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YAMADA, A. K. Rastreamento de contamina¢cdes microbioldgicas e residuos de
proteina em industrias de laticinios. 2011. 76 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O leite, por sua riqueza em nutrientes, representa uma importante fonte alimentar
para o homem e um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de um
grande namero de micro-organismos. Portanto, detectar rapidamente e solucionar o
problema das contaminagBes no leite € um desafio para a industria de alimentos.
Este trabalho teve como objetivo determinar os principais pontos de contaminacgao
dentro da industria de leite pasteurizado bem como 0s pontos que apresentam
residuos de alimento apos a limpeza. Foram colhidas amostras de leite e swabs de
superficie dos equipamentos envolvidos no processo de pasteurizagdo de 8
laticinios em 9 rastreamentos no estado do Parana para determinar a contagem de
micro-organismos aerobios mesoéfilos (AM), coliformes totais (CT) e Escherichia coli
(EC). Para contagem de AM realizou-se a semeadura em Agar Padrdo de Contagem
(PCA). Para enumeracéo de CT e E. coli foi utilizado o sistema 3M™ Petrifim™ e
para detectar residuos de proteinas no equipamento utilizou-se o teste Clean-
Trace™ Surface Protein Plus 3M™. Os principais pontos de contaminagao do leite
pasteurizado por AM, CT e EC foram o tanque de equilibrio antes da empacotadeira,
0 tanque pulmédo da empacotadeira e as partes internas da empacotadeira. Os
pontos que apresentaram resultado positivo para presenca de residuos de proteina
foram a tubulacdo de entrada do tanque de equilibrio antes da empacotadeira, o
tanque de equilibrio antes da empacotadeira e a tubulacdo de entrada de leite no
tanque pulmdo da empacotadeira. Os laticinios utilizam concentragbes e
temperaturas inadequadas para circulacdo das substancias utilizadas na limpeza e
sanitizacdo dos equipamentos, 0 que resulta em higienizacdo ineficiente ou ainda
comprometimento do equipamento ao provocar corrosao das superficies e desgaste
precoce das borrachas de vedacgéo. O teste para detec¢do de residuos de proteinas
pode representar uma importante ferramenta para avaliar a eficiéncia da limpeza de
equipamentos, uma vez que oferece resultados imediatos, permitindo corre¢des que
podem evitar perdas e problemas aos laticinios. Em muitos casos ndo se conseguiu
detectar contaminacdes em superficies da empacotadeira, por terem origem em
pontos internos, inacessiveis a coleta de amostras. No entanto, ficou evidente a
relacdo desses pontos com a contaminacdo do leite pasteurizado embalado, j& que
este apresentou contagens de AM, CT e EC superiores as do leite antes de passar
pela empacotadeira.

Palavras-chave: Leite. Clean-Trace™. Aerdbios mesofilos. Escherichia coli.
Proteina.



YAMADA, A. K. Tracing of microbiological contamination and protein residues
in dairy industries. 2011. 76 f. Dissertation (Animal Science Master Degree) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

Milk, for its nutritional richness, represents an important food source for humans and
an excellent culture medium for the development of a great number of
microorganisms. Therefore, quick detecting and solving contamination problems in
milk is a challenge for the food industry. This study aimed at determining the main
contamination spots in pasteurized milk industry as well as food residues in surfaces
after cleaning. Milk samples and surface swabs were collected in 8 dairy industries of
Parana state in 9 tracings for mesophilic aerobes (MA), total coliforms (TC) and
Escherichia coli (EC) enumeration. Samples were sowed in Plate Count Agar (PCA)
for MA while 3M™ Petrifilm™ was used for TC and E. coli enumeration. Detection of
protein residues was possible using the 3M™ Clean-Trace™ Surface Protein Plus
test. The main contamination spots of pasteurized milk by MA, TC and E. coli were
the balance tank before the milk packing machine, the balance tank on top of the
packing machine and internal parts of the packing machine itself. Positive results for
protein residues presence were found on the milk inlet pipe of the balance tank
before the packing machine, the balance tank itself and the milk inlet pipe of the
balance tank on top of the packing machine. The dairy industries use inadequate
temperatures and concentrations of circulating substances for cleaning and sanitizing
the equipment, which results in inefficient sanitation or it can compromise the
equipment by causing corrosion of the surfaces and early wear of rubber gaskets.
The test for detecting protein residues can represent an important tool for the
evaluation of equipment cleaning efficiency, with immediate results, which allows
interventions that can prevent losses and problems to the industries. In many cases,
contamination detection in surfaces of the packing machine was not possible for they
were in inner parts of this equipment, inaccessible to sample collecting. However, the
relation of this spots with pasteurized milk contamination became clear since packed
milk showed superior MA, TC and E. coli contamination compared to milk collected
right before passing through the packing machine.

Keywords: Milk. Clean-Trace™. Mesophilic aerobes. Escherichia coli. Protein.
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1 INTRODUGCAO

O leite € considerado um dos alimentos mais completos e
equilibrados quanto a composicdo de nutrientes a disposicdo do homem, sendo
amplamente consumido tanto na sua forma liquida quanto na forma de derivados.
Por ter em sua composicdo carboidratos, lipideos, minerais, proteinas e vitaminas, é
um alimento muito vulneravel a alteracdes fisico-quimicas e sensoriais. Além disso,
a deterioracdo provocada por micro-organismos pode causar modificagcdes que
limitam a durabilidade do leite e seus derivados, e assim levar a problemas de saude
publica e prejuizos a industria (FREITAS; OLIVEIRA; SUMBO, 2002).

A contaminacdo por micro-organismos tem sido atribuida a
deficiéncias em toda a cadeia do leite, desde o0 manejo e higiene durante a ordenha
a problemas sanitarios como elevados indices de mastites, descuidos com a correta
desinfeccdo e manutengédo de equipamentos e a falta de treinamento das pessoas
envolvidas no processo produtivo (PADILHA; FERNANDES, 1999; FRANCO et al.,
2000; GUIMARAES, 2002; CARDOSO; ARAUJO, 2003; VALLIN et al., 2009;
MATTOS et al., 2010; BELOTI et al., 2011).

A qualidade do leite € uma constante preocupacdo para técnicos e
autoridades ligadas a area de saude pelo risco de veiculacdo de micro-organismos
patogénicos (LEITE JR; TORRANO; GELLI, 2000; TIMM et al., 2003). No entanto,
uma elevada carga de micro-organismos traz problemas também para a industria.
Mesofilos e/ou psicrotroficos sdo micro-organismos que degradam os constituintes
do leite e alteram as propriedades fisico-quimicas, importantes na manutencdo da
qualidade do produto. Além disso, muitas bactérias contaminantes do leite cru
produzem enzimas cuja atividade afeta a qualidade do leite e dos seus derivados,
causando problemas tecnolégicos e prejuizos as industrias de laticinios (PINTO;
MARTINS; VANETTI, 2006).

A saude do rebanho leiteiro, boas praticas durante a ordenha e a
conservacdo do leite em baixas temperaturas durante seu armazenamento na
propriedade e no transporte até sua chegada a industria, sdo procedimentos
fundamentais para evitar o desenvolvimento de micro-organismos responsaveis pela
deterioracédo do leite. Aléem da matéria-prima de boa qualidade, o processamento,

manipulacdo, transporte e armazenamento devem ser adequados. Por esse motivo,
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o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, através da Instrucdo
Normativa 51 (BRASIL, 2002), estabeleceu critérios para a producéo, identidade e
gualidade do leite.

O leite produzido no Brasil apresenta baixa qualidade microbioldgica,
que pode ser verificada através de altas contagens de micro-organismos indicadores
de higiene, como aerdbios mesofilos e coliformes (NERO et al., 2004; ARCURI et al.,
2006; NERO; VICOSA; PEREIRA, 2009). E necessaria, para a seguranca do leite, a
eliminacdo dos micro-organismos patogénicos usualmente pela aplicacdo de
tratamentos térmicos. O processo de pasteurizacdo atende esse objetivo, mas deve-
se ter preocupacdo com as etapas poés-pasteurizacdo: embalagem, transporte e
comercializacdo, etapas onde a recontaminacdo pode comprometer a seguranca do
produto.

Diversos trabalhos com leite pasteurizado desenvolvidos em
diferentes regifes do pais tém evidenciado um elevado percentual de amostras fora
dos padrbes estabelecidos pela legislacdo em vigor para analises microbioldgicas e
fisico-quimicas (FREITAS; OLIVEIRA; SUMBO, 2002; TINOCO et al., 2002;
OLIVEIRA; NUNES, 2003; POLEGATO; RUDGE, 2003; TAMANINI et al., 2007).

Detectar rapidamente e solucionar o problema das contaminacdes
pbs-pasteurizacdo € um desafio que a industria de alimentos enfrenta diariamente. A
falta de ferramentas que permitam identificar rapidamente a eficiéncia da limpeza
acabam por promover a vulnerabilidade do leite a contaminacfes. Um grande
problema enfrentado pela indastria € a demora para obtencéo de resultados sobre a
eficiéncia da limpeza e sobre a qualidade dos produtos através da microbiologia
tradicional, que n&do oferece resultados em menos de 48 horas. Algumas
ferramentas hoje disponiveis no mercado para avaliar deficiéncias no processo de
limpeza buscam residuos de matéria organica ao invés de micro-organismos, e tém
a vantagem de oferecer resultados imediatos, permitindo medidas corretivas ou
mesmo a determinacdo de nova limpeza antes do processamento do alimento,
evitando sua contaminagcédo. A bioluminescéncia, por exemplo, busca residuos de
Adenosina Tri-fosfato (ATP) como indicador da presenca de matéria organica. No
entanto, o custo elevado do teste e a necessidade de equipamento para leitura
limitaram a disseminacao irrestrita do método (COSTA, 2001).

Com o mesmo intuito de obter informacBes sobre a limpeza de

superficies onde sédo beneficiados alimentos, foi lancado em marco de 2010 pela
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3M™ do Brasil o Clean-Trace" Surface Protein Plus, que recolhe residuos de
proteina e outras substancias redutoras, resultantes do processamento de
alimentos, que nao foram retirados pela limpeza (3M, 2009). Os residuos de
alimentos sé&o a fonte de nutrientes para a proliferacdo microbiana. A auséncia de
residuos restringe o crescimento e multiplicacdo de micro-organismos. No entanto,
por se tratarem de ferramentas recentemente desenvolvidas e disponibilizadas

comercialmente, praticamente ndo ha estudos de campo sobre sua eficiéncia.

1.1 PRODUCAO DE LEITE NO BRASIL E NO MUNDO

De acordo com a Organizacéo das Nac¢des Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO), a producdo mundial de leite em 2008 chegou a mais de 578
milhdes de toneladas. O Brasil aparece como sexto maior produtor, com mais de 27
milhdes de toneladas. De acordo com o quadro 1, os Estados Unidos aparecem
como maiores produtores com 14,9% da producdo mundial, seguidos pela india
(7,6%) e China com 6,2% (FAO, 2010).

Producéao anual
Posigéo Pais milhdes de toneladas

(%)

1° Estados Unidos 86,16 (14,9)

20 india 44 1 (7.6)

3° China 356,85 (6,2)

40 Russia 32,09 (5,5)

50 Alemanha 28,65 (4,9)

6° Brasil 27,57 (4,7)

7° Franca 24 51 (4,2)

8° Nova Zelandia 15,21 (2,6)

9° Reino Unido 13,71 (2,3)

100 Poldnia 12,42 (2,1)

Quadro 1 — Principais paises produtores de leite no mundo - 2008
Fonte: FAO (2010)
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No primeiro semestre de 2010 a exportacdo de leite in natura no
Brasil foi significativamente maior em relacdo ao primeiro semestre de 2009 e a
quantidade de leite destinado a industrializacdo foi de 5,1 bilhdes de litros (IBGE,
2010).

No Brasil, o agronegécio do leite contribui para a diminuicdo da
evasao rural e também desempenha um importante papel no suprimento de
alimentos e geracédo de empregos e renda, tanto no meio urbano quanto rural (DIAS;
OLIVEIRA, 2004).

A producao de leite esta presente em todos os estados do Brasil,
sendo que a maior producdo é originada da regido Sudeste. A producédo de leite
alcangou 29,1 bilhdes de litros no Brasil em 2009, uma alta de 5,6% em relacdo ao
ano anterior, segundo pesquisa divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). O principal produtor nacional é o estado de Minas Gerais com
27,2% do total produzido, seguido pelo Rio Grande do Sul (11,6%). De acordo com o
quadro 2, a producdo do Parané colocou o estado na terceira posi¢do, com 11,4%
do total produzido, seguido por Goias, cuja producdo corresponde a 10,3% (IBGE,
2010).

Producdo anual
Posicao Estado

milhées de litros (%)
1° Minas Gerais 7.931,11 (27,2)
2° Rio Grande do Sul 3.400,17 (11,6)
3° Parana 3.339,30 (11,4)
40 Goias 3.003,18 (10,3)
50 Santa Catarina 2.237,80 (7,6)
6° Sao Paulo 1.583,88 (5,4)
7° Bahia 1.182,01 (4,0)
8° Pernambuco 788,25 (2,7)
9° Rondbdnia 746,87 (2,5)
10° Mato Grosso 680,58 (2,3)

Quadro 2 — Principais estados produtores de leite no Brasil - 2009
Fonte: IBGE (2010)
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No estado do Parand, trés bacias leiteiras se destacam na producéo
de leite, a Centro-Oriental, a Oeste e Sudoeste, que concentram 48,5% dos
produtores de leite do estado e 53% da producéo estadual de leite. O setor foi
incentivado pela criacdo do programa governamental Leite das Criangas, que
estimulou os pequenos produtores adquirindo a producdo, melhorando a renda e
criando empregos. Os laticinios paranaenses processam, em média, 1,7 bilhdo de
litros de leite ao ano, segundo uma pesquisa recente do Instituto Paranaense de
Desenvolvimento Econdémico e Social (IPARDES) juntamente com o Instituto
Paranaense de Assisténcia Técnica e Extensédo Rural (EMATER) (IPARDES, 2010).

O leite tem grande importancia na alimentacdo sob o aspecto
nutritivo, mas também é um excelente meio de cultura para micro-organismos devido
a suas caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de &agua, pH préximo ao
neutro, além da riqueza em nutrientes (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

No Brasil, de modo geral, o leite é obtido sob condi¢des higiénico-
sanitarias deficientes, apresentando um numero elevado de micro-organismos o que
representa um risco a saude dos consumidores, principalmente quando consumido
sem nenhum tipo de tratamento térmico (NERO; MAZIERO; BEZERRA, 2003; NERO
et al., 2004).

A comercializagédo informal de leite in natura, ou seja, que nao foi
submetido a nenhum tipo de beneficiamento, nem controle de qualidade, € comum
em algumas regides do pais, devido ao baixo custo e também pela falta de
informacdo sobre os riscos desta pratica (NERO; MAZIERO; BEZERRA, 2003;
TAMANINI, 2008).

Em 2002, entrou em vigor no Brasil a Instrugdo Normativa 51
determinando a adocéo de varias medidas que possibilitam a obtencdo de um leite
seguro e de boa qualidade. O objetivo principal de tais regulamentacdes é garantir a
qualidade do leite, determinando padrbes para caracteristicas quimicas,
organolépticas e microbiolégicas do leite cru a ser utilizado como matéria-prima e
também do leite pasteurizado (BRASIL, 2002).
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1.2 PASTEURIZACAO DO LEITE

O processo de pasteurizagcdo do leite promove a eliminacdo de
micro-organismos patogénicos e de uma grande parcela de micro-organismos
saproéfitas e deteriorantes. Um dos fatores que interferem na sua eficiéncia é
exatamente a qualidade do leite cru, que esta relacionada com o grau de
contaminagdao inicial e com o bindbmio tempo/temperatura em que o leite permanece
desde a ordenha até o processamento (MUTUKURIMA et al., 1996).

De acordo com Souza e Cerqueira (1996), o processo de
pasteurizacdo € eficiente quando elimina toda a flora patogénica e reduz o nimero
de micro-organismos ndo patogénicos, sem alterar a composi¢do, o equilibrio fisico-
quimico, sabor e aroma do leite. A pasteurizacao pode ter uma eficiéncia de 97% a
99,99% na reducdo de micro-organismos do leite, dependendo do binémio
tempo/temperatura utilizado, da quantidade e do tipo de micro-organismos presentes
na matéria-prima (SOUZA; CERQUEIRA, 1996; LOPES; STAMFORD, 1998). O
produto deve ser submetido a uma temperatura entre 72°C a 75°C por 15 a 20
segundos, sendo entdo imediatamente resfriado a temperatura de 4°C e em seguida
envasado em circuito fechado (BRASIL, 2002).

1.3 OBTENCAO E CONTAMINACAO DO LEITE

Enquanto permanece armazenado nos alvéolos da glandula
mamaria sadia, o leite € isento de micro-organismos (MACHADO; CASSOLI, 2002).
A contaminagéo do leite ocorre principalmente durante a ordenha e armazenamento,
etapas em que recebe uma alta carga microbiana e tem sua qualidade
comprometida (BELOTI et al., 2002; FAGAN et al., 2005).

O processo de contaminacédo do leite inicia-se na propriedade rural,
durante e apds a ordenha, por uma deficiéncia de higienizagcdo dos utensilios
utilizados, por descuidos e procedimentos inadequados na higienizagcéo dos animais,
pela ma qualidade da agua utilizada no processo, por ocasido da presenca de

doencas que afetam o rebanho ou ainda pelo proprio homem. Segundo Fagan et al.
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(2005) e Mattos et al. (2010) os principais pontos de contaminacdo na ordenha séo
os tetos dos animais, os trés primeiros jatos, a agua residual e a superficie de
utensilios de ordenha como baldes e latdes. Além disso, os fatores relacionados a
ineficiéncias de transporte e refrigeracao, as longas distancias a serem percorridas,
problemas durante seu processamento e estocagem, também s&o fatores
importantes, que interferem na qualidade do leite. Desse modo, para que seja
mantida a qualidade do leite que serd consumido pela populacdo é preciso produzir,
pasteurizar e comercializar da forma mais higiénica possivel, seguindo as
orientacdes e exigéncias da legislacao.

A ordenha, preferencialmente mecéanica, deve ocorrer dentro dos
mais criteriosos padrdes sanitarios. Mesmo em condi¢cfes Gtimas, o leite ordenhado
apresenta uma carga microbiana que deve ser mantida constante, evitando a
multiplicacdo da mesma no leite (AJZENTAL, 1994).

A prevencdo da contaminacdo deve ser objetivo de toda a cadeia
produtiva do leite. No entanto, apdés a pasteurizacdo, a contaminacdo esti
relacionada também a seguranca do leite. A qualidade microbiologica do leite
pasteurizado é aferida através da quantificacdo de microrganismos indicadores: 0s
aerdbios mesofilos, coliformes a 30°C e 45°C, que tém seus parametros
determinados pela IN 51 (BRASIL, 2002). No entanto, os métodos de contagem pela
microbiologia tradicional e mesmo pela chamada microbiologia rapida exigem no
minimo 48 horas para apresentar resultados, o que € incompativel com a
necessidade da industria, que precisa de resultados imediatos. Ainda, os parametros
utilizados néo indicam precisamente a fonte de contaminagdo na industria. Para
essa determinacdo sao necessarios rastreamentos microbioldégicos através de
“swabs” e plaqueamentos que, embora eficientes, sdo igualmente lentos no
fornecimento de resultados.

Os procedimentos higiénicos adotados durante a obtencdo e
transporte do leite até o estabelecimento de beneficiamento determinaré o tipo e a
quantidade dos contaminantes do leite (PONSANO; PINTO; JORGE, 1999).
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1.4 MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

Os micro-organismos indicadores fornecem informacdes sobre as
condicOes sanitarias da producao, processamento e estocagem. Também indicam a
possivel presenca de patdgenos e potencial de deterioracdo do alimento. Entre os
principais grupos de micro-organismo indicadores de qualidade higiénico-sanitaria
no leite estdo os aerdbios mesobfilos, coliformes e psicrotréficos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

1.4.1 Aerdbios Mesobfilos

Os aerdbios mesdfilos representam um grupo de micro-organismos
comumente utilizados para indicar a contaminacdo total dos alimentos, ja que a
maioria dos contaminantes do leite, tanto deteriorantes quanto patdgenos, pertence
a esse grupo. Possuem capacidade de se desenvolverem em temperaturas entre
20°C e 45°C, e temperatura 6tima de crescimento entre 30°C e 40°C (JAY, 2005).
No leite cru os aerdbios mesdfilos provocam como principal alteracdo a acidez,
decorrente da decomposicéo da lactose em acido latico.

As altas contagens de aerdbios mesodfilos em leite pasteurizado
podem ser um indicativo de uma matéria-prima excessivamente contaminada,
processamento ineficiente, manipulagéo inadequada e higienizagéo ineficiente dos
equipamentos utilizados no processo (TAMANINI et al., 2007).

A quantificacdo da contaminacdo do leite é realizada através da
contagem padrédo em placas (CPP), e o resultado indica a contaminacéo total que o
alimento sofreu, além de permitir uma previsao do tempo de conservagdo comercial
(SILVA; JUNQUEIRA, 1997), que se reflete na validade do produto. O meio de
cultura utilizado para contagem é o Agar Padrdo para Contagem (PCA), e a

metodologia fornece resultados em 48 horas (BRASIL, 2003).
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1.4.2 Psicrotroficos

Psicrotroficos sdo micro-organismos capazes de crescer a 7°C+1,
em 7 a 10 dias (COUSIN; JAY; VASAVADA, 1992). Por esse motivo, um grande
namero de espécies bacterianas, antes consideradas estritamente mesofilicas, estao
hoje incluidas no grupo dos psicrotroficos (SILVEIRA, 1998).

A obrigatoriedade do resfriamento e manutencéo do leite, logo ap6s
a ordenha, a temperaturas entre 4°C e 7°C tem como objetivo controlar o
crescimento de micro-organismos mesofilos. Mas essa medida provocou uma
mudanca na microbiota do leite. O leite refrigerado apresenta uma predominancia de
micro-organismos psicrotréficos, originando outros tipos de altera¢des no leite, como
a proteolise e a lipdlise, que causam grandes prejuizos para a industria (CASTRO;
PORTUGAL, 2000).

Apesar dos psicrotroficos serem facilmente destruidos pela
pasteurizacdo, suas enzimas proteoliticas e lipoliticas sdo termorresistentes e
promovem alteracdes organolépticas no leite e deterioracdo do produto mesmo apos
o tratamento térmico (SANTANA et al.,, 2001; SANTOS; PERESI; LOPES, 1999).
Essas enzimas podem causar gelatinizagéo e sedimentacéo no leite UAT (Ultra Alta
Temperatura), desenvolvimento de sabor e aroma indesejaveis em leite
pasteurizado e diminuicdo no rendimento de queijos (SHAH, 1994).

No leite, os micro-organismos psicrotréficos encontrados com maior
frequéncia sdo os bacilos gram negativos, seguidos pelos bacilos e cocos gram
positivos (SANTANA et al., 2001).

1.4.3 Coliformes a 30°C

Coliformes sdo reconhecidos como indicadores da qualidade
higiénico-sanitaria de alimentos. Sdo facilmente destruidos pelo calor e ndo devem
ser encontrados em alimentos que passaram por um tratamento térmico adequado
(FORSYTHE, 2005).



20

A deteccdo de coliformes em leite pasteurizado tem por finalidade
avaliar as condicfes sanitarias do beneficiamento e também a eficiéncia da
pasteurizagdo, visto que coliformes totais e termotolerantes sdo destruidos na
pasteurizacdo (OLIVEIRA; CARUSO, 1996). Sua presenca em leite pasteurizado
indica pasteurizacdo ineficiente ou recontaminacdo pos-pasteurizacdo (PELCZAR,
1996; TIMM et al., 2003).

Este grupo, também chamado de coliformes totais, € formado por
bactérias da familia Enterobacteriaceae e apresentam capacidade de fermentar a
lactose, produzindo acido e géas, quando incubadas a 35-37°C por um periodo de 48
horas (FRANCO; LANDGRAF, 2008; SIQUEIRA, 1995). S&o bactérias ambientais e
sua presenca estad frequentemente relacionada as praticas ineficientes de higiene
durante a producdo de alimentos e a ma qualidade da 4gua (MORENO et al., 1999).

1.4.4 Coliformes a 45°C

Os coliformes a 45°C, conhecidos também como coliformes
termotolerantes, sdo os coliformes totais que continuam fermentando a lactose com
producdo de gés, quando incubados a 44 - 45,5°C por 48 horas (VANDERZANT;
SPLITTSTOESSER, 1992). Compreende principalmente os géneros Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia e Klebsiella. Indicam contaminacédo de origem fecal, e a

possivel presenca de outros enteropatdgenos no alimento (JAY, 2005).

1.4.4.1 Escherichia coli

A E. coli esta incluida no grupo dos coliformes termotolerantes e
deste grupo, é a Unica bactéria que representa contaminacédo fecal. Isso porque seu
habitat primario € o trato intestinal de animais de sangue quente e corresponde a
95% dos coliformes encontrados em fezes humana e de animais
(HAJDENWURCEL, 1998). E frequentemente isolada em alimentos e em produtos
de origem lactea, inclusive sob refrigeracdo (CATAO; CEBALLOS, 2001; FDA,
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1998). Os outros coliformes termotolerantes se desenvolvem também no ambiente,
prejudicando a relacdo com contaminacéo fecal.

A E. coli pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo Gram-
negativo ndo esporulado, anaerobio facultativo e capaz de fermentar glicose com
producdo de acido e gas. E a espécie predominante na microbiota intestinal de
animais de sangue quente. A E. coli € considerada o melhor indicador de
contaminacdo fecal e da possivel presenca de enteropatégenos (CATAO;
CEBALLOS, 2001).

1.5 METODOS RAPIDOS

Segundo Forsythe (2005), os métodos rapidos em microbiologia tém
sido desenvolvidos para encurtar o tempo entre a coleta da amostra e a obtencao do
resultado, ja que os procedimentos convencionais sao trabalhosos, consomem muito
tempo e impedem a rapida correcdo de falhas de higienizacéao.

Além de facilitar o trabalho do microbiologista, o0s sistemas
comerciais permitem maior confiabilidade e reprodutibilidade. Outras vantagens
importantes sdo a facilidade de estocagem, uso e descarte (FRANCO; LANDGRAF,
2008).

1.5.1 O sistema Petrifilm™ AC e EC

O Petrifilm™ AC consiste de cartdes de papel quadriculado revestido
de polietileno recoberto com nutrientes desidratados e um gel hidrossolavel a frio,
protegido por um filme plastico superior transparente revestido internamente pelo
mesmo gel, além do indicador cloreto de trifeniltetrazélio (TTC), que quando
reduzido pelas colbnias em crescimento, confere a elas uma coloragdo vermelha.

Sua leitura é realizada apés 48 horas de incubacéo a 35°C.
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O sistema Petrifilm™ EC fabricado pela 3M™ permite a contagem de
E. coli e coliformes totais simultaneamente. Utiliza uma mistura desidratada de
nutrientes VRB (Vermelho Violeta Bile), um agente geleificante soltvel a frio, um
indicador de atividade glicuronidasica e um indicador para facilitar a enumeracéo da
colbnia.

O filme superior retém o gas formado pelos coliformes e E. coli que
sao fermentadores de lactose. O gas retido ao redor de colénias vermelhas confirma
a presenca de coliformes, enquanto que as colonias de E. coli sdo confirmadas pela
presenca de coloracéo azul, associada & formacéo de gas. A placa de Petrifilm™ EC

oferece resultados em 48 horas.

1.5.2 3M~ Clean-Trace™ Surface ATP

Esse sistema de monitoramento de higiene tem como base a
mensuracao da quantidade de adenosina trifosfato (ATP), indicativo da presenca de
materiais organicos, como residuos de alimentos, secre¢cdes corporais e residuos
microbiolégicos. Os residuos organicos indicam que a superficie ndo foi
suficientemente limpa, e os residuos séo a fonte de nutrientes para o crescimento de
micro-organismos.

O teste se baseia na reacdo de bioluminescéncia, onde a enzima
luciferase utiliza a energia quimica contida na molécula de ATP para promover a
descarboxilagéo oxidativa da luciferina, resultando na emissao de luz. A quantidade
de luz emitida € proporcional a quantidade de ATP presente e, portanto, ao grau de
carga biolégica. A medicdo é efetuada no 3M" Clean-Trace Lumindmetro, e o0s
resultados aparecem na tela digital do aparelho, em Unidades Relativas de Luz
(RLU).
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1.5.33M" Clean-Trace~ Surface Protein Plus

O teste indica o nivel de higiene apdés a limpeza, a partir da deteccao
de residuos de proteina e outras substancias redutoras. O principio do teste &
baseado na reacdo patenteada de Biureto melhorada, de mudanca de cor dos
reagentes (NUMA, 1996). Em condicdes alcalinas, os ions Cobre (Cu®") formam um
complexo com as ligacdes peptidicas das proteinas e sdo reduzidos a ions cobre
(Cu™). O &cido bicinconinico (BCA) reage com esse ion, formando o complexo roxo
que pode ser visualmente detectado (3M, 2009). A reacdo do Biureto pode ser
utilizada para demonstrar a presenca de proteinas em materiais biolégicos, como
também quantifich-las. A intensidade da cor depende exclusivamente da
concentracao de proteina.

A cor da reacdo do teste indicara o nivel de residuos de proteina na
superficie, e ao se comparar a cor produzida em relacdo aos padrées constantes no
rétulo do Clean-Trace™ Surface Protein Plus pode-se fazer uma estimativa da
eficiéncia da limpeza da superficie amostrada. Uma coloracdo verde indica um
resultado negativo para presenca de residuos de proteina e limpeza eficiente da
superficie amostrada; a coloracdo cinza indica um resultado suspeito para presenca
de residuos, deve-se repetir o teste, e se a coloracdo se mantiver deve-se decidir se
€ necessaria uma nova limpeza; a coloracéo roxa indica um resultado positivo, com
excesso de residuos de proteina do alimento, devendo-se repetir a limpeza antes de

beneficiar o alimento.
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Figural— Variacdo da coloragdo na reacdo do Biureto (adaptado do
boletim técnico - 3M™ Clean-Trace™ Surface Protein
Plus)
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Figura2 — Clean-Trace™ Surface Protein Plus mostrando
resultado que indica residuos de proteina na
superficie amostrada.

Diante da problematica que € a deteccao da contaminacdo do leite
na indastria, tanto pela lentiddo dos métodos disponiveis como pelo custo das
analises, estudos que determinem o0s principais pontos de contaminagdo e
localizacdo de residuos auxiliam no direcionamento de acgbes corretivas e na
implementacdo de procedimentos preventivos na industria. O conhecimento dos
principais focos de contaminacao também permite diminuir os pontos amostrados na
rotina, priorizando pontos de perigo.
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Determinar os principais pontos de contaminagdo microbiologica e

de residuos de alimento em equipamentos de pasteurizacdo de leite em indUstrias

de laticinios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia da limpeza e sanitizacdo das superficies
de equipamentos envolvidos no processo de pasteurizacao do
leite utilizando micro-organismos indicadores: aerobios
mesofilos, coliformes e E. coli.

Avaliar a progressdo da contaminacao do leite no circuito de
pasteurizagdo e embalagem.

Avaliar a limpeza e sanitizacdo das superficies de
equipamentos envolvidos no processo de pasteurizacdo do
leite através da pesquisa de residuos de proteina utilizando o
Clean-Trace" Surface Protein Plus 3M".

Verificar se ha coincidéncia entre pontos de maior

contaminacao e pontos com residuos.
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RASTREAMENTO DE CONTAMINACOES MICROBIOLOGICAS E RESIDUOS DE
PROTEINA EM INDUSTRIAS DE LATICINIOS

RESUMO

O leite, por sua riqueza em nutrientes, representa uma importante fonte alimentar
para o homem e um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de um
grande namero de micro-organismos. Portanto, detectar rapidamente e solucionar o
problema das contaminagBes no leite € um desafio para a industria de alimentos.
Este trabalho teve como objetivo determinar os principais pontos de contaminacgao
dentro da industria de leite pasteurizado bem como 0s pontos que apresentam
residuos de alimento ap0ds a limpeza. Foram colhidas amostras de leite e swabs de
superficie dos equipamentos envolvidos no processo de pasteurizagdo de 8
laticinios em 9 rastreamentos no estado do Parana para determinar a contagem de
micro-organismos aerobios mesoéfilos (AM), coliformes totais (CT) e Escherichia coli
(EC). Para contagem de AM realizou-se a semeadura em Agar Padrdo de Contagem
(PCA). Para enumeracéo de CT e E. coli foi utilizado o sistema 3M™ Petrifim™ e
para detectar residuos de proteinas no equipamento utilizou-se o teste Clean-
Trace™ Surface Protein Plus 3M™. Os principais pontos de contaminagao do leite
pasteurizado por AM, CT e EC foram o tanque de equilibrio antes da empacotadeira,
o0 tanque pulmado da empacotadeira e as partes internas da empacotadeira. Os
pontos que apresentaram resultado positivo para presenca de residuos de proteina
foram a tubulacdo de entrada do tanque de equilibrio antes da empacotadeira, o
tanque de equilibrio antes da empacotadeira e a tubulacdo de entrada de leite no
tanque pulmdo da empacotadeira. Os laticinios utilizam concentragbes e
temperaturas inadequadas para circulacdo das substancias utilizadas na limpeza e
sanitizacdo dos equipamentos, 0 que resulta em higienizacdo ineficiente ou ainda
comprometimento do equipamento ao provocar corrosao das superficies e desgaste
precoce das borrachas de vedacgéo. O teste para detec¢do de residuos de proteinas
pode representar uma importante ferramenta para avaliar a eficiéncia da limpeza de
equipamentos, uma vez que oferece resultados imediatos, permitindo corre¢des que
podem evitar perdas e problemas aos laticinios. Em muitos casos ndo se conseguiu
detectar contaminacdes em superficies da empacotadeira, por terem origem em
pontos internos, inacessiveis a coleta de amostras. No entanto, ficou evidente a
relacdo desses pontos com a contaminacdo do leite pasteurizado embalado, j& que
este apresentou contagens de AM, CT e EC superiores as do leite antes de passar
pela empacotadeira.

Palavras-chave: Leite. Clean-Trace™. Aerdbhios mesoéfilos. Escherichia coli.
Proteina.
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TRACING OF MICROBIOLOGICAL CONTAMINATION AND PROTEIN RESIDUES
IN DAIRY INDUSTRIES

ABSTRACT

Milk, for its nutritional richness, represents an important food source for humans and
an excellent culture medium for the development of a great number of
microorganisms. Therefore, quick detecting and solving contamination problems in
milk is a challenge for the food industry. This study aimed at determining the main
contamination spots in pasteurized milk industry as well as food residues in surfaces
after cleaning. Milk samples and surface swabs were collected in 8 dairy industries of
Parana state in 9 tracings for mesophilic aerobes (MA), total coliforms (TC) and
Escherichia coli (EC) enumeration. Samples were sowed in Plate Count Agar (PCA)
for MA while 3M™ Petrifilm™ was used for TC and E. coli enumeration. Detection of
protein residues was possible using the 3M™ Clean-Trace™ Surface Protein Plus
test. The main contamination spots of pasteurized milk by MA, TC and E. coli were
the balance tank before the milk packing machine, the balance tank on top of the
packing machine and internal parts of the packing machine itself. Positive results for
protein residues presence were found on the milk inlet pipe of the balance tank
before the packing machine, the balance tank itself and the milk inlet pipe of the
balance tank on top of the packing machine. The dairy industries use inadequate
temperatures and concentrations of circulating substances for cleaning and sanitizing
the equipment, which results in inefficient sanitation or it can compromise the
equipment by causing corrosion of the surfaces and early wear of rubber gaskets.
The test for detecting protein residues can represent an important tool for the
evaluation of equipment cleaning efficiency, with immediate results, which allows
interventions that can prevent losses and problems to the industries. In many cases,
contamination detection in surfaces of the packing machine was not possible for they
were in inner parts of this equipment, inaccessible to sample collecting. However, the
relation of this spots with pasteurized milk contamination became clear since packed
milk showed superior MA, TC and E. coli contamination compared to milk collected
right before passing through the packing machine.

Keywords: Milk. Clean-Trace™. Mesophilic aerobes. Escherichia coli. Protein.
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1 INTRODUCAO

Por sua composicéo, o leite é considerado um dos alimentos mais
completos em termos nutricionais e € muito importante para a dieta humana e
animal (TIMM et al., 2003).

O Brasil foi o 6° maior produtor mundial de leite em 2010. No
entanto, de maneira geral, o leite produzido apresenta baixa qualidade
microbiolégica, que pode ser verificada através de altas contagens de micro-
organismos indicadores de higiene, como aerébios mesdbfilos e coliformes (NERO et
al., 2004; ARCURI et al, 2006; NERO; VICOSA; PEREIRA, 2009). Essa
contaminacdo tem sido atribuida a deficiéncias no manejo e higiene durante a
ordenha, elevados indices de mastite, descuidos com a correta desinfeccdo e
manutencdo de equipamentos e a falta de treinamento das pessoas envolvidas no
processo produtivo (PADILHA; FERNANDES, 1999; FRANCO et al., 2000;
GUIMARAES, 2002; CARDOSO; ARAUJO, 2003; VALLIN et al., 2009; MATTOS et
al., 2010; BELOTI et al., 2011).

Por ser uma excelente fonte de proteinas, lipidios, carboidratos,
minerais e agua, o leite torna-se um excelente substrato para o desenvolvimento de
bactérias contaminantes (SOUZA; CERQUEIRA, 1996), e é uma constante
preocupacao para técnicos e autoridades ligadas a area de saude pelo risco de
veiculacdo de micro-organismos patogénicos (LEITE JR; TORRANO; GELLI, 2000;
TIMM et al., 2003). Além disso, a contaminacdo também pode causar problemas
tecnoldgicos e econdmicos nas industrias de laticinios (PINTO; MARTINS; VANETTI,
2006).

A pasteurizacdo deve eliminar contaminantes patogénicos e reduzir
a contagem bacteriana total, mas diversos trabalhos com leite pasteurizado
desenvolvidos em diferentes regides do pais tém evidenciado um elevado percentual
de amostras fora dos padrdes estabelecidos pela legislacdo em vigor para analises
microbioldgicas e fisico-quimicas (FREITAS; OLIVEIRA; SUMBO, 2002; TINOCO et
al., 2002; OLIVEIRA; NUNES, 2003; POLEGATO; RUDGE, 2003; TAMANINI et al.,
2007). As contaminacbes tém maior gravidade quando ocorrem depois da
pasteurizacdo. Detectar rapidamente e solucionar o problema das contaminacdes

pos-pasteurizacao € um desafio que a industria de alimentos enfrenta diariamente.
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Um grande problema enfrentado pela industria é a demora para
obtencéo de resultados sobre a eficiéncia da limpeza e qualidade microbioldgica dos
produtos, através da microbiologia tradicional, que ndo oferece resultados em menos
de 48 horas. Algumas ferramentas hoje disponiveis no mercado para avaliar
deficiéncias no processo de limpeza buscam residuos de matéria organica ao invés
de micro-organismos, e tém a vantagem de oferecer resultados imediatos,
permitindo medidas corretivas ou mesmo a determinacdo de nova limpeza antes do
processamento do alimento, evitando sua contaminacédo. A bioluminescéncia, por
exemplo, busca residuos de Adenosina Tri-fosfato (ATP) como indicador da
presenca de matéria organica (COSTA, 2001). No entanto, o custo elevado do teste
e a necessidade de equipamento para leitura podem ter limitado a disseminacéo do
método.

Os residuos de alimentos séo fonte de nutrientes para a proliferacéo
microbiana, e sua auséncia restringe o crescimento e multiplicacdo de micro-
organismos. Com o mesmo intuito de obter informagbes sobre a eficiéncia da
limpeza de superficies onde serdo beneficiados alimentos, foi lancado pela 3M™ o
Clean-Trace" Surface Protein Plus, que recolhe residuos de proteina e outras
substancias redutoras, resultantes do processamento de alimentos, que nao foram
retirados pela limpeza (3M Health Care, St. Paul, MN, USA).

Como proteina € um nutriente abundante no leite, a higienizacao
deficiente dos equipamentos envolvidos no seu beneficiamento pode ser identificada
pela presenca de residuos deste componente. No entanto, por se tratar de uma
ferramenta recentemente desenvolvida e disponibilizada comercialmente, ndo ha
estudos sobre sua eficiéncia.

O objetivo deste trabalho foi determinar os principais pontos de
contaminacgdo, sobretudo ap6s a pasteurizacdo em laticinios, bem como verificar
pontos com residuos de alimentos. Como foram encontradas referéncias sobre a
eficiéncia do Clean-Trace™ Surface Protein Plus, foi realizado também um teste para

avaliar sua capacidade de deteccao de residuos de proteina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 TESTE DE SENSIBILIDADE DO CLEAN-TRACE™ SURFACE PROTEIN PLUS

Para avaliar a sensibilidade do swab Clean-Tracetm Surface Protein
Plus 3M™, utilizou-se 2 amostras de leite pasteurizado. Foram realizadas duas
séries de diluicbes decimais do leite pasteurizado em agua destilada, em duplicata.
Cada diluicdo representou uma concentracdo diferente de proteina. Um tubo
contendo 4gua destilada e um tubo contendo leite integral representaram o controle
negativo e positivo, respectivamente. A concentragdo aproximada de proteina de
cada diluicdo foi estimada tomando-se por base a concentragdo meédia de proteina
do leite, que é 35 g/L (GONZALEZ; DURR; FONTANELI, 2001), e pela avaliac&o por
meio de fitas para dosagem de proteina na urina (Uriclin 10, Laborclin), em ambas
as series de tubos.

As duas séries de diluicdes (integral até 10™°) foram distribuidas em
placas de petri descartaveis vazias, em duplicata, na quantidade de 100 puL, e
espalhadas por toda a superficie. As placas foram entdo colocadas em estufa a
35°C por 2 horas e 30 minutos para secagem. ApGs a secagem das placas o swab
Clean-Tracetm Surface Protein Plus 3M™ foi umedecido, e aplicado, conforme
orientacdo do fabricante em toda a area da placa de petri. A leitura dos swabs foi
realizada apos 10 minutos de incubagdo a temperatura ambiente. A interpretacédo
dos resultados foi realizada conforme orientacbes do fabricante: uma coloracao
verde indica um resultado negativo para presenca de residuos de proteina e limpeza
eficiente da superficie amostrada; a coloracdo cinza indica um resultado suspeito
para presenca de residuos, deve-se repetir 0 teste, e se a coloracdo se mantiver
deve-se decidir se é necessaria uma nova limpeza; a coloragdo roxa indica um
resultado positivo, com excesso de residuos de proteina do alimento, devendo-se

repetir a limpeza antes de beneficiar o alimento.
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Amostragem

A pesquisa foi conduzida em oito laticinios produtores de leite
pasteurizado, em diferentes municipios, localizados na regido norte e central do
estado do Parana, no periodo de agosto de 2010 a janeiro de 2011. As visitas eram
pré-agendadas nos laticinios, que se localizam nos municipios de Andira,
Arapongas, Bandeirantes, Califérnia, Cornélio Procépio, lvaipord, Jaboti e Jandaia
do Sul. Duas amostragens foram realizadas em Jaboti-PR, totalizando nove
rastreamentos. Todos os laticinios utilizavam sistema de pasteurizacédo rapida com
pasteurizador em placas. Em cada laticinio foi aplicado um questionério (Anexo A)
contendo questdes a respeito da producéo do leite e procedimentos adotados para

higienizacdo do equipamento de pasteurizacao.

Coleta de amostras

Logo apos o enxague final dos equipamentos de beneficiamento do
leite, que tem por finalidade remover todos os produtos quimicos utilizados na
limpeza e sanitizacdo, e antes da passagem do leite, foram colhidas amostras das
superficies do equipamento de pasteurizacdo e envase do leite através da técnica
de esfregaco de superficie (ABNT, 1988), utilizando Quick Swabs 3M™ (3M
Company, St. Paul, MN, USA) contendo 1 mL de caldo Letheen e moldes plasticos
estéreis como delimitadores de area. A amostragem foi realizada utilizando dois
swabs por superficie, para que se obtivesse quantidade de caldo Letheen suficiente
para todas as analises: contagem de AM, CT e EC. Todos 0s pontos de passagem
do leite dentro da sala de pasteurizacdo foram amostrados, de acordo com a
possibilidade de acesso em cada laticinio. O circuito de beneficiamento e os pontos

amostrados estdo demonstrados na Figura 1.
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Pontos de amostragem Swab micrr:'obiolégico am);;?gada C!ean-nTracew
cm
1 Tubulag&o/ mangueira entrada leite cru 6 3 6
2 Tanque equilibrio do pasteurizador 8 50 8
3 Tubulacéo entrada pasteurizador 4 3 4
4 Tubulagéo valvula retorno pasteurizador 5 3 5
5 Tubulacéo saida pasteurizador 8 3 8
6 Tubulacéo entrada tanque de equilibrio entre 5 5 5
pasteurizador e empacotadeira
7 Tanque de equilibrio entre pasteurizador e g 50 5
empacotadeira
8 Tubulacéo entrada tanque pulméo da 5 3 5
empacotadeira ou tubulac&o entrada empacotadeira
9 Tanque pulm&o empacotadeira 5 50 5
10 Tubulacéo saida tanque pulm&o empacotadeira 1 3 1
11 Embalagem antes da passagem pela luz
ultravioletag i . & 3 NR
12 Embalagem apds passagem pela luz ultravioleta 8 3 NR
13 Espelho de dobra do filme na empacotadeira 8 3 8
14 Tubulacéo da guia interna da empacotadeira 1 3 1
15 Guia interna da empacotadeira (espeto) 1 Toda’al 1
superficie
16 Superficie de apoio da solda da empacotadeira 1 3 1
Total 86 70

Figural -

Circuito de beneficiamento, pontos e areas de amostragem com swabs

microbioldgicos e testes Clean-Trace™, aplicados em 9 rastreamentos em 8
laticinios do Parana entre 2010 e 2011.

NR = Nao realizado
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Em pontos proximos de onde se realizou os swabs microbiologicos,
foi aplicado o teste Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™, de acordo com as
instrucdes do fabricante (3M Health Care, St. Paul, MN, USA). A utilizag&o ideal do
Clean-Trace" é depois da limpeza e antes da sanitizagéo, uma vez que a remocao
de residuos é objetivo da limpeza e em caso da necessidade de repeti-la,
economiza-se a sanitizagdo. No entanto, devido a dindmica das industrias, iSso ndo
foi possivel, sendo colhidas todas as amostras apds a sanitizacdo e enxague. Os
testes foram mantidos em temperatura ambiente por 10 minutos antes do uso, e
aplicados em uma area de 10 cm por 10 cm utilizando moldes plasticos estéreis. No
caso de tubulacdes de passagem de leite, foi amostrada toda a superficie interna da
tubulaco, até o limite de alcance da haste do teste Clean-Trace  Surface Protein
Plus 3M™. Quando a superficie a ser amostrada estava seca, foi utilizado o
umidificador fornecido pelo fabricante, aplicando-se 4 gotas na ponta do teste. Apés
aplicar os testes em todas as superficies da sala de pasteurizagédo, eles foram
ativados empurrando a parte superior do suporte até que esta estivesse nivelada
com a parte superior do tubo do dispositivo. Os testes foram agitados rapidamente
de lado a lado durante 5 segundos para misturar a amostra ao reagente, mantidos
na posicéo vertical e incubados a temperatura ambiente até a leitura, 10 minutos

depois.

Figura 2 — Testes para deteccao de residuos de proteina
Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™
prontos para leitura, Londrina, 2011.



Figura 3 — Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™ sendo
aplicado na tubulacdo de entrada de leite no
tanque de equilibrio antes da empacotadeira, no
laticinio A, 2011.

Figura 4 — Utilizacdo do Quick Swab 3M™ em
tanque de equilibrio antes do
pasteurizador, no laticinio B, 2011.
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As amostras de leite foram colhidas apds o inicio do processo de
pasteurizacdo nos pontos indicados no quadro 1, apds agitacdo do leite com o
auxilio de concha de ago inoxidavel esterilizada e utilizando bolsas plasticas estéreis
(Nasco®, Estados Unidos). Além disso, foram colhidas duas amostras do produto
beneficiado (saquinhos de leite), uma do inicio da embalagem, e outra colhida entre

a metade e o final do processo, dependendo do volume de leite beneficiado.

Descricdo das amostras n Volume ;:rliwostrado
Leite cru do tanque equilibrio antes pasteurizador 8 250
Leite pasteurizado saida do pasteurizador 7 250
Leite pasteurizado antes de cair tanque equilibrio 7 250
entre o pasteurizador e empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque equilibrio entre o 8 250
pasteurizador e empacotadeira
Leite pasteurizado tanque puimao empacotadeira 5 250
Leite pasteurizado embalado no inicio do 9 1000
processo (1°saquinho)
Leite pasteurizado embalado no final do processo 9 1000
Total 53
Quadro 1 - Pontos de amostragem de leite, total de amostras colhidas e volume

amostrado em 9 rastreamentos em 8 laticinios do Parana entre 2010 e 2011.

As amostras foram transportadas refrigeradas em caixa térmica
contendo gelo reciclavel até o Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (LIPOA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL).
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Preparo das Amostras

Ao chegarem ao laboratério, as amostras de leite foram
homogeneizadas e diluidas em escala decimal seriada com solugdo salina
peptonada estéril 0,85%. As amostras de leite ainda cru foram diluidas até se obter a
diluicdo 10”7 e as amostras de leite pasteurizado até 10°. Quanto as amostras de
superficie, os dois swabs de cada superficie foram homogeneizados formando um

pool, e em seguida diluidos em solucao salina estéril 0,85% até a diluicdo 10~

Contagem total de micro-organismos aerébios mesofilos (AM)

A partir das diluicdes 107, 10 e 103, das amostras de superficies de
equipamentos e leite pasteurizado, realizou-se a semeadura em Agar Padrdo de
Contagem (PCA). Para as amostras de leite cru, semeou-se 1 mL das diluicdes 107,
10° e 107 em profundidade. Todas as amostras foram semeadas em duplicata,
sendo em seguida incubadas a 35°C por 48 horas (BRASIL, 2003). ApGs esse
periodo, fez-se a contagem do nimero de colénias em cada placa, multiplicou-se a
média aritmética das duplicatas pelo respectivo fator de diluicdo e, no caso das
amostras de superficies, foi divido o valor encontrado pela area amostrada,
expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colénia (UFC)/mL para leite e
UFC/cm? para superficies.

Enumeracéo de coliformes totais (CT) e Escherichia coli (EC)

Coliformes totais e E. coli foram enumerados utilizando-se placas
Petriflm™ EC de acordo com as instru¢ées do fabricante (3M Company, St. Paul,
MN, USA). Para as amostras de leite pasteurizado foram semeadas a amostra
integral e as diluicdes 10 e 107, para o leite cru as diluicdes 10, 10°e 107, e para

os swabs, a amostra integral e diluicdo 10™. As placas foram incubadas a 35°C por
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48 horas conforme as orientagcdes do fabricante. Foram considerados coliformes
totais as col6nias vermelhas e azuis com formacao de gas, e as colbnias azuis com
gas foram enumeradas como E. coli. Os resultados foram expressos em UFC de
CT/mL ou cm? e EC/mL ou cm?.

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Foram realizadas analises de acidez pelo método Dornic, indice
crioscopico, peroxidade e fosfatase em todas as amostras de leite. As provas de
densidade e gordura foram realizadas apenas nas amostras do produto beneficiado
(saquinhos de leite). Todas as analises seguiram as metodologias indicadas na IN
68, que oficializa os métodos analiticos fisico-quimicos para controle de leite e
produtos lacteos (BRASIL, 2006).

AVALIACAO DOS RESULTADOS

Os resultados das analises microbiolégicas e de residuos de
proteina das superficies foram avaliados independentemente, uma vez que,
segundo o manual do Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™, o teste tem a
finalidade de detectar residuos de proteina, e bactérias influenciam no resultado
apenas quando presentes em contagens superiores a 10’ UFC por teste.

Os resultados das analises de leite foram comparados aos padrdes
existentes na IN 51 (BRASIL, 2002) (Quadro 2).



Requisitos Integral Padronizado | Semidesnatado Desnatado
Teor .
Gordura, (g/100g) Original 3,0 06a29 max. 0,5

Acidez, (g ac. .
L actico/100mL) 0,14 a 0,18 para todas as variedades quanto ao teor de gordura
Indice (?rpscopmo -0,530 °H (-0.512° C )
maximo
Conéa:lg%q;s:sdrao n=5c=2;m= i,Ox‘IO“
(UFC/mL) M =8,0x10
Coliformes, n=5;c=2;,m=2
NMP/mL (30/35°C) M =4
Coliformes, n=5c=1m=1
NMP/mL(45°C) M=2

Quadro 2 — Padrdes fisico-quimicos e microbiol6gicos para leite pasteurizado.
Fonte: BRASIL (2002)
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste in vitro do swab Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™
demonstrou que ele foi capaz de detectar, de forma eficaz, concentracdes de até
0,35 g de proteina na superficie da placa (Tabela 1). Concentracdes de 0,035 g por
superficie resultaram em leitura inconclusiva (cinza na escala do swab), porém, de

acordo com o fabricante, esse resultado deve ser interpretado como alerta.

Tabelal—- Avaliagdo in vitro da sensibilidade de deteccdo de
proteina do swab Clean-TraceTM Surface Protein Plus

3MTM.
[ r ] r r
Diluicao proteina na Serie | Série ll
placa (g)
Fita swab Fita swab
| 3.5 ++/ +++  roxo xx roxo Xxx ++/ +++ roxo XX roxo xx
-1 35x107  + ++ cinza roxo x  + ++ cinza  roxo X
-2 3,5 x 1072 cinza cinza
-2 3,5x 107  tracos - - tracos - -
-3 3,5x10° - - - - - -
-4 3,5x10* - -
-5 3,5x 107 - -
? Resultado obtido gotejando 100 pL da diluicdo diretamente sobre o swab.
+=0,3 g/L.
++=1¢/L.
+++ =3 g/L.

X = Concentracéo de proteinade 1 a 3 g/L.
XX = Concentracao de proteina > 5 g/L.
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Figura5— Escala de cores obtidas no teste in vitro
comparada com a escala do rétulo do Clean-
TraceTM, Londrina, 2011.

Os resultados dos rastreamentos serdo apresentados da seguinte
forma: os trés rastreamentos cujos produtos finais embalados apresentaram
contagens de AM acima do permitido para leite pasteurizado serdo discutidos
separadamente dos outros seis laticinios e serdo tratados como laticinios A, B e C.

Em todos os laticinios, como ndo podemos deixar de avisar sobre a
visita, houve uma preparacdo para nos receber, que se refletiu numa higienizacéo,
provavelmente, mais rigorosa do que realizam habitualmente. Em alguns deles o
cheiro de cloro era facilmente perceptivel. Estes sanitizantes em excesso prejudicam
tanto a localizacdo de contaminacdes como interferem na deteccéo da proteina, que
tende a ser negativa, conforme alerta o fabricante (3M Company, St. Paul, MN,
USA). Esse fato foi provavelmente responsavel pelas baixas contagens de micro-
organismos obtidas das superficies dos equipamentos nestes laticinios e também
pelo grande numero de resultados negativos para residuos de proteina (Tabelas 2, 3
ed).

Quanto a contaminacgdo do leite nos seis laticinios em que o produto
final ficou dentro dos padroes estabelecidos pela legislacdo para AM, a
contaminacdao média por AM do leite cru colhido do tanque de equilibrio antes do
pasteurizador foi de 1,8 x 10° UFC/mL (Tabela 2), com uma variacdo de 3,8 x 10° a

4,0 x 10° UFC/mL, sendo que 3 (50%) amostras apresentaram contagens acima de
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7,5 X 10° UFC/mL, limite estabelecido pela IN 51. Altas contagens destes micro-
organismos sao indicativas da ma qualidade da matéria-prima, resultado de
procedimentos higiénicos inadequados na ordenha, ma conservacdo do leite na

propriedade ou no transporte até o laticinio (FAGAN et al., 2005).

Tabela 2 — Contagens médias de Aerdbios mesobfilos (AM), Coliformes a 30°C (CT)
e E. coli encontradas nas amostras de leite de 6 laticinios do Parana
entre 2010 e 2011.

Amostras de leite AM ct E. coli
UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Leite cru do tanque equilibrio do 6 4 3
1,8 x 10 55x10 5,3x10
pasteurizador
Leite pasteurizado na saida do 5
2,7x10 <1 <1
pasteurizador
Leite pasteurizado antes de cair no
tanque equilibrio entre o 1,4 x 10* 1 <1
pasteurizador e empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque
equilibrio entre o pasteurizador e 2,6 X 10° 1 <1
empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque 5
_ 1,7 x10 4 2
pulmao empacotadeira
Leite pasteurizado embalado no 5 5
o . 3,6 x10 1,2x10 6
inicio do processo (1°saquinho)
Leite pasteurizado embalado no 3
3,6 x10 1 <1

final do processo

UFC = Unidades Formadoras de Coldnias

Da mesma forma, as contagens de coliformes totais no leite cru
destes seis laticinios variaram de 3,0 x 10° UFC/mL a 1,1 x 10° UFC/mL. Esses
resultados indicam que as condi¢cdes higiénicas de obtencdo do leite foram
insatisfatorias pois, embora ndo haja padrdo, é recomendado que estas contagens
ndo excedam a 1,0 x 10°UFC/mL (CHAMBERS, 2002). As contagens de E. coli
variaram de < 1,0 x 10" UFC/mL a 2,8 x 10* UFC/mL, reforcando a ideia de falta de
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higiene na ordenha e contaminacédo fecal. Com esta contaminacéo, € frequente que
patdgenos se desenvolvam no leite cru.

A pasteurizacdo tem como objetivo principal eliminar os micro-
organismos patogénicos que podem contaminar o leite, tornando-o um produto
inbcuo ao consumo humano. A pasteurizacdo confere seguranca ao leite, no
entanto, contaminacdes poOs-pasteurizacdo podem ocorrer. Assim, a higiene de
todas as superficies em contato com o leite é fundamental para evitar
recontaminacdes pos-pasteurizacao.

Imediatamente apds a pasteurizacdo, foram colhidas amostras de
leite da saida do pasteurizador, nos seis laticinios. Dessas amostras, todas estavam
dentro dos parametros microbiolégicos para leite pasteurizado, com contagens
inferiores a 8,0 x 10* UFC/mL de AM. A reducdo média na contagem de AM quando
comparada ao o leite cru foi de 99,85%, mostrando que a pasteurizacéo foi eficiente.
O resultado foi semelhante ao encontrado por Lopes e Stamford (1998), que
obtiveram uma reducéo de 99,99% de AM ao utilizarem o processo de pasteurizacao
rapida em leite com uma contagem inicial >10° UFC/mL. Para este ponto a
legislacdo determina que a contagem de coliformes a 30°C no leite seja <0,3
NMP/mL de coliformes, parametro atendido por todos os laticinios.

Quanto ao leite pasteurizado embalado destes seis laticinios, a
contagem de AM teve uma variacéo de 8,7 x 10? a 1,2 x 10* UFC/mL, com média de
3,6 x 10° tanto nas amostras de leite pasteurizado embaladas no inicio do
processamento quanto nas amostras de leite pasteurizado no final do processo.
Quanto as contagens de coliformes e E. coli, as amostras apresentaram contagens
médias de 1,2 x 10° UFC/mL nas primeiras embalagens e 1 UFC/mL no final. J&
para E. coli as contagens médias foram de 6 UFC/mL no inicio e <1 UFC/mL no final
da pasteurizacdo. Considerando os padrBes estabelecidos pela IN 51 para leite
pasteurizado (quadro 2), nenhuma amostra estava acima do limite para AM, 2
(33,33%) amostras estavam acima do limite para CT, com 6,9 x 10 e 6,5 x 10?> UFC
de coliformes/mL representando 2 laticinios, e 1 (16,66%) amostra apresentou 30
UFC/mL de E. coli. As diferencas de contagem entre o leite embalado no inicio e no
final do processo de pasteurizagdo se devem provavelmente a um arraste de micro-
organismos que acontece no inicio do processamento (Tabela 2).

Quanto a avaliacdo das superficies dos equipamentos nos seis

laticinios em que a contaminacdo por aerobios mesofilos do produto final néo
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excedeu os limites estabelecidos pela legislacéo, os resultados expostos na Tabela
3 demonstram que a tubulacdo/mangueira de entrada de leite cru, que apresentou
3,6 x 10* UFC/cm? de AM foi o ponto de maior contaminac&o. De acordo com Gill
(1998) e Eisel et al. (1997), superficies visivelmente limpas podem apresentar
contagens totais entre 10 e 10° UFC/cm? O mesmo ponto foi responsavel pelas
maiores contagens de CT e E. coli. A contagem média de CT foi de 1,9 x 10?

UFC/cm?, enquanto que a contagem média encontrada de E. coli foi de 40 UFC/cm?.

Tabela 3 — Contagens médias de Aerdbios mesofilos (AM), Coliformes a 30°C (CT)
e E. coli encontradas nas superficies do equipamento de beneficiamento
~_do leite em 6 laticinios do Parana entre 2010 e 2011.

Superficies amostradas AM cT E. coli
P UFC/ecm? UFClecm® UFC/cm?
Tubulacdo / mangueira entrada leite cru 36x10% 1,9 x 107 40
Tanque equilibrio do pasteurizador 1,2x 10° <0,1 <0,1
Tubulac&o entrada pasteurizador 24 <0,3 <0,3
Tubulacdo valvula retorno pasteurizador 22 <0,3 <0,3
Tubulac&o saida pasteurizador 33 <0,3 <0,3
Tubulac&o entrada tanque de equilibrio entre o 5
) ) 40x10 <0,3 <0,3

pasteurizador e empacotadeira
Tanque de equilibrio entre o pasteurizador e

. 3 <0,1 <0,1
empacotadeira
Tubulacdo entrada tanque pulm&o da

. . 48 <0,3 <0,3
empacotadeira ou tubulacdo entrada empacotadeira
Tanque pulmao empacotadeira 1 <0,1 <01
Embalagem antes da passagem pela luz ultravioleta 31 <0,3 <0,3
Embalagem apos passagem pela luz ultravioleta 36 <0,3 <0,3
Espelho de dobra do filme na empacotadeira 36 <0,3 <0,3

UFC = Unidades Formadoras de Coldnia

Residuos de proteina foram detectados em 33,33% dos 6 laticinios,
na tubulacdo de entrada de leite cru, enquanto 16,66% foram suspeitos para

presenca desses residuos na mesma superficie.
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A tubulacéo de entrada de leite cru, embora evidencie a ineficiéncia
da higienizacdo, tem menor importancia para a seguranca por estar antes da
pasteurizagdo propriamente dita. A matéria-prima ruim € perigosa porque 0S micro-
organismos remanescentes do leite cru acabam colonizando os equipamentos e
recontaminando o leite pasteurizado quando nao ha higienizacdo adequada.

Nas demais superficies amostradas nestes seis laticinios, as
contagens de AM foram baixas e coliformes ausentes (Tabela 3).

Foram encontrados residuos de proteina, em superficies de
equipamentos pos-pasteurizacdo, em apenas um laticinio, demonstrando que a
higienizacdo néo foi suficiente para eliminar completamente os residuos de leite,
embora ndo se tenha detectado contaminacdo. O numero de testes aplicados, de
acordo com o resultado e local amostrado esté representado na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultado de testes aplicados para deteccdo de residuos de
leite apds higienizacdo utilizando o Clean-Trace™ Surface
Protein Plus 3M™, de acordo com a superficie testada, em 9
rastreamentos em 8 laticinios do Parana entre 2010 e 2011.

N Possivel
Auséncia de Presenca de
- . presenca de :
Superficies amostradas residuos . residuos
residuos

n n n
Tubula¢do / mangueira entrada leite cru 3 1 2
Tanque equilibrio do pasteurizador 6 2 0
Tubulagdo entrada pasteurizador 3 1 0
Tubulacao valvula retorno

4 0 1
pasteurizador
Tubulacao saida pasteurizador 6 2 0
Tubulacao entrada tanque de equilibrio 5 ) :
entre o pasteurizador e empacotadeira
Tanque de equilibrio entre o 8 0 :
pasteurizador e empacotadeira
Tubulacao entrada tanque pulmao da
empacotadeira ou tubula¢do entrada 3 1 1
empacotadeira
Tanque pulmao empacotadeira 4 1 0
Tubulacdo saida tanque pulmao 0 ] 0
empacotadeira
Espelho de dobra do filme na

_ 8 0 0

empacotadeira
Superficie de apoio da solda da 0 ] 0
empacotadeira
Tubulacao da guia interna da 0 ) 0
empacotadeira
Guia interna da empacotadeira (espeto) 0 1 0

Os principais pontos onde se detectou aumento da contaminacdo no
leite ja pasteurizado dos seis laticinios foram as amostras de leite colhidas no tanque
de equilibrio entre o pasteurizador e a empacotadeira, que mostrou elevacdo da
contagem de AM e CT do leite em 50% dos laticinios. No tanque pulméo da
empacotadeira, a contaminacéo do leite por CT aumentou em 33,33% dos laticinios

e E. coli em 16,66% dos laticinios. As partes internas da empacotadeira elevaram a
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contagem de CT do leite em 50% dos laticinios e de E. coli em 33,33%. Isso
demonstra que os principais pontos de contaminacdo estdo relacionados a
empacotadeira.

Farias et al. (2005), na Zona da Mata em Minas Gerais, também
observaram recontaminacao do leite pasteurizado tipo B ao coletarem amostras do
tanque de recepcéo de leite cru, saida do pasteurizador e do leite envasado. Apesar
de estarem dentro dos padrdes para contagem de micro-organismos mesofilos, as
amostras do leite envasado apresentaram contagens de coliformes a 45°C acima do
permitido.

Quanto aos trés laticinios onde foram encontradas contagens de AM
acima do permitido nas amostras de leite pasteurizado embalado, o laticinio A
apresentou contagem de AM no leite cru de 6,0 x 10° UFC/mL (Tabela 5). Esta
contagem praticamente ndo se alterou na amostra de leite colhida na saida do
pasteurizador, indicando que o pasteurizador apresentou baixa eficiéncia na reducéo
da contaminacdo proveniente da matéria-prima. O leite embalado continuou
apresentando altas contagens com valores de 4,3 x 10° UFC/mL para AM e 91
UFC/mL para CT. O aparecimento de elevadas contagens de CT (32 UFC/mL) e AM
(4,2 x 10° UFC/mL) no leite do tanque pulmdo da empacotadeira (Tabela 5),
mostram que a empacotadeira também esté relacionada a contaminacao encontrada

no leite embalado e que a limpeza dos equipamentos nao foi eficiente.



Tabela5—-  Rastreamento da contaminagdo do
contagens de Aerdbios mesdbfilos (AM), Coliformes a 30°C
(CT) e E. coli, no laticinio A, entre 2010 e 2011.

leite utilizando-se

Amostras de leite AM cT E. coli
UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Leite cru do tanque equilibrio do 5 4
6,0 x 10 1,2x 10 30
pasteurizador
Leite pasteurizado na saida do 5
6,0x 10 <1 <1
pasteurizador
Leite pasteurizado antes de cair
no tanque equilibrio entre o 9,5 x 10° 3 <1
pasteurizador e empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque
equilibrio entre o pasteurizador e 5,6 x 10° 5 <1
empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque 5
4,2x10 32 <1
pulmao empacotadeira
Leite pasteurizado embalado no 5
4,3x10 91 <1
inicio do processo (1°saquinho)
Leite pasteurizado embalado no .
46x10 78 <1

final do processo

UFC = Unidades Formadoras de Colénias

56
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Tabela6 - Resultado das contagens de Aerdbios mesdfilos (AM),
Coliformes a 30°C (CT), E. coli e residuos de proteina nas
superficies de equipamentos em rastreamento no laticinio
A, entre 2010 e 2011.

Superfici rad AM cT E. coli Resc;‘;uos
uperticies amostradas UFC/cm? UFC/cm? UFClcm? "
proteina
Tubulagdo / mangueira entrada leite cru 1,6 x 10° <0,3 <0,3 Negativo
Tanque equilibrio do pasteurizador 1 <0,1 <0,1 Negativo
Tubulagao entrada pasteurizador NR NR NR NR
Tubula¢do valvula retorno pasteurizador NR NR NR NR
Tubulagao saida pasteurizador <0,3 <0,3 <0,3 Negativo
Tubulagao entrada tanque de equilibrio
. . <0,3 <0,3 Negativo
entre o pasteurizador e empacotadeira
Tanque de equilibrio entre o
1 <0,1 <0,1 Negativo
pasteurizador e empacotadeira
Tubula¢do entrada tanque pulmé&o da
empacotadeira ou tubulacdo entrada NR NR NR NR
empacotadeira
Tanque pulmao empacotadeira 1,8 x 10° <0,1 <0,1 Suspeito
Embalagem antes da passagem pela
o P gemP <0,3 <0,3 NR
luz ultravioleta
Embalagem apoés passagem pela luz
. 5 <0,3 <0,3 NR
ultravioleta
Espelho de dobra do filme na
40 <0,3 <0,3 Negativo

empacotadeira

UFC = Unidades Formadoras de Coldnias

* Os residuos de proteina foram detectados utilizando-se o Clean-Trace Surface
Protein Plus.

NR = Na&o realizado

Quanto a contaminacdo das superficies dos equipamentos do
laticinio A, apesar do leite ja estar altamente contaminado por AM desde a saida do
pasteurizador, e por alguns CT antes mesmo de cair no tanque de equilibrio antes
da empacotadeira, a superficie em que se detectou maior contaminacéo foi a do
tanque pulméo da empacotadeira, que apresentou a maior contagem de AM entre as
superficies pds-pasteurizacdo, além de um resultado suspeito para presenca de
proteina no teste de residuo de alimento.
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Tabela 7 — Rastreamento da contaminacdo do leite utilizando-se contagens de
Aerobios mesofilos (AM), Coliformes a 30°C (CT) e E. coli, no laticinio
B, entre 2010 e 2011.

Amostras de leite AM et E. coli
UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Leite cru tanque equilibrio do 6 5 ;
_ 45x10 23x10 3,0x10
pasteurizador
Leite pasteurizado na saida do ;
_ 20x10 <1 <1
pasteurizador
Leite pasteurizado antes de
cair no tanque equilibrio entre 4
51x10 1 <1
o pasteurizador e
empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque
equilibrio entre o pasteurizador 4.4 x 10° 1 <1
e empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque 4
57x10 1 1
pulmdo empacotadeira
Leite pasteurizado embalado
no inicio do processo 25x 10° 1.4 x 10° 80
(1°saquinho)
Leite pasteurizado embalado 4
8,5x10 2 <1

no final do processo

UFC = Unidades Formadoras de Colbnia

No laticinio B a contagem de AM do leite cru foi de 4,5 x 10° UFC/mL
(Tabela 7). O leite apresentou contagens baixas de AM na saida do pasteurizador,
que promoveu uma reducao de 99,95% dessa contamina¢cdo quando comparada ao
leite cru, mas antes de cair no tanque de equilibrio entre pasteurizador e
empacotadeira o leite j4 apresentava 5,1 x 10* UFC/mL de AM. O leite do tanque
pulméo da empacotadeira apresentou contagens de 5,6 x 10* UFC/mL de AM, e 1
UFC/mL de CT. No primeiro saquinho de leite embalado a contagem chegou a 2,4 x
10° UFC/mL e 1,4 x 10° respectivamente, além de 80 UFC/mL de E. coli. Esse
aumento na contagem, somado ao resultado de -0,517°H na crioscopia do leite

indica que o responsavel por essa contaminacdo pode ter sido, a agua residual do
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equipamento que nao foi totalmente retirada e acabou sendo incorporada ao leite,
carreando também uma elevada contaminacao. A 4gua utilizada no laticinio B, assim
como todos os outros laticinios visitados, utiliza a cloragdo como forma de
tratamento da agua utilizada na limpeza do equipamento, mas na agua residual dos
equipamentos com residuos do leite, o efeito do cloro pode se perder.

Lopes e Stamford (1997), avaliando a qualidade microbiolégica do
leite antes e apOs pasteurizacdo, em 84 amostras de leite numa planta de
beneficiamento em Recife — PE, encontraram um aumento de micro-organismos no
tanque de estocagem de leite pasteurizado e a presenca de coliformes em 60% de
21 amostras de agua utilizada para lavagem e higienizacédo dos equipamentos.

A baixa contagem de micro-organismos nas superficies
provavelmente teve relacdo com uma melhor limpeza dos equipamentos de
pasteurizacdo por parte dos laticinios, na véspera da colheita de material, ao
saberem que passariam por um rastreamento. Apesar das baixas contagens
microbiolégicas nas amostras de superficie de equipamentos (Tabela 8), o principal
ponto de contaminacdo no laticinio B foi a empacotadeira. Neste ponto houve um
aumento expressivo de todos os parametros microbiologicos (AM, CT e EC) no leite
pasteurizado embalado no inicio do processamento. Apesar de a contaminacao ter
diminuido na amostra do leite embalado no final da pasteurizacdo e a crioscopia ter
voltado a parametros de normalidade, a contagem de AM ainda se mostrou fora do
padréo.

O teste para deteccdo de residuos de proteina realizado na
tubulacdo de entrada do tanque de equilibrio antes da empacotadeira no laticinio B
teve um resultado positivo, indicando que essa superficie apresentava residuos de

leite.
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Tabela 8 — Resultado das contagens de Aerébios mesdfilos (AM), Coliformes a
30°C (CT), E. coli e residuos de proteina nas superficies de
equipamentos em rastreamento no laticinio B, entre 2010 e 2011.

Superfici i AM cT E. coli Resc;g“os
uperticies amostradas UFC/em? UFC/cm? UFClem? .
proteina
Tubulacdo / mangueira entrada leite cru 40 <0,3 <0,3 Negativo
Tanque equilibrio do pasteurizador 60 <0,1 <0,1 Suspeito
Tubulacéo entrada pasteurizador NR NR NR NR
Tubulacdo valvula retorno pasteurizador 1,1 x 10° 50x 10? <0,3 Positivo
Tubulacao saida pasteurizador 3,5 x 10° <0,3 <0,3 Negativo
Tubulacdo entrada tanque de equilibrio 5 N
2,6 x10 <0,3 <0,3 Positivo
entre o pasteurizador e empacotadeira
Tanque de equilibrio entre o
) ) 4 <0,1 <0,1 Negativo
pasteurizador e empacotadeira
Tubula¢a@o entrada tanque pulmao da
empacotadeira ou tubulacdo entrada NR NR NR NR
empacotadeira
Tanque pulmao empacotadeira 1 <0,1 <0,1 Negativo
Embalagem antes da passagem pela luz
3 <0,3 <0,3 NR
ultravioleta
Embalagem apoés passagem pela luz
9 Pos P gemp 56 <0,3 <0,3 NR
ultravioleta
Espelho de dobra do filme na
85 <0,3 <0,3 Negativo

empacotadeira

UFC = Unidades Formadoras de Coldnias .

* Os residuos de proteina foram detectados utilizando-se o Clean-Trace Surface
Protein Plus.

NR = N&o realizado

O laticinio C teve problemas com contagens acima do padrao para
CT no leite pasteurizado embalado, por isso um novo rastreamento foi realizado
meses depois do primeiro. Neste novo estudo, foi permitida a desmontagem de
equipamentos, o que possibilitou a coleta de amostras em pontos antes
inacessiveis. O leite apresentou contagens compativeis com os padrées para leite
pasteurizado até a embalagem, onde o produto embalado apresentou coliformes
acima do permitido (Tabela 9). Como no laticinio B, nos saquinhos empacotados a
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crioscopia também indicou agua (-0,519°H), o que significa que o leite foi embalado
com restos da agua do enxague, e neste caso, possivelmente com residuos de

sanitizantes.

Tabela9 - Rastreamento da contaminacdo do leite utilizando-se
contagens de Aerdbios mesobfilos (AM), Coliformes a
30°C (CT) e E. coli, no laticinio C, entre 2010 e 2011.

A tras de leit AM CT E. coli
mostras e fette UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Leite pasteurizado antes de cair
no tangue equilibrio 1,2 x 10° <1 <1
empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque 9

1,5x10° <1 <1
equilibrio empacotadeira
Leite pasteurizado do tanque 3

5,1 x 10" <1 <1
pulmao empacotadeira
Leite pasteurizado embalado no 3

4,5x10° 2 <1
inicio do processo (1°saquinho)
Leite pasteurizado embalado no 4

2,1x10 7 <1

final do processo

UFC = Unidades Formadoras de Colbénias

Os swabs de superficies indicaram contaminagdo significativa na
guia interna da empacotadeira, com 1,9 x 10> UFC/cm? para CT, ponto este que ndo
foi possivel de ser analisado nas outras propriedades (Tabela 10). Além disso, 77%
das superficies mostraram um resultado suspeito para presenca de residuos de
proteina, o que mostra que a limpeza do equipamento ndo esta sendo eficiente em
eliminar totalmente residuos do leite. Esses resultados indicam que € necessario
fazer uma limpeza manual da tubulacdo onde se insere a guia da empacotadeira e

da propria guia, o que implica em desmonte do equipamento.
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Tabela 10 — Resultado das contagens de Aerébios mesofilos (AM), Coliformes a
30°C (CT), E. coli e residuos de proteina nas superficies de
equipamentos em rastreamento no laticinio C, entre 2010 e 2011.

Descricao das amostras de swab de AM CT E. coli Resc;c;uos
superficies UFC/cm? UFC/cem? UFC/cm?  proteina
Tubulacdo saida pasteurizador <1 <1 <1 Suspeito
Tubulacdo entrada tanque equilibrio
entre o pasteurizador e 95 <1 <1 Suspeito
empacotadeira
Tanque de equilibrio entre o 5
_ _ 1,0x 10 <1 <1 Negativo
pasteurizador e empacotadeira
Tubulacdo entrada tanque pulmao
20 <1 <1 Suspeito
empacotadeira
Tanque pulm&o empacotadeira 60 <1 <1 Negativo
Tubulacdo saida tanque pulméao
90 <1 <1 Suspeito
empacotadeira
Superficie de apoio da solda da
<1 <1 <1 Suspeito
empacotadeira
Tubulacdo da guia interna da 5
. 6,0 x 10 <1 <1 Suspeito
empacotadeira
Guia interna empacotadeira >1 1,9 x 10? <1 Suspeito

UFC = Unidades Formadoras de Col6nias iy
* Os residuos de proteina foram detectados utilizando-se o Clean-Trace Surface
Protein Plus.

Nos trés laticinios em que as contagens médias do leite
pasteurizado e embalado superaram os parametros estabelecidos pela legislacao,
ndo foram detectadas superficies altamente contaminadas (Tabelas 5, 7 e 9). Isso
ocorreu, provavelmente, porque a contaminacdo estava em pontos inacessiveis a
amostragem.

A dificuldade de higienizacdo dos equipamentos pos-pasteurizacao,
sobretudo da empacotadeira, que normalmente nao faz parte da limpeza em circuito
fechado e tem pontos inacessiveis a limpeza, faz com que o equipamento seja 0 que
apresenta maiores problemas com a contaminagdo. Embora a coleta de amostras

neste equipamento seja dificultosa e muitas vezes dependa de desmontes nem
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sempre autorizados pela industria, fica evidente que as contaminagfes aumentam
apos a passagem do leite por este equipamento.

Isso fica claro quando no retorno ao laticinio C, foi possivel
desmontar o equipamento para ter acesso aos pontos internos. A tabela 10 mostra
que a guia interna da empacotadeira e a tubulacdo onde ela se encaixa e por onde
passa o0 leite de cima abaixo, sdo importantes pontos de contaminacdo. Estes
segmentos do equipamento, muitas vezes, por recomendacao de técnicos, ndo séo
desmontados para limpeza porque isso implica em nova regulagem do equipamento.

Quanto as provas fisico-quimicas realizadas nas amostras de leite,
os resultados que nao foram citados estavam dentro dos padrdes estabelecidos pela
legislacao.

Dos questionarios e da observacdo dos procedimentos de limpeza e
sanitizacdo nos laticinios observou-se que ha varios problemas com a higienizacao.
Os laticinios utilizam concentracdes e temperaturas inadequadas tanto para limpeza
qguanto para a sanitizagcdo. Temperaturas ou concentragdfes muito baixas tornam a
higienizacdo ineficiente, e quando muito elevadas comprometem o equipamento,
provocando corrosdo das superficies e desgaste precoce das borrachas de vedacéo,
gue acabam permitindo o contato do leite pasteurizado com leite cru ou 4gua dentro
do pasteurizador. Existe uma falta de orientacdo da mao de obra utilizada nos
laticinios, 0 que torna necesséario um treinamento dos funcionarios responsaveis pela
pasteurizacdo, manutencdo e limpeza dos equipamentos, para que passem a
realizar a higiene de forma a maximizar a eficacia dos produtos utilizados e
prolongar a vida util dos equipamentos, fornecendo assim um alimento mais seguro
e evitando prejuizos.

Os equipamentos dos laticinios sdo precarios e muitas vezes cheios
de perigosos improvisos, como canos emendados, conexdes soldadas e auséncia
de controles de temperatura. Existe realmente uma falta de op¢do em equipamentos
adequados, que permitam facil desmonte ou possibilidade de facil e eficiente

limpeza em circuito fechado.
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4 CONCLUSAO

Apébs a pasteurizacdo, o ponto que mais contribuiu percentualmente
para a contaminacéo do leite foi a empacotadeira, como indicaram as contagens de
micro-organismos e a presenca de residuos de proteina.

O teste Clean-Trace™ Surface Protein Plus 3M™ ¢ eficiente para
deteccdo de residuos de proteina, e pode se constituir uma importante ferramenta
para avaliar a eficiéncia da limpeza de equipamentos, com resultados imediatos que
permitem nova limpeza dos equipamentos antes do beneficiamento, evitando
descartes, autuacdes e garantindo a seguranga do produto ao consumidor.

A conformacgao da maioria dos equipamentos de beneficiamento do
leite dificulta a higienizacéo e a coleta de amostras.

E necessario um treinamento de funcionarios dos laticinios sobre

higiene e fatores que interferem na sua eficiéncia.
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ANEXO A

Questionario de rastreamento em laticinios

'lle Universidade
== Esiadual de Londrina

Qualidade em Alimentos

LABORATORIO DE INSPEGAO DE PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL
QUESTIONARIO DE RASTREAMENTO EM LATICINIOS

Nome do Laticinio:

Endereco:

Telefone/Fax: ( )

Servigo de Inspecao: 0 siMm []sIP

SIP — quais municipios:

[ sIF

SIF - quais regides:

) Dados da produgao:

Volume diario: Litros

Frequéncia de pasteurizacéo:

Horario de recebimento do leite:

Produtos comercializados: [] Leite Pasteuriz.

[ Leite das Criancas
[ Integral

O padronizado

O Semi-desnatado

O Desnatado

O Queijo
] Qutros:
OBS:
1) Agua:
Fonte: [ Encanada
L Pogo
[] Mina
Qutros:
Tratamento:

Resfriamento: [0 simONao Forma de trat.:




Higienizacéo:

Caixa d'agua:

Analise de controle de qualidade: []Sim [] Nao Qual:

74

[] sim[]N&do Forma de trat.:
[J Sim[JNao Forma de trat.:

OBS:

lll) Matéria-prima:

Origem (municipios):

Forma de recebimento: [1Caminh&o Isotérmico [] Latéo
[] Resfriado  [] Quente  [] Acido
Analises realizadas na recepc¢ao:

O Tem peratura

[J Congelado

Frequéncia:

Ol Alizarol

O Crioscopia

] Dornic

[] Densidade

O Gordura

J Boecolac

[]ccs

[J CBT

O Antibiotico

Quais:

[] Outros:

Destino dado ao leite: acido

com antibidtico

OBS:

IV) Processamento:

Fluxograma:
[ Filtro
[] Balanca
L1 Tanque recepcéo
[ Resfriador em placa

Ol Tanque expanséo

.



Silo

Filtro de linha

Tanque de equilibrio do pasteurizador
Pasteurizador

Tanque de equilibrio

O ooaod

Tanque pulméao
[0 Empacotadeira
Pasteurizacéo:

Controle de temperatura:

Pré - aquecimento O Agua OLeite
75°C [0 Agua [0 Leite
4°C O Agua U Leite
Filtro depois do past. 0 sim [] Nao

Volume diario/mensal:

Empacotadeira: [] Automatica  [] Semi-automatica

Controle de ldmpada UV: horas
Armazenamento em cdmara fria: []Sim CINao
Controle de temperatura: [ Sim

Estado Geral: Piso

[ Nao

Teto

Paredes

Equipamentos

Destino dado aos residuos (tratamento/esgoto):

OBS:

75

V) Higienizacao:
Protocolo de higienizacdo: [1Sim  [INao
O Alcalino (temp.___°C)

O Acido (temp.___°C)

O sanitizante

Solucéo de limpeza volta pela valvula de derivacdo: [JSim [J Nso



Registro para controle de higienizacdo: []Sim [ Nao

Empacotadeira:
Uso de CIP (Cleaning in Place) [ Sim
Higienizacdo manual [1Sim [ Nao

Quais produtos utilizados/registro:

] Nao

OBS:

VI) Analise do leite pasteurizado:

[] temperatura [ fosfatase
[ crioscopia L] peroxidase
[0 dornic [ boecolac
[] densidade [] microbiolégico
O gordura

OBS:

VIl) Sangria:

Volume descartado (unidade):

Justificativa:

VIIl) Prazo de Validade:

Obs:

IX) Expedicao:




