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RESUMO

Este trabalho objetivou avaliar a
influéncia da clorag¢do da agua utili-
zada na higienizagdo de tanques de
expansdo na contagem de Escheri-
chia coli e Pseudomonas sp. do leite
cru refrigerado. Amostras de leite cru
e de 4gua del8 tanques de expansdo
foram avaliadas por um ano, sendo
que em 9 tanques ndo havia sistema
de cloragdo da agua implantado no
decorrer de 12 meses e nos outros
9, por 6 meses nao houve cloragdo
da 4gua e nos 6 meses seguintes o
sistema foi implantado. Para deter-
minacdo de E. coli no leite cru e na
adgua utilizou-se a técnica do Nu-
mero Mais Provavel (NMP) e para
a contagem de Pseudomonas sp.
utilizou-se Agar Para Isolamento de
Pseudomonas (PIA). Constataram-
-se valores médios de 1,5NMP/mL e
1,6NMP/mLde E. coli no leite e na
agua, respectivamente, nas amostras
provenientes dos 9 tanques em que a
agua utilizada ndo foiclorada por 12
meses. As amostras de leite e dgua
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procedentes dos 9 tanques que rece-
beram agua clorada durante a limpeza
por 6 meses apresentaram em média
1LSNMP/mL e < 1,1 NMP/mL de
E.coli, respectivamente. A contagem
média de Pseudomonas sp. nas amos-
tras de agua procedentes dos 9 tanques
em que a agua utilizada no processo
de limpeza nao recebeu cloragdo por
6 meses e que posteriormente passou
a ser clorada foi 1,1x10°UFC/mL e
1,2x10°UFC/mL, respectivamente.
Por outro lado,amédia das contagens
de Pseudomonas sp. foi de 9,8x10*
UFC/mL e 5,1x10° UFC/mL nas
amostras de leite procedentes dos tan-
ques em que a agua utilizada no pro-
cesso de limpeza ndo recebeu clora-
¢do por 6 meses e que posteriormente
passou a ser clorada, respectivamente,
o que indica que esta bactéria acessa o
leite cru a partir de diferentes fontes
de contaminag@o, além da agua. As-
sim, a cloragdo foi eficiente apenas
na redu¢do da contagem de E. coli e
Pseudomonas sp. na agua.

Palavras-chave:Leite granelizado.
Microbiota contaminante.Limpeza.
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ABSTRACT

This study aimedto evaluate the in-
fluence of chlorination of water used
in the hygiene of expansion tanks
in theEscherichia coli and Pseudo-
monas sp. countof refrigerated raw
milk. Samples of raw milk and water
from 18 expansion tanks were evalu-
ated for one year, and in 9 tanks there
was nowater chlorination system im-
planted during 12 months and in the
other 9, for 6 monthsthere was no
chlorination of water and in the next
6 months the system was deployed.
For determination of E. coli in raw
milk and water, the Most Probable
Number (MPN) technique was used
and for the countof Pseudomonas
sp.Pseudomonas  Isolation  Agar
(PIA) was used. Mean values of 1.5
MPN/mL and 1.6 MPN/mL of E. coli
in milk and water, respectively, were
found in the samples from the 9 tanks
where the water used was not chlori-
nated for 12 months. Samples of milk
and water from the 9 tanks that re-
ceived chlorinated water during the
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6-month period showed a mean of1.8
MPN/mL and <1.1 MPN/mL of E.
coli, respectively. The mean count of
Pseudomonas sp. in the water sam-
ples from the 9 tanks where the water
used in the cleaning process was not
stained for 6 months and then chlori-
nated was 1.1 x 10° CFU/mL and 1.2
x 10° CFU/mL, respectively. On the
other hand, the average of Pseudo-
monas sp. counts was 9.8 x 10 CFU/
mL and 5.1 x 10° CFU/mL in the milk
samples from the tanks in which the
water used in the cleaning process
was not stained for 6 months and then
later chlorinated, respectively, indi-
cating that this bacterium accesses
raw milk from different sources of
contamination, in addition to water.
Thus, chlorination was only effective
in reducing the count of E. coli and
Pseudomonas sp. from water.
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INTRODUCAO

contaminacdo do leite cru

por micro-organismos ¢

um problema para o setor

produtivo e pode ser re-
flexo da utilizagdo de agua nao tra-
tada para limpeza dos tanques de ex-
pansao utilizados no armazenamento
do produto na propriedade (TALMA
et al., 2009).A Instru¢do Normativa
n® 62 (BRASIL, 2011a) determina
que a agua destinada a producdo de
leite e a industria de laticinios deve
ser tratada e clorada. Na maioria das
propriedades rurais que possuem
tanques de expansdo, porém, a agua
utilizada nos processos ¢ obtida por
meio de captagdo propria, com a
perfuracdo de pogos subterraneos ou
nascentes. Poucas propriedades rea-
lizam tratamento da agua, fato pre-
ocupante em se tratando do proces-
samento de alimentos (FERREIRA
et al., 2009).Ainda de acordo com os

autores, a regido de Rio Pomba/MG ¢
rica em agua de subsolo, sendo facil a
utilizagao de pocos ndo muito profun-
dos, apresentando também razoavel
numero de nascentes que afloram na
superficie.

Leite Junior et al. (2014) constata-
ram a ocorréncia de Escherichia coli
produtora de toxina Shiga (STEC)
em amostra de agua utilizada em uma
propriedade rural da regido de Rio
Pomba, MG. Portanto, a agua proce-
dente de algumas propriedades rurais
representa uma fonte potencial de
contaminacao do leite e pode veicular
bactérias indesejaveis ao mesmo. Por
outro lado, Pseudomonas sp. ¢ impor-
tante agente de deterioragdo do leite
cru e muitas espécies deste gé€nero
produzem proteases ¢ lipases termor-
resistentes que contribuem, conside-
ravelmente, para a deterioracdo de
produtos lacteos (PINTO, MARTINS
eVANETTI, 2006). Essas bactérias
sdo normalmente encontradas na agua
e em vasilhames que nao foram higie-
nizados adequadamente.

Segundo Mendonga, Rapinie Cer-
queira (2002), a cloragdo da agua é um
método seguro, de baixo custo e de fa-
cil adog@o nas propriedades leiteiras e
deveria ser implantada como pratica
de controle microbioldgico nos pro-
cessos de obtencdo do leite, uma vez
que a associagdo entre a qualidade do
leite e da agua pode ser representada
por um conjunto de fatores necessa-
rios a fim de se obter higienizagdo
correta de equipamentos, utensilios e
pessoas envolvidas na ordenha. Neste
trabalho objetivou-se avaliar a influ-
éncia do sistema de cloracao da agua
utilizada na higienizac¢ao dos tanques
de granelizacdo de leite cru do mu-
nicipio de Rio Pomba, MG, na con-
tagem de E. coli € Pseudomonas sp.

MATERIAL E METODOS
Durante um ano foram coletadas

amostras de 500 mL da agua pro-
veniente das mangueiras utilizadas
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para limpeza dos tanques de expan-
sdo individuais e coletivos de lei-
te cru granelizado do Municipio de
Rio Pomba/MG. As amostras foram
acondicionadas em frascos esteri-
lizados e apds a coleta foram trans-
portadas em caixas térmicas com
temperatura inferior a 4°C para o
Laboratorio de Microbiologia de Ali-
mentos. Simultaneamente, a coleta
de amostras de agua e em separado,
foram coletadas amostras de leite cru
que foram transportadas em caixas
térmicas com temperatura de 4°C
para o mesmo Laboratorio.

As amostras de leite cru refrige-
rado e de agua foram coletadas em
seis tanques de expansao de cada ca-
tegoria, ou seja, com capacidade de
até 800 L, de 801 a 1500L e de 1501
a 3000L, num total de 18 tanques.
Na etapa de cloragdo foram selecio-
nados, aleatoriamente, 3 tanques de
cada categoria para receber o sistema
de cloragdo da agua (OTENIO et al.,
2010) que era utilizada na sua lim-
peza e os outros 3 tanques de cada
categoria ficaram sem receber o sis-
tema de clorag@o. Portanto, 9 tanques
(2, 4,6,7,8,10, 11, 15 e 18) fica-
ram sem sistema de cloracao da agua
implantado por 12 meses e 9 tanques
(1, 3,5,9,12, 13, 14, 16 e 17) ndo
tiveram sistema de cloragdo da agua
implantado por 6 meses e nos proxi-
mos 6 meses o sistema de cloragao
foi implantado.

As amostras de leite cru proceden-
tes dos tanques de expansdoe da agua
utilizada na sua higienizagdo foram
submetidas a enumeracgdo de E. co-
lide acordo com Kornacki e Johnson
(2001) e de Pseudomonas sp.em Agar
Para Isolamento de Pseudomonas
(P1A).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Constatou-sequetrés (33%) e quatro
(44%) amostras de leite cru e de agua
ndo possuiam E. coli respectivamente,
entre as coletadas dos nove (9) tanques
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Tabela 1 - Média do Numero Mais Provavel de E. coli (NMP/mL) e da contagem de Pseudomonas sp. (UFG/mL) nas amostras de leite e de
agua procedentes dos tanques em que a dgua utilizada no processo de limpeza ndo recebeu cloragdo em nenhuma das etapas do trabalho

Amostras de leite

Amostras de dgua

i E. coli Pseudomonas sp. E. coli Pseudomonas sp.
2 <1,1 9,7x10* <1,1 <1,0 x 10
4 41 1,0x 10° 8,6 4.2 x10?
6 <1,1 9,5x10° 1,1 1,3 x 10
7 1,1 3,6 x10° 2,0 2,2 x 102
8 43 45x10° 1,1 1,1 x10°
10 1,1 <1,0x 10 1,2 <1,0x 10
11 1,4 49x10* <1,1 <1,0x10°
15 1,9 1,3x10° <1,1 3,2x10?
18 <1,1 51 x10° <1,1 5,7 x10!

Média 1,5 2,9x10° 1,6 1,2 x 104

Tabela 2 - Média do Nimero Mais Provavel de E. coli (NMP/mL) e da contagem de Pseudomonassp. (UFC/mL) nas amostras de leite
procedentes dos tanques em que a dgua utilizada no processo de limpeza ndo recebeu coloragao e que posteriormente passou a ser clorada

Antes da Cloragdo

Apos a cloragao

Tanques

E. coli Pseudomonas sp. E. coli Pseudomonassp.
1 1,7 2,1 x108 <11 3,1 x10*
3 2,6 8,1 x 10 1,1 1,1 x10°
5 1,1 47 x10° 2,3 1,2x10°
9 1,1 8,0x 102 3,0 1,5x 10
12 1,1 2,3x103 3,3 1,1 x10°
13 1,1 2,8 x10° 1,1 1,8 x10°
14 1,7 43 x10° 3,6 2,8x10°
16 1,7 1,5x 103 <11 2,0x10°
17 1,8 2,9x10* 1,7 3,5 x10¢
Média 1,5 9,8 x10* 1,8 51x10°

em que o sistema de cloragdo nao foi
utilizado durante um ano (Tabela 1).
A presenga de E. coli na agua utili-
zada na obtencdo ou processamento,
bem como no alimento, indica ma
qualidade higienicossanitaria, o que
pode acarretar na veiculagdo de mi-
cro-organismos patogénicos para os
consumidores e representa um pro-
blema de saude publica. A principal
fonte de contaminac¢do por E. coli
sdo as fezes, entretanto, esta bactéria
estd presente também no solo, agua,
plantas, trato intestinal dos animais
de sangue quente, entre outros. E
necessaria, portanto, a higienizagdo
adequada das maos pelos ordenhado-
res e manipuladores, bem como dos
equipamentos a serem utilizados na
ordenha, transporte e armazenamen-
to do leite. Além disso, a qualidade

da agua ¢ de fundamental importancia
para limitar a veiculagdo de micro-or-
ganismos para o leite.

Somente um tanque em que a dgua
utilizada no processo de limpeza nao
recebeu cloragdo por um ano nao
apresentou Pseudomonas sp. no lei-
te (Tabela 1). A contagem média de
Pseudomonassp. no leite foi de, apro-
ximadamente, 10°UFC/mL (Tabela 1),
0 que pode comprometer o0 processa-
mento se este alimento for mantido ar-
mazenado sob refrigeragdo devido ao
aumento da contagem dessa bactéria
e acumulo de enzimas extracelulares
como proteases, lipases e lecitinases.
A contaminacdo na agua por Pseudo-
monas sp. de, aproximadamente, 10*
UFC/mL, é um fator preocupante, vis-
to que a agua ¢ utilizada na higieniza-
¢do dos tanques de expansao.
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Segundo Perkins et al. (2009),
a ocorréncia de bactérias, como E.
coli e outras do grupo coliformes,
em amostras de agua utilizada na
lavagem de tanques de expansao em
fazendas leiteiras resultam em altas
contagens de bactérias no leite. Esta
contaminac¢do ocorre em funcdo do
contato com bactérias remanescen-
tes presentes na agua de lavagem do
tanque que entram em contato com o
leite. Bactérias do grupo coliformes,
como E. coli, estdo entre os agentes
etiologicos da mastite e, assim, po-
dem ser eliminadas do ubere para
o leite. Dessa forma, o uso de agua
ndo potavel, além de ocasionar o au-
mento da contagem total de bactérias
(CTB) no leite, possibilita a contami-
nacdo deste alimento e de seus deri-
vados com patogenos de importancia



PESQUISA

Tabela 3 - Média do Nimero Mais Provavel de E. coli (NMP/mL) e da contagem de Pseudomonas sp. (UFG/mL) nas amostras de dgua
procedentes dos tanques em que a dgua utilizada no processo de limpeza ndo recebeu coloragdo e que posteriormente passou a ser clorada.

Antes da cloragdo

Apos a cloragdo

Tanques

E. coli Pseudomonas sp. E. coli Pseudomonas sp.
1 58 8,5x10° 1,2 <1,0x 10!
3 6,1 2,0x 102 1,5 <1,0x 10!
5 1,1 8,5x 10 1,1 1,0x 108
9 2,9 5,9 x 102 1,1 <1,0x 10!
12 1,9 1,8 x 102 1,1 5,0 x 10
13 1,7 4,0x 10 1,1 <1,0x 10
14 <11 1,2 x10? <11 <1,0x 10!
16 1,2 2,3 x 102 <11 <1,0x10
17 1,1 1,0 x 10 <11 <1,0x 10!
Média 2,4 1,1x10° <11 1,2 x10?

em saude publica (PICININ, 2010).
Segundo Amaral et al. (2007), a qua-
lidade da agua usada na producdo e
manipulagdo de alimentos ¢ constan-
temente negligenciada, caracteristica
também constatada no presente tra-
balho.

A média da contagem de Pseu-
domonas sp. em Log UFC/mL das
amostras de leite cru procedentes dos
tanques em que a agua utilizada no
processo de higieniza¢do nao foi e
foi clorada por seis meses, respec-
tivamente, foi de 9,8x10* e 5,1x10°
(Tabela 2), o que indica que a clora-
cdo da agua nao foi eficaz na reducao
da contagem deste género bacteriano
no leite cru. Entretanto, o processo
de clora¢do reduziu em média um
ciclo logaritmico da contagem média
de Pseudomonas sp. da dgua utiliza-
da na higienizacdo dos tanques de
expansao (Tabela 3).

Apenas duas (22%) amostras de
leite ndo apresentaram E. coli apds
a limpeza em que a agua foi clorada
por seis meses (Tabela 2), ja a con-
tagem média de Pseudomonas sp.
manteve-se praticamente constante
apos a cloragao(Tabela 2).

Apds a implantacdo do sistema de
cloragdo, o Numero Mais Provavel

médio de E. coli na agua foi < 1,1(Ta-
bela 3), j4 a média da contagem de
Pseudomonas sp. reduziu em 9,8x10?
UFC/mL(Tabela 3). Embora a agua
nao apresente condi¢des ideais para a
multiplicagdo de micro-organismos,
ela constitui uma excelente via de
transmissdo de agentes patogénicos
para seres humanos e animais, prin-
cipalmente aqueles que fazem a rota
fecal-oral, uma vez que as atividades
urbanas e rurais tém contaminado
os lencdis de agua utilizados para o
abastecimento em geral (LIBANIO,
CHERNICHARO ¢ NASCIMEN-
TO, 2005). Entretanto, de acordo
com a portaria n® 2914 (BRASIL,
2011b), a agua tratada tem que ter
auséncia, em 100 mL, de coliformes
totais, termotolerantes e E. coli.
Resultados semelhantes foram re-
latados por Angelo et al. (2014), ao
constatarem que amostras de leite
cru em tanques de refrigeracdo in-
dividuais e coletivos apresentaram
contagens de bactérias psicrotroficas
que variaram de 4,0x10' UFC/mL a
2,1x10* UFC/mL, e 7,2x10° UFC/
mL a 8,8x10° UFC/mL, respecti-
vamente. Por sua vez, Lamas et al.
(2015), ao analisarem 18 amostras
de 4gua utilizadas na limpeza de
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tanques de granelizacdo na regido de
Rio Pomba/ MG, constataram que 16
destas continham coliformes termo-
tolerantes, variando de 0,4 a 16,53
NPM/100mL.

Ramires, Berger e Almeida (2009)
avaliaram a qualidade microbiolo-
gica da agua de 162 propriedades,
sendo que todas estavam em de sa-
cordo com o padrao para coliformes
totais, 92 para coliformes fecais e 56
para contagem padrao em placas de
bactérias heterotroficas. Porém, de
acordo com Sa et al. (2011), das 110
amostras de leite cru avaliadas, 104
apresentaram valores elevados para
coliformes totais, 86 para coliformes
fecais e 40 para contagem bacteriana
total. Estes resultados demonstram
que a agua dessas propriedades ndo
estava adequada para ser usada na
limpeza do equipamento de ordenha,
do tanque de expansdo ou de outros
utensilios.

CONCLUSAQ

Apesar da cloracdo da agua ter
reduzido a sua contagem de Pseu-
domonas sp., as fontes de contami-
nacdo do leite cru sdo muitas, o que
permite o acesso das bactérias deste
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género ao leite, o qual € rico em nu-
trientes e facilita a multiplicagdo
microbiana. Além disso, a maioria
das Pseudomonas presentes no leite
cru sdo psicrotroficas, o que permite
sua multiplicagdo nas temperaturas
de refrigeracdo aplicadas no arma-
zenamento do leite cru nas proprie-
dades. Como foi constatada E. coli
em varias amostras de leite e de agua
procedente dos 18 tanques utilizados
nos experimentos, faz-se necessaria
a implementacdo das boas praticas
agropecudarias nas propriedades pro-
dutoras de leite do municipio de Rio
Pomba/ MG, a fim de obter leite de
melhor qualidade e adequado ao pro-
cessamento.
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