenha manual houve
contagens na primeira e Gltima coleta, com valores entre 2,5 x 10%a 1,3 x 10° UFC mL™. Com
relacdo a presenca de coliformes, foram verificadas contagens mais elevadas na propriedade de
ordenha mecanica, na qual houve presenca de coliformes totais em todas as coletas, com
resultados entre 4,3 x 10> a 4,6 x 10° NMP mL™. Quatro amostras apresentaram coliformes
termotolerantes, com valores entre 9,3.10° a 1,1.10* NMP mL™. Na propriedade com ordenha
manual, houve presenca de coliformes totais em duas amostras, com valores entre 9,2 x 10* a 4,6 x
10° NMP mL™, as quais também apresentaram coliformes termotolerantes, com contagens entre
2,3.10° a 4,3.10° NMP mL™. Todos os valores para meséfilos e psicrotréficos estavam dentro dos
padrodes exigidos pela legislacdo. J& para os coliformes, apesar de ndo haver padréo estabelecido
para leite cru refrigerado, as altas contagens podem indicar deficiéncias nas praticas de higiene na
ordenha.

Palavras-chave: qualidade microbiologica; leite cru refrigerado; ordenha mecanica; ordenha
manual.
1 Introducéo

No Brasil, a producdo de leite gira em torno de 28.700 milhGes de litros por ano. De acordo
com a Embrapa, 21.900 milhdes de vacas foram ordenhadas em 2009, acdo que resultou numa

produtividade na ordem de 1.307 litros por animal neste periodo. Minas Gerais € a maior bacia
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leiteira do pais, com producédo de 7,2 bilhdes de litros por ano. No estado, a producédo de leite se
concentra nas mesorregides do Triangulo/Alto Paranaiba, sul/sudoeste e Zona da Mata. Dentre essas
bacias leiteiras, o Tridngulo/Alto Paranaiba, com uma producéo de mais de 1 bilhdo de litros por
ano, representa cerca de 22,50% do volume total produzido no estado. No sul/sudoeste de Minas, a
producdo € superior a 800 milhdes de litros (18,52% do total) e a Zona da Mata, com mais de 500
milhdes de litros por ano, detém 12,30% da producdo (SEBRAE, 2006).

A implantagcdo da estocagem do leite cru refrigerado na propria fazenda iniciou-se no
Brasil na década de 1990, sendo regulamentada pelo Ministério da Agricultura em 2002 (BRASIL,
2002). A refrigeracdo do leite na propriedade reduz os custos de producdo e impede a deterioracao
do leite por atividade acidificante de bactérias mesofilicas. Porém, pode ocasionar problemas
tecnoldgicos associados a atividade de enzimas proteoliticas e lipoliticas de bactérias psicrotréficas.
Muitas destas enzimas sdo termorresistentes e estdo relacionadas as perdas de qualidade do leite de
outros produtos lacteos (PINTO, MARTINS e VANETTI, 2006).

A qualidade do leite esté associada a carga microbiana inicial contida no produto, e quanto
maior o nimero de contaminantes e a temperatura de estocagem, menor sera 0 tempo de
conservacao do produto (SILVEIRA, CARVALHO e TEIXEIRA, 1998).

A obtencdo em boas condicBes de higiene, e o resfriamento imediato a 4 °C, sdo medidas
fundamentais e primérias para garantir a qualidade e seguranca do leite e consequentemente dos
seus derivados (ARCURI et al., 2006). O crescimento de bactérias no leite € reduzido por meio do
resfriamento abaixo de 10 °C, e temperaturas préximas de 3 °C a 4 °C, atingidas de uma forma
rapida, permitem que as atividades bacterianas sejam bem diminuidas (VINHOLIS, 2007).

O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira geral, altas contagens de micro-
organismos, demonstrando com isso que ha deficiéncias no sistema de produgdo (CERQUEIRA e
LEITE, 1995). A partir dos anos 90, gradativamente, algumas cooperativas de laticinios iniciaram a
implantacdo de programas de pagamento do leite por qualidade, tendo por base as provas de
redutase, crioscopia e contagem global de micro-organismos aerdbios meséfilos (MULLER, 2002).

O controle microbiologico em amostras de leite é realizado principalmente atraves da
pesquisa de micro-organismos indicadores que, quando presentes, podem fornecer informacdes
sobre as condigdes sanitarias da producdo, do processamento, ou armazenamento, assim como a
possivel presenca de patogenos e estimativa da vida de prateleira do produto (TAMANINI et al.,
2007).

Atualmente, a competitividade dos mercados induz o consumidor brasileiro a tornar-se
mais exigente em relacdo a qualidade dos produtos ofertados. A industria laticinista tem-se
modernizado e exigido do produtor uma matéria-prima de melhor qualidade, na tentativa de torna-

se mais competitiva. Para assegurar a qualidade, foram implantadas normas nacionais de padrées de
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qualidade do leite, determinadas pelo Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite, do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (RIBEIRO e CARVALHO, 2007) e
pela Instru¢cdo Normativa 51.

A versdo definitiva das novas normas de producdo leiteira foi publicada na Instrugédo
Normativa n® 51 (IN 51), de 18 de setembro de 2002, que determina novas normas na producao,
identidade e qualidade de leites tipos A, B, C, pasteurizado e cru refrigerado, além de regulamentar
a coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a granel (BRASIL, 2002).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade microbiologica do
leite cru refrigerado de duas propriedades rurais de Frutal/MG, sendo uma com ordenha mecanica e

outra com ordenha manual.

2 Material e Métodos

Coleta e preparacao das amostras

As amostras de leite cru refrigerado foram coletadas semanalmente, durante 5 semanas, em
duas propriedades rurais localizadas no municipio de Frutal/MG, sendo uma com ordenha mecanica
e outra com ordenha manual.

As amostras foram coletadas e transportadas assepticamente e colocadas em frascos
esterilizados, sendo acondicionadas em caixa de material isotérmico, contendo cubos de gelo, e
levadas até o laboratdrio de Microbiologia da Universidade do Estado de Minas Gerais (UEMG,
campus de Frutal), sendo mantidas sob baixa temperatura até o momento das analises
microbiologicas, as quais foram realizadas no maximo em 2 horas.

O leite foi medido assepticamente e 25 mL de cada amostra foram adicionados a 225 mL de
agua peptonada 0,1% esterilizada. Ap6s homogeneizacdo das amostras, foram preparadas as demais

diluicdes decimais, que foram utilizadas nas analises microbiologicas.

Analises microbioldgicas do leite cru refrigerado

As analises microbioldgicas feitas no leite das duas propriedades estdo descritas abaixo.

Contagem de bactérias meséfilas

Para a quantificagdo de bactérias mesodfilas foram feitas as contagens padrédo em placas com
incubagdo a 35 £ 1 °C/48 h pelo método de “pour plate”, em Agar Padrio para Contagem (PCA),
em duplicata, em diferentes diluicbes. Apos o periodo de incubacdo, foram contadas as coldnias,
nas placas que apresentaram crescimento no intervalo de no minimo 25 e no méaximo 250 coldnias

por placa.
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Contagem de bactérias psicrotroficas

Para a quantificacdo de bactérias psicrotroficas foram feitas as contagens padrdo em placas
com incubago a 7 °C, durante 10 dias, em Agar Padrdo para Contagem (PCA), em duplicata, em
diferentes diluicGes. Apos o periodo de incubacdo, foram contadas as colbnias, nas placas que

apresentaram crescimento no intervalo de no minimo 25 e no maximo 250 col6nias por placa.

Determinacéo de coliformes totais e fecais

Para a determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais, de cada diluigcédo
(10" a 10%), foram tomadas trés porcdes de 1 mL cada e inoculadas, respectivamente, em trés tubos
contendo 9 mL de Caldo Verde Brilhante Bile 2% com tubo de Durham invertido, incubando-os a
35 °C, durante 24 a 48 horas. A prova foi considerada positiva somente quando se verificou
turvacdo do meio e producdo de gas nos tubos de Durham, dentro de um periodo de incubacéo
maximo de 48 horas. A determinacdo quantitativa foi realizada de acordo com a técnica do NMP,
recomendada pela American Public Health Association (1992).

Uma algada de cada cultura foi tomada dos tubos positivos de Caldo Verde Brilhante Bile
2% e transferida para tubos de Caldo E.C, contendo tubos de Durham invertidos, e incubados a 45,5
°C, em banho-maria com agitacdo, para determinacdo de coliformes termotolerantes. Apds a
incubacédo por 24 a 48 horas foi realizada a leitura, e 0s tubos que se apresentaram turvacdo do meio
e producdo de gas foram considerados positivos. Para cada dilui¢do, o nimero de tubos positivos foi
anotado e quantificado através da tabela de NMP, determinando, assim, o NMP de bactérias

coliformes termotolerantes por mL de leite cru refrigerado.
3 Resultados e discussao

Contagem de aerdbios mesofilos

Com relagéo aos resultados das analises para a contagem de aerobios mesofilos, verificou-se
que a propriedade de ordenha manual apresentou valores superiores aos resultados obtidos da
propriedade de ordenha mecanica, variando esses resultados entre 7,9 x 10%a 4,0 x 10° UFC mL*
para a manual, enquanto que a maxima contagem na ordenha mecanica esteve em 6,4 x 10* UFC
mL? (Tabela 1).

O leite obtido da propriedade de ordenha mecanica funciona em circuito fechado, saindo
direto da vaca pelas mangueiras do circuito e caindo direto no tanque, j& sendo rapidamente
resfriado, o que pode justificar a baixa contagem de aerdbios meséfilos. JA o leite obtido da
propriedade de ordenha manual é deixado em latdes durante o periodo da ordenha e sé apos o

término dela é levado para o tanque de expanséo, ficando certo periodo em alta temperatura, 0 que
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provoca a multiplicacdo de micro-organismos aerobios mesofilos. Assim, os resultados obtidos

podem comprovar a importancia do resfriamento logo apds a ordenha.

Tabela 1 - Contagem de mesdfilos totais no leite cru refrigerado, das propriedades analisadas

Mesdfilos totais (UFC.mL™)

Coleta Ordenha Mecanica Ordenha Manual
1 7,9.10° 2,1.10°
2 2,8.10 6,2.10
3 6,4.10* 4,0.10°
4 2,3.10* 7,9.10°
5 1,0.10* 2210°
Padr&o 7,5.10°

Moraes et al. (2005) testaram 12 propriedades do Estado do Rio Grande do Sul quanto ao
namero de bactérias mesotfilas e observaram que apenas 3 ficaram dentro do valor exigido pela
legislacao.

Nero, Vicosa e Pereira (2009), também analisando aerébios mesofilos em 60 propriedades
da cidade de Vigosa (MG), sendo 57 de ordenha manual e apenas 3 com ordenha mecéanica de balde
ao pé, observaram que das 60 propriedades, 47 se encontraram com valores permitidos pela
legislacdo, o que indica que a maioria dos produtores adota medidas higiénicas e de conservacao do
leite.

Silva et al. (2011), em analises de mesofilos nas regibes do Agreste de Pernambuco,
obtiveram resultados em média de 8,3 x 10° UFC ml™, resultados esses acima dos padrdes exigidos
para estes micro-organismos.

No presente trabalho, foi observado que os resultados de todas as amostras coletadas
encontraram-se dentro do padréo exigido pela legislacdo para mesofilos totais, que atualmente é de
no maximo 7,5.10° UFC mL™. Com base nestes resultados, fica claro que uma das medidas mais

corretas para o controle desses micro-organismos é a resfriamento do leite logo ap0os sua obtencéo.

Contagem de psicrotroficos
Com relacdo a presenca de psicrotroficos, na propriedade de ordenha mecénica apenas na
12 coleta cresceu esse tipo de micro-organismo, obtendo com valor de 1,8 x 10> UFC mL™. Ja na
propriedade com ordenha manual, houve presenca na 1% e na 5? coleta, variando esses resultados
entre 2,5 x 10% a 1,3 x 10® UFC mL™ (Tabela 2). Estes valores estdo de acordo com a legislagdo
vigente, que diz que a contagem de psicrotréficos ndo deve exceder a 10% o total de meséfilos da

amostra.
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Também de acordo com Pinto, Martins e Vanetti. (2006), contagens de psicrotroficos a
partir de 1,0 x 10° UFC mL™ sdo suficientes para causar alteracdes em leites e derivados, 0 que ndo

foi verificado no presente trabalho.

Tabela 2 - Contagem de psicrotroficos no leite cru refrigerado, das propriedades analisadas

Psicrotroficos (UFC.mL™)

Coleta Ordenha Mecanica Ordenha Manual
1 1,8.10° 1,3.10°
2 ausente ausente
3 ausente ausente
4 ausente ausente
5 ausente 2,5.10°
Padrao No méaximo 10% do total de mesofilos

A refrigeracdo por tempo prolongado nas propriedades leiteiras pode comprometer muito a
qualidade do leite cru, considerando que a refrigeracdo em condic¢Oes inadequadas possibilita o
crescimento da microbiota psicrotrofica, sendo necessarios investimentos continuos em boas
praticas para prevencdo da contaminacao por esses micro-organismos (SANTANA, 2001).

Altas contagens de psicrotroficos em leite implicam em sérios prejuizos econémicos e
tecnolégicos para a indudstria beneficiadora (SILVA et al.,, 2011). Santos (2008), analisando
psicrotréficos em 40 amostras de leite cru refrigerado no estado de Goiés, observaram resultados
bem superiores ao do presente estudo, obtendo resultados que ficaram entre 7,0 x 10° a 4,0 x 10°
UFC mL™, evidenciando a provével falta de higiene da ordenha e instalagdes. Valores bem
superiores também foram encontrados por Silva et al. (2010a), analisando psicrotréficos de
propriedades rurais do Sudoeste Goiano, nas quais encontraram valores de 2,2 x 10° UFC mL™ para
ordenha mecanica e 3,1 x 10° UFC mL™ para ordenha manual.

Segundo Santos (2008), se o leite é submetido a periodos longos de refrigeracéo, o controle
de psicrotroficos na matéria-prima pode ser mais importante do que o controle realizado apds o

processamento.

Contagem de coliformes totais
Quanto a presenca de coliformes totais, em algumas amostras do leite cru refrigerad,
proveniente das propriedades avaliadas, foi evidenciada a presenca deste grupo de micro-
organismos. Na propriedade com ordenha mecénica, todas as amostras apresentaram contagens que
variaram de 4,3 x 10° a 4,6 x 10° NMP mL™. J& na propriedade com ordenha manual, houve

contagens apenas nas 22 e 32 coletas, com resultados que variaram entre 9,2 x 10* a 4,6 x 10° NMP
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mL™ (Tabela 3), ficando claro que a ordenha manual nem sempre apresenta contagens superiores &
ordenha mecénica e que nem sempre € o tipo de ordenha o responsavel por contaminagdes do leite
cru. Em estudo bem semelhante, Silva et al. (2010a), também observaram que a ordenha mecanica

ndo significou a obtencdo de leite de melhor qualidade microbioldgica.

Tabela 3 - NUmero Mais Provavel de coliformes totais no leite cru refrigerado, das
propriedades analisadas

Coliformes totais (NMP.mL™)

Coleta Ordenha Mecanica Ordenha Manual
1 4,6.10° Ausente
2 4,6.10° 9,2.10"
3 4,6.10° 4,6.10°
4 9,3.10° Ausente
5 4,3.10? Ausente
Padrao Nao estabelecido

A contaminacdo do leite por bactérias do grupo coliformes indica a falta de higiene e
sanitizagdo do estabulo, dos colaboradores e dos animais, evidenciando a necessidade de reeducar
o0s procedimentos adotados pelas propriedades (SILVA et al., 2010a).

Silva et al. (2011), analisando 6 propriedades leiteiras no Agreste Pernambucano, para
contagens de coliformes, obtiveram contagens médias de 2,5 x 10° NMP mL™. Silva et al. (2010b),
também observaram contagens elevadas de coliformes em propriedades de Umuarama-PR,
constatando a falta de condi¢Oes para a pratica leiteira. De acordo com os autores, a literatura dita
que apenas contagens acima de 10> UFC mL™ de micro-organismos do grupo coliforme indicam
falhas na higiene durante e entre as ordenhas. Os coliformes sdo considerados indicadores de
contaminac&o, por isso é importante implantar boas préaticas durante todo o processo de obten¢édo do
leite.

Contagens de coliformes termotolerantes
Enquanto os coliformes totais indicam contaminacbes do ambiente, a presenca dos
coliformes termotolerantes (como a Escherichia coli) indica contaminagGes de origem fecal
(FRANCO e LANDGRAF, 2008).
Nos resultados obtidos para coliformes termotolerantes, foi verificada deficiéncia de
condicdes higiénico-sanitarias na obtencdo do leite, principalmente na propriedade de ordenha
mecanica, que apresentou contagens de coliformes termotolerantes, com excecdo da primeira coleta.

Os resultados variaram entre 9,3 x 10% a 1,1 x 10* NMP mL™ . Na propriedade citada foi observado
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no momento da ordenha que as teteiras se arrastavam pelo chao, onde continha fezes dos animais, 0
que pode justificar esses resultados.

A propriedade de ordenha manual apresentou contagens na 22 e 32 coletas, com valores
inferiores, entre 2,3 x 10> a 4,3 x 10°NMP mL™ (Tabela 4).

Tabela 4 - Nimero Mais Provavel de coliformes termotolerantes no leite cru refrigerado,
das propriedades analisadas

Coliformes termotolerantes (NMP.mL™)

Coleta Ordenha Mecanica Ordenha Manual
1 ausente ausente
2 9,3.10 2,3.10°
3 1,1.10* 4,3.10
4 9,3.10? ausente
5 2,4.10° ausente
Padrao Nao estabelecido

Citadin et al. (2007), analisando coliformes termotolerantes na regido oeste do Parana,
observaram resultados entre 1,6 x 10 a 1,1 x 10* NMP mL™. Moraes et al., (2005), também
constataram a presenca de coliformes termotolerantes em 8 propriedades do Estado do Rio Grande
do Sul, sendo que foram analisadas 21 propriedades de ordenha mecénica, ficando evidenciado a
deficiéncia de higiene.

Segundo Arcuri et al. (2008), todos os produtores deveriam se esforcar ao maximo para a
melhoria das condicBes higiénicas durante a ordenha, a fim de reduzir os niveis de contaminagéo

microbiana e atender os padrdes exigidos pela legislacao.

4 Concluséo

Em todas as amostras analisadas quanto a presenca de mesofilos e psicrotroficos, os
valores se mantiveram dentro do permitido pela legislacdo. Por outro lado, mesmo ainda néo
havendo padrdo pela legislagdo, apresentou contagens insatisfatorias para coliformes totais e
termotolerantes, especialmente na propriedade com ordenha mecanica. Assim, os procedimentos de

higiene e limpeza por parte dos colaboradores poderiam ser aplicados com mais rigor.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the quality of refrigerated raw milk obtained from rural
properties of Frutal/MG, with two types of milking (mechanical and manual). Aerobic mesophilic,
psychrotrophic and total coliforms and thermotolerant were analyzed. For the mesophilic aerobic
microorganisms, the results ranged from 7.9 x 10° to 2.2 x 10° CFU mL™ (manual milking), and
between 7.9 x 10% to 6.4 x 10* CFU mL™ (mechanical milking). In the psychrotrophic count, only in
the first collect of milk from the mechanical milking had this kind of microorganism, with a value of
1.85 x 10> CFU mL™?, while in the manual milking had scores in the first and last collection,
ranging from 2.5 x 10% to 1.3 x 10° CFU mL™. Regarding the presence of coliforms, were found
higher counts on the property of mechanical milking, which was the presence of total coliforms in
all the samples, with results from 4.3 x 10° to 4.6 x 10° MPN mL™. Four samples showed
thermotolerant coliforms, ranging from 9.3 x 10% to 1.1 x 10* MPN mL™. In the property with
manual milking, there was the presence of total coliforms in two samples, with values from 9.2 x
10" to 4.6 x 10> MPN mL™, which also showed thermotolerant coliforms, with counts between
2.3.10° to 4.3.10° MPN mL™. All values for mesophilic and psychrotrophic were within the limits
required by legislation. For the coliforms, although there is no established standard for raw
refrigerated milk, high counts may indicate deficiencies in hygiene practices during the milking.

Key - words: Microbiological quality; raw refrigerated milk; mechanical milking; manual milking
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