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RESUMO - Foi avaliada a eficicia da higienizagdo de dois processos de ordenha através da
quantificacdo de Staphylococcus aureus e bactérias mesdfilas aerdbias. As coletas foram realizadas em teteiras e
agua do CIP ap0s a ordenha, ap0s a detergéncia e apos as sanitizacdes. Na ordenha 1 a sanitizacéo foi realizada
imediatamente ao fim da detergéncia e, na ordenha 2, a sanitizacdo foi feita 8 horas depois da detergéncia, antes
da ordenha subsequente. O tanque de refrigeragéo foi coletado antes e ap6s o0 processo de detergéncia; o leite do
conjunto apos as ordenhas. Observou-se que apds o processo de higienizagdo das teteiras, houve reducdo nos
niveis de S. aureus e bactérias mesofilas aerébias, porém ndo houve diferenga estatistica entre os processos. Na
agua do CIP houve diferenca significativa das bactérias mesofilas aer6bias com o uso da detergéncia apds a
ordenha 1. A carga bacteriana apdés a detergéncia da ordenha 2, comparada com a obtida apés o uso do
sanitizante, 8 horas depois da detergéncia, demonstrou queda significativa (P = 0,030), reduzindo 4,51 log™.
Para S. aureus a detergéncia D1 e D2 e a sanitizagdo S2 diminuiram a contagem bacteriana em relagcdo ao
detectado ap6s ordenha, porém ndo houve diferenca estatistica entre os pontos (P>0,05). O valor médio do leite
do conjunto foi de 3,04 log"®UFC.mL™ e 3,11 log’®UFC.mL™ para S. aureus nas ordenhas 1 e 2. Ndo houve
diferenca significativa para bactérias mesdfilas aerdbias e S. aureus entre os resultados obtidos antes e ap6s a
higienizacdo no tanque de refrigeracéo.
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A composicdo quimica do leite o torna um excelente substrato para a multiplicacdo de microrganismos.
Dentre eles encontram-se patogénicos responsaveis por graves problemas a saide humana (BRITO et al., 2000).
A presenca de Staphylococcus aureus e de bactérias mesofilas aerdbias no leite estd entre os problemas mais
comuns dentro das propriedades leiteiras. Staphylococcus aureus é o microrganismo patogénico mais
frequentemente isolado de leite cru (ZECCHONI & HAHN, 2000). Sua presenca no leite cru pode estar
relacionada com a salde das fémeas em lactacdo, uma vez que este microrganismo causa infecgbes nos Uberes
das vacas, conhecidas como mastite. Estudos tém demonstrado a presenca de Staphylococcus aureus tanto em
animais doentes quanto na pele de animais sadios. Também esta presente nos equipamentos de ordenha, pele
humana e nas mucosas, sendo 0 manipulador de alimentos um dos principais responsaveis por veicular este
microrganismo aos alimentos. Bactérias mesoéfilas aerébias envolvem todos os microrganismos que possuem
faixa de crescimento entre 25 e 40°C e se multiplicam na presenca de oxigénio, sendo eles patogénicos ou
deteriorantes. A alta contagem dessa classe de microrganismos nos alimentos indica uma matéria-prima
excessivamente contaminada. A contaminagdo do leite com essas bactérias se da, geralmente, devido a falhas
nos processos de higienizacdo das tetas antes da ordenha e a falhas nos sistemas de limpeza e sanitizacdo dos
equipamentos de ordenha, tanque de refrigeracéo ou utensilios que entram em contato com o leite (BRITO et al.,
2000).

Na higienizag¢do de equipamentos na indUstria de laticinios e nas propriedades leiteiras comumente
utiliza-se o sistema Clean in Place (CIP), onde a limpeza e a sanitizacdo de tubula¢Ges ocorre em processo
fechado, automatico, sem desmontagem, utilizando produtos para a detergéncia e sanitizacdo (ANDRADE,
2008). O objetivo principal do uso de detergentes é a remocgdo de residuos organicos e minerais, podendo
também diminuir a carga bacteriana das superficies (HOFFMANN, 2002). J4 a complementacdo do uso de
sanitizantes no sistema CIP visa melhorar o controle da contaminagdo microbiana, de modo a obter um produto
de boa qualidade higiénico-sanitaria (ANDRADE, 2008). Como a contaminacdo do leite pode ocorrer por via
enddgena (no caso de animais enfermos) ou exdgena (apds a saida do Ubere), a salde da glandula maméria, o
ambiente de alojamento, a higiene da ordenha e dos equipamentos afetam diretamente a qualidade do leite cru
(TRONCO, 2010). Com base na relevancia destes temas, 0 objetivo deste trabalho foi verificar as condigdes
higiénico-sanitarias de equipamentos de ordenha através da quantificagdo de Staphylococcus aureus e bactérias
mesofilas aerdbias, em teteiras, 4gua do processo Clean-in-Place (CIP), tanque de refrigeracdo e leite do

conjunto.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada em uma propriedade leiteira no norte do Rio Grande do Sul, com ordenha
mecanizada e processo de limpeza com sistema automatizado Clean in Place (CIP). A fim de verificar a eficécia
da higienizacdo dos equipamentos, superficies das teteiras de silicone e do tanque de refrigeracdo de aco
inoxidavel AISI 304 foram amostradas por swabs, e coletadas aliquotas da dgua do CIP e do leite do conjunto.
Para o processo de higienizagao, além de seguir as recomendacdes do fabricante dos produtos quimicos quanto

ao tempo de exposicao e concentracao a serem utilizados, testaram-se também diferentes tempos entre a etapa de
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detergéncia e de sanitizacdo. Na ordenha 1 a sanitizacdo foi realizada imediatamente ao fim da detergéncia 1 e na
ordenha 2, seguiu-se a recomendacdo do fabricante, sendo a mesma realizada 8 horas depois da detergéncia 2,
antes da ordenha subsequente, conforme Figura 1. Para higienizacdo das teteiras e tubulagcdes pelo sistema
automatizado CIP utilizou-se produtos comerciais a base de hipoclorito de sodio a 3,8% e de acido fosférico a
11,3% na etapa de detergéncia e acido peracético a 5% para sanitizacdo. O tanque de refrigeracdo foi higienizado

de modo automatizado com detergente alcalino a base de hipoclorito de sodio a 3,8%.

Figura 1 — Pontos de coleta para a quantificacdo de bactérias mesdéfilas aerébias e Staphylococcus aureus.
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Legendas: TetO1: teteiras com residuos de leite da ordenha 1; CipO1: 4gua do primeiro enxague do processo Clean-in-Place (CIP), apds a
ordenha 1; LO1: leite do conjunto da ordenha 1; TetD1: teteiras, imediatamente apés a detergéncia da ordenha 1; CipD1: agua do CIP ap6s
a detergéncia da ordenha 1; TetS1: teteiras, apds o sanitizante e imediatamente depois da detergéncia da ordenha 1; CipS1: 4gua do CIP
apos o sanitizante e imediatamente depois da detergéncia da ordenha 1; TetAO2: teteiras ap6s o sanitizante 1, sem uso por 8 horas, antes da
ordenha 2; CipAO2: 4gua do enxague da tubulagio do CIP, ap6s o sanitizante 1, sem uso por 8 horas, antes da ordenha 2; TetO2: teteiras
com residuos de leite da ordenha 2; CipO2: agua do primeiro enxague do processo CIP, ap6s a ordenha 2; LO2: leite do conjunto da ordenha
2; TqO2: tanque com residuos apos a retirada do leite do conjunto da ordenha 2; TetD2: teteiras ap6s a detergéncia da ordenha 2; CipD2:
agua do CIP apds a detergéncia da ordenha 2; TqD2: tanque apds a detergéncia, na ordenha 2; TetAS2: teteiras ap06s a detergéncia 2, sem
uso por 8 horas, antes do sanitizante 2 e da préxima ordenha; CipAS2: &gua do CIP ap6s a detergéncia 2, sem uso por 8 horas, antes do
sanitizante 2 e da proxima ordenha; TetS2: teteiras, ap0s o sanitizante, 8 horas depois da detergéncia da ordenha 2; CipS2: agua do CIP,

ap0s o sanitizante, 8 horas depois da detergéncia da ordenha 2.

As superficies das teteiras foram amostradas por swabs, utilizou-se molde estéril com érea de 4 cm?
para delimitar a area de coleta. As coletas foram realizadas ap6s a ordenha (O), apés a detergéncia (D) e ap6s as
sanitizacOes (S), sendo as sanitizacOes realizadas em tempos diferentes na ordenha 1 e 2, conforme mencionado
anteriormente. O tanque de refrigeracdo (Tq) também foi amostrado por meio de swabs. Coletaram-se amostras
antes da higienizacdo (vestigios de leite) e apds o processo de detergéncia. A agua residual do CIP foi coletada
em aliquotas de 100 mL, apds a primeira passagem pelos equipamentos, apds 8 horas do equipamento sem uso e
no Ultimo enxague apos as etapas de detergéncias e sanitizagdes. O leite do conjunto foi coletado apds o término
das ordenhas, em frascos estéreis, em aliquotas de 100 mL. Todas as coletas foram realizadas em triplicata.

As andlises de quantificacdo foram realizadas segundo as recomendagdes de EVANCHO et al. (2001).
Os resultados obtidos com as analises supracitadas foram analisados por meio de anélise de variancia e a

comparacdo das médias foi realizada com o teste Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 traz resultados das analises executadas para quantificacdo de bactérias meséfilas e S. aureus
dos diferentes pontos de coleta. De acordo com a Tabela 1, podemos notar que as contagens iniciais de S. aureus
e bactérias mesofilas aerdbias na ordenha 1 e 2 sofreram reducdo ap6s 0s processos de detergéncia, porém nao

foi significativa.

Tabela 1 — Contagem de bactérias mesdfilas aerobias e Staphylococcus aureus em teteiras e agua do CIP em
sala de ordenha mecanizada. Média das repeti¢des.

Mesofilos aerdbios S. aureus
Pontos de coleta (log®UFC.cm™) (log*®UFC.cm™)
Teteiras CIP Teteiras CIP
01 4,42+2 59 a 7,78+1,43 ab 2,60+2,51a 2,63+2,51a
D1 3,38t2,91 a 3,97+153b 0,43+0,75a 0,00+0,00 a
S1 3,37+291 a 5,79+0,88 ab 1,19+2,07 a 0,67+£1,15a
AO2 1,56+2,28 a 5,63+1,53 ab 0,63+1,09 a 1,40+1,59 a
02 5,13+191a 5,73+1,69 ab 1,46+2,53 a 0,67+1,15a
D2 2,80+3,38 a 8,30+0,00 a 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a
AS2 3,95+2,90 a 5,53+1,26 ab 0,88+1,53a 0,36+0,62 a
S2 4,03+2,51 a 3,79+2,31 b 0,33+0,58 a 0,00+0,00 a
As médias seguidas das mesmas letras minasculas nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P<0,05).

Legendas: O1: ordenha 1; D1: imediatamente ap6s a detergéncia da ordenha 1; S1: ap6s o sanitizante e imediatamente depois da detergéncia
da ordenha 1; AO2: apds o sanitizante 1, sem uso por 8 horas, antes da ordenha 2; O2: ordenha 2; D2: detergéncia da ordenha 2; AS2: apds a
detergéncia 2, sem uso por 8 horas, antes do sanitizante 2 e da proxima ordenha; S2: ap6s o sanitizante, 8 horas depois da detergéncia da

ordenha 2.

Notou-se um aumento de microrganismos ap6s a sanitizacdo 1 e no ponto AS2 (ap6s a detergéncia 2,
com as teteiras sem uso por 8 horas, coletado antes do sanitizante 2), em ambas ordenhas. Depois do sanitizante
2, a contagem para S. aureus reduziu novamente, enquanto que para as bactérias mesofilas houve um leve
aumento. Observou-se que nao houve diferenca estatistica significativa entre o processo de sanitizacdo logo ap6s
a detergéncia ou 8 horas apds a detergéncia. O mesmo acontece entre os processos de detergéncia e sanitizagéo.
Em trabalho realizado por Miguel et al. (2012), a média de contagem de bactérias mesofilas aerébias em teteiras
ap6s ordenha foi de 12,81 UFC.cm™ e apds a higienizagdo foi de 1,09 UFC.cm™. A higienizacdo adequada reduz
a contagem bacteriana das superficies dos equipamentos de ordenha. Corrobora com esta afirmacdo Cavalcanti
(2005), que obteve como média de contagem bacteriana das teteiras higienizadas o valor de 1,8 UFC.cm™.

Na agua coletada do processo CIP para bactérias mesofilas aerobias, na ordenha 1, o uso da detergéncia
reduziu significativamente o nimeros de bactérias presentes, mas 0 uso do sanitizante aumentou a contagem. No
processo 2 a detergéncia aumentou a contagem bacteriana, mas o sanitizante reduziu. Para S. aureus a
detergéncia D1 e D2, e a sanitizacdo S2, diminuiram a contagem bacteriana em relagcdo ao detectado apos
ordenha. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os pontos. Neste processo também observou-se um

aumento apds o uso do sanitizante 1. O sistema CIP, mesmo com as possiveis deficiéncias e resisténcias aos
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desinfetantes, é comumente utilizado para garantir seguranca alimentar e recuperacdo da planta industrial
(ALVAREZ et al., 2010). O que pode justificar o aumento da contagem microbiana ap6s uso de sanitizantes, fato
bastante observado neste trabalho, é a resisténcia adquirida pelos microrganismos. Segundo Langsrud et al.
(2003) a resisténcia aos desinfetantes € preocupante, visto que pode resultar em resisténcia a agentes
antimicrobianos. A resisténcia cruzada pode ocorrer se dois agentes antibacterianos usarem 0 mesmo mecanismo
de agdo ou de resisténcia. Outro fato que pode explicar este fendbmeno é se as recomendac8es dos fabricantes
com relacdo as diluicBes dos sanitizantes ndo forem realmente eficazes na eliminagdo dos microrganismos. A
oscilacdo nos resultados das quantificagdes pode dever-se ao fato da possibilidade da existéncia de biofilmes
formados nas superficies internas das tubulacdes. O uso dos produtos quimicos pode provocar a desadesdo
bacteriana, com liberacéo de células planctonicas, mas sem levar a morte microbiana.

Os valores encontrados na superficie do tanque de refrigeracdo apds a ordenha 2, foram de 4,5 £+ 2,28
log®UFC.cm™ de bactérias meséfilas aerobias e 2,8 + 0,73 log'®UFC.cm™ de S. aureus. Ap6s a detergéncia 2,
ndo houve diferenca significativa entre os resultados obtidos antes e apds a higienizagdo, com aumento da
contagem de mesofilos apés a detergéncia. Segundo a American Public Health Association — APHA (2001)
valores superiores a 2,0 UFC.cm™ indicam higiene inadequada de superficies que entram em contato com
alimentos. Assim, os resultados obtidos demonstram que o processo de limpeza automatizado no tanque de
refrigeragéo da propriedade estudada foi ineficaz.

O leite do conjunto apresentou 5,37 log®UFC.mL™ no final da ordenha 1 e 5,17 log*°UFC.mL™ no final
da ordenha 2 para bactérias mesofilas aerbias. Para S. aureus nas ordenhas 1 e 2 apresentou, 3,04 log"®°UFC.mL"
!¢ 1,3x103 UFC.mL™, respectivamente. Os valores encontrados neste estudo para mesofilos aerébios no leite do
conjunto ndo ultrapassaram as recomendagdes da IN 62 (BRASIL, 2011) para o ano de 2015, que é de 5,47
log"®UFC.mL™. Valores inferiores ao estabelecido pela legislagio também foram encontrados por RECHE et al.
(2015) ao avaliar a contagem bacteriana total do leite do conjunto de 19 tanques refrigerados de expansao direta,
encontraram valores médios de 4,96 log’®UFC.mL™. Laranja Da Fonseca & Santos (2000) citaram que 95% dos
problemas com altas contagens de microrganismos mesofilos aerébios sdo originarios de insuficiéncias na
higiene da ordenha, como lavagem e sanitizacdo inadequada de utensilios e sistema de ordenha deficitaria, os
quais podem estar associados ao mau resfriamento do leite. Ao quantificar S. aureus de leite cru coletados de
tanques de refrigeracdo Picoli et al. (2006), encontraram média de 3,93 log"®UFC.mL™, na regido de Porto
Alegre, RS. Segundo Bergdoll (1990), a partir 5 log™®UFC.mL™ o leite apresenta microrganismos em quantidade

suficiente para sintetizar enterotoxinas.

4 CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse estudo sdo preocupantes visto que 0s processos de higienizacdo ndo
foram suficientes para eliminar os microrganismos patogénicos. Mesmo ap6s o processo de higienizagdo CIP,
ainda foi quantificado S. aureus, possivel causador de intoxicagdes de origem alimentar. A diminuigdo da carga
bacteriana entre as etapas de limpeza ndo foi considerada significativa, sendo os equipamentos uma fonte em

potencial de contaminagdo do produto final, pela eliminacdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos.
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