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RESUMO

O leite € considerado um meio ideal para o desenvolvimento de diferentes microrganismos,
devido a sua composicdo, sendo facilmente contaminado durante ou ap6s a ordenha, no
transporte, processamento, armazenamento e distribui¢do. Por este motivo, faz-se necessaria a
pasteurizacdo do mesmo, bem como o controle de todas as etapas produtivas por meio do uso
das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e monitoramento microbiologico. Desta forma o
objetivo do presente trabalho consistiu no uso de critérios para avaliar a qualidade
microbioldgica de um pequeno laticinio, utilizando uma lista de verificacdo de BPF, de acordo
com a legislacdo vigente. Além disso, foram realizadas analises microbioldgicas de
microrganismos indicadores de contaminacdo, a fim de realizar um diagnostico do local, por
meio da verificacdo dos dados teodricos e da andlise dos riscos reais, através de métodos
convencionais e ndo convencionais. Para isso, realizou-se uma anlise quantitativa dos dados
obtidos na lista de verificacdo das BPF, da RDC 275, e estabeleceu-se 0s pontos a serem
avaliados. Foram realizadas trés coletas, em dias diferentes. As amostras coletadas foram: (i)
swab de maos dos manipuladores, (ii) swab de superficies, (iii) leite cru, coletado do caminhdo
e do resfriador, (iv) leite pasteurizado, (v) agua, (vi) embalagens, (vii) sanitizante e (viii) ar, por
meio de deposicdo passiva em placas. As analises realizadas foram: (i) coliformes a 35°C e
45°C, (ii) contagem de bactérias totais (CBT), (iii) Staphylococcus aureus, (iv) Salmonella, (v)
Enterococcus e (vi) Enterobactericeae, além dos (vii) testes de capacidade de formacdo de
biofilme e de (viii) eficiéncia do sanitizante. O laticinio avaliado apresentou diversas
inconformidades, principalmente nos blocos “manipuladores”, “equipamentos modveis €
utensilios” e “producao e transporte do alimento” sendo classificado como regular. Desta forma,
as analises dos microrganismos indicadores da qualidade foram realizadas na superficie de seis
equipamentos, nas maos dos manipuladores, no leite cru e pasteurizado, 4gua, ar, embalagem,
sanitizante e no produto final. A utilizacdo de enterobactérias como indicadores da qualidade
em laticinios mostrou bons resultados em substitui¢do a técnica tradicional de enumeracédo de
coliformes. A contagem de Enterococcus na superficie dos equipamentos, juntamente com
contagens elevadas de CBT forneceram um bom indicativo da presenca de biofilmes, além de
terem sidos identificados microrganismos forte formadores de biofilmes. Os resultados mais
preocupantes foram relacionados com a qualidade microbioldgica do ar da area de producédo; e
com as superficies dos equipamentos, pois 0s microrganismos presentes nestas eram fortes
formadores de biofilmes e estavam presentes em concentracdes elevadas na tubulacdo do
caminhdo, tanque resfriador e na tubulagéo anterior ao pasteurizador. O sanitizante era utilizado
em concentracdo menor do que o recomendado pelo fabricante, no entanto, demonstrou-se
eficiente. Embora o leite pasteurizado tenha apresentado resultados de acordo com a Instrugéo
Normativa n°® 62, os resultados mostram que 0 risco estava presente nas instalacdes desta
indUstria. Portanto, devem ser realizadas medidas corretivas nos procedimentos de higienizacdo
tanto dos equipamentos quanto das instalagdes para garantir a producgéo de alimentos seguros.

Palavras-chave: Boas préticas de fabricacdo. Indicadores de contaminacdo. Biofilme.



ABSTRACT

M Milk is considered an ideal medium for the development of different microorganisms due to
their composition, being easily contaminated during or after milking, in transportation,
processing, storage and distribution. For this reason, it is necessary the pasteurization of the
same, as well as the control of all the productive stages through the use of Good Manufacturing
Practices (GMP) and microbiological monitoring. Thus, the objective of the present study was
to use criteria to evaluate the microbiological quality of a small dairy, using a GMP checklist,
in accordance with current legislation. In addition, microbiological analyzes of contamination
microorganisms were carried out in order to carry out a site diagnosis, through the verification
of theoretical data and the analysis of real risks, through conventional and non-conventional
methods. For this, a quantitative analysis of the data obtained in the GMP checklist, of DRC
275 was carried out, and the points to be evaluated were established. Three collections were
carried out on different days. The samples collected were: (i) hand swab of the manipulators,
(ii) surface swab, (iii) raw milk, collected from the truck and cooler, (iv) pasteurized milk, (v)
water, (Vii) sanitizing and (viii) air, by means of passive plating. The following analyzes were
performed: (i) coliforms at 35 °© C and 45 ° C, (ii) total bacterial count (CBT), (iii)
Staphylococcus aureus, (iv) Salmonella, (v) Enterococcus and (vi) Enterobactericeae, (Vii) tests
of biofilm formation capacity and (viii) sanitizing efficiency. The evaluated dairy presented
several nonconformities, mainly in the blocks "manipulators”, "movable equipment and
utensils™ and "production and transport of the food" being classified as regular. In this way, the
analysis of the microorganisms indicators of quality were carried out on the surface of six
equipments, in the hands of the manipulators, in the raw and pasteurized milk, water, air,
packaging, sanitizing and in the final product. The use of enterobacteria as indicators of quality
in dairy products showed good results in replacement of the traditional coliform enumeration
technique. The counts of Enterococcus on the surface of the equipment, together with high
counts of CBT provided a good indication of the presence of biofilms, in addition to the
identification of strong biofilm forming microorganisms. The most worrisome results were
related to the microbiological quality of the air of the production area; And with the surfaces of
the equipment, since the microorganisms present in these were strong biofilm builders and were
present in high concentrations in the tubing of the truck, coolant tank and in the pipeline prior
to the pasteurizer. The sanitizer was used in a lower concentration than that recommended by
the manufacturer, however, it has been shown to be efficient. Although pasteurized milk
presented results according to Normative Instruction No. 62, the results show that the risk was
present in the facilities of this industry. Therefore, corrective measures should be taken in the
sanitation procedures of both equipment and facilities to ensure the production of safe food.

Keywords: Good manufacturing practices. Indicators of contamination. Biofilm.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o leite apresenta elevado consumo, principalmente por criangas e idosos, uma
vez que apresenta elevado valor nutricional, por conter vitaminas, gorduras, proteinas,
carboidratos, sais minerais e dgua. Devido a sua composicao, o leite € considerado um meio
ideal para o desenvolvimento de diferentes microrganismos. A contaminacdo do leite pode
ocorrer durante ou ap6s a ordenha, pelos microrganismos presentes nos tetos da vaca ou pela
higienizacéo e ordenha realizadas de forma incorreta. Além disso, também pode ocorrer durante
0 transporte, processamento, armazenamento e distribuicdo (SALVADOR et al., 2012).

A seguranca microbiolégica do leite € um atributo importante para 0s seus
consumidores, por este motivo faz-se necessaria a pasteurizacdo do mesmo. Este processo, visa
a destruicdo dos microrganismos patogénicos presentes, sem alterar significativamente as
caracteristicas intrinsecas do produto. Com isso, é possivel reduzir o risco de doengas
veiculadas por alimentos, pois o leite também € o ponto de partida para a producéo de diversos
produtos (LATORRE et al., 2010).

A pasteurizacdo é capaz de eliminar uma grande quantidade de bactérias no leite, porém
ndo é possivel obter a esterilizacdo do alimento por meio desta técnica. Portanto, a quantidade
de microrganismos presentes no alimento ap0s a pasteurizacdo esta diretamente relacionada
com a quantidade de microrganismos presentes inicialmente. Desta forma, é necessario tomar
diversos cuidados para evitar a contaminacdo do leite durante a ordenha e controlar a
temperatura de refrigeracéo, para evitar a multiplicacdo microbiana (SALVADOR et al., 2012).

Outro ponto importante a ser levado em consideracdo para garantir a qualidade do leite
é a adocdo das Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), que sdo medidas adotadas para garantir uma
boa qualidade microbioldgica do produto final. Esta ferramenta tem sido utilizada desde a
década de 1970, embora a sua aplicacdo de forma oficial tenha iniciado apenas na década de
90. Na fabricacdo de alimentos, o uso das BPF € imprescindivel, sendo obrigatéria no Brasil
desde 1997. No caso das industrias de alimentos, apesar de ser uma ferramenta basica, as BPF
correspondem a uma das mais importantes ferramentas para a realizacdo do controle da
qualidade total de um processo ou produto, sendo essencial para a implementacdo de Anéalise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Nas unidades processadoras de produtos
lacteos, BPF e APPCC tém sido amplamente utilizadas para alcancar a produgdo segura
(TAVOLARO; OLIVEIRA, 2006).

Desta forma, nota-se que a qualidade microbioldgica do leite pasteurizado depende tanto

da qualidade da matéria-prima, quanto da adequada pasteurizacdo, da adocdo das BPF e
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também do controle da temperatura apds o tratamento térmico. Portanto, € fundamental avaliar
a qualidade do processo, atraves do uso de ferramentas de controle de qualidade e da qualidade
microbiologica, baseando-se nos seguintes parametros: condi¢des de higiene em que foi
preparado, riscos que pode oferecer a satde do consumidor, vida Util requerida e se esta dentro

dos limites estabelecidos pela legislagéo vigente (ALMEIDA, 2006).

1.1 OBIJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Fazer uso de critérios para avaliar a qualidade microbioldgica de um pequeno laticinio,
utilizando uma lista de verificacdo de BPF, de acordo com a legislacdo vigente, e analises de

microrganismos indicadores de contaminacéo.

1.1.2 Objetivos especificos

o Aplicar uma lista de verificacdo de BPF baseado na RDC n° 275;

o Analisar quantitativamente os resultados da lista de verificagéo;

. Escolher e aplicar analises microbiologicas de acordo com os critérios
estabelecidos pela verificacdo das BPF;

o Verificar a adequacdo das metodologias microbioldgicas convencionais com
métodos ndo oficiais;

o Aplicar metodologia para avaliacdo do potencial de formacao de biofilme em

superficies.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE LEITE NO BRASIL E SUA QUALIDADE

De acordo com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States
Department of Agriculture - USDA), em 2014, o Brasil ocupou a quinta posi¢do no ranking
mundial de producéo de leite, ficando atras apenas da Uni&o Europeia, india, Estados Unidos e
China. Neste ano a producdo brasileira de leite foi de 35,17 bilhGes de litros, sendo que a regido
Sul foi responsavel por 34,7% ocupando assim a primeira posi¢do no ranking nacional. Neste
periodo o preco médio nacional do litro do leite foi de 0,96 reais, gerando um montante de R$
33,78 bilhdes de reais (IBGE, 2014).

Em 2014 a produtividade média de leite no Brasil foi de 1.525 litros/vaca/ano, sendo
que a regido Sul se destacou por apresentar a maior produtividade nacional, 2.789
litros/vaca/ano. No Parana a produtividade média foi de 2.629 litros/vaca/ano e Castro foi o
municipio que apresentou maior producdo, 239.000.000 litros. O municipio de Virmond foi
responsavel pela producdo de 13.540.000 litros, que geraram aproximadamente 3.269.200,00
reais (DERAL, 2014; IBGE, 2014). Em 2002, o setor de produtos lacteos foi considerado o
quarto maior setor de alimentos do Brasil, com aproximadamente US $ 7 bilhGes em vendas.
Em 2001, o setor era composto por aproximadamente 6000 plantas de processamento que
empregavam aproximadamente 70.000 trabalhadores (FARINA et al., 2005).

A pecuaria leiteira é uma atividade praticada em todo o Brasil, englobando produtores
de varios niveis organizacionais e tecnoldgicos, desde a agricultura familiar e pequenas
cooperativas até propriedades com alto nivel tecnologico (WILLERS et al., 2014). Logo, a
producdo de leite € influenciada por fatores sociais, econdmicos e culturais, que afetam a rotina
de producdo e consequentemente a qualidade do leite. A partir de 1990, a industria leiteira
comecgou a implementar programas que pagam pela qualidade do leite produzido, como forma
de incentivar os produtores a buscar a melhoria de seus produtos e, indiretamente, obter um
melhor desempenho industrial e estabelecer-se no mercado internacional (PAIXAO et al.,
2015).

A qualidade dos alimentos cada vez mais tem se tornado um atributo-chave na
transformacéo dos sistemas agroalimentares, sendo um fator determinante na competitividade
agricola. O conceito de qualidade é complexo, e seus atributos podem variar ao longo do tempo,
este conceito inclui seguranca alimentar, nutricdo e atributos relacionados a comercializacdo de

diversos produtos, sendo baseado na certificagdo e monitoramento de produtos e técnicas
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empregadas na producdo (FARINA et al., 2005). A Instru¢cdo Normativa N° 62, de 29 de
dezembro de 2011, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, é a legislacdo que
regulamenta a producdo, identidade e qualidade do leite tipo A, leite cru refrigerado e leite

pasteurizado, bem como a coleta e transporte de leite cru refrigerado no Brasil (MAPA, 2011).

2.2  BOASPRATICAS DE FABRICACAO

Os sistemas de seguranca de alimentos tém como intuito prevenir, eliminar ou reduzir
0s perigos, sempre que possivel, pelo uso das tecnologias existentes. Estes sistemas baseiam-
se no conhecimento dos perigos potenciais que podem ocorrer no processamento dos alimentos
e na escolha das medidas de controle que garantam a adequacao dos produtos as exigéncias do
fabricante, do consumidor e dos 6rgdos de fiscalizacdo (ICMSF, 2015).

As Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) indicam os principios, procedimentos e meios
primordiais para a producédo de alimentos com qualidade. As BPF incluem questdes referentes
as instalacBes industriais, aos equipamentos, moveis, utensilios, manipuladores e matérias-
primas, bem como qualidade microbiolégica e condicdo higiénica de cada etapa do processo
produtivo (FORSYTHE, 2002). As préaticas adotadas em cada indlstria para obtencdo de
alimentos de qualidade e seguros deve ser documentada em manuais de BPF, que descrevem
como estas praticas sdo realizadas. Este documento € de suma importancia para garantir a
continua avaliacdo e melhoria das industrias processadoras de alimentos (DIAS et al., 2012).

De acordo com ICMSF (2015), as BPF sdo as condicdes e praticas higiénicas basicas
necessarias para a producdo de alimentos seguros e sdo pré-requisitos para o desenvolvimento
e implementacdo de um sistema de gestdo de seguranca dos alimentos, utilizado para controlar,
de forma confiavel, os principais perigos no alimento produzido. O controle das BPF pode ser
feito por duas formas: inspecdo visual e amostragem microbioldgica, sendo que o registro da
realizacdo de ambas € fundamental para garantir que as acBGes corretivas possam ocorrer
adequadamente e em tempo habil.

Santana et al., (2009), ao avaliarem a qualidade higiénico sanitaria de servicos de
alimentacdo em escolas de Salvador-BA, notaram que apds a adocdo das BPF os resultados
obtidos por inspecdo visual e analises microbioldgicas apresentaram melhoria, em particular
nas praticas de higiene dos manipuladores e seguranca dos alimentos. Pois estes dados
correlacionaram-se e os valores de contagem total em placas, coliformes e estafilococos

diminuiram nas amostras de alimentos e nas maos dos manipuladores.
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A inspecdo visual, geralmente, é realizada pelos funcionarios mais experientes e
treinados ou por auditores independentes, sendo que 0 momento adequado para realizagdo das
inspecOes dependera da sua finalidade. Quando realizada antes do inicio das atividades diarias
tem o intuito de verificar a eficacia dos procedimentos de higienizacdo e sanitizacdo e se 0
ambiente e 0s equipamentos estdo aptos para serem utilizados nas etapas posteriores de
processamento. Ja as inspe¢des durante a etapa de producdo tem a finalidade de verificar se
existem praticas adotadas por funcionarios, fluxo inadequado de produtos, ou acumulo de
residuos que possam levar contaminacédo aos produtos (ICMSF, 2015).

A amostragem microbioldgica, por sua vez, proporciona uma melhor avaliacdo do
processo e do ambiente, sendo importante realiza-las antes, durante e ap6s o processamento.
Neste caso é comum avaliar os microrganismos indicadores e, em alguns produtos, podem ser
realizadas também andlises adicionais para verificar a presenca de patogenos. Estas analises
geram informacdes importantes para determinar os ajustes necessarios nas BPF e, com isso,
controlar ou evitar a contaminagdo do ambiente e/ou produto (ICMSF, 2015).

Dias et al., (2012) concluiram que a implementacdo de BPF em uma unidade de
processamento de queijo mudou a organizacdo global, bem como o comportamento e
conhecimento dos gestores e manipuladores de alimentos quanto a qualidade e seguranca dos
produtos fabricados. Com a implementacédo de BPF, atualizacdo e melhoria continua, a inddstria
tornou-se mais competitiva e 0os manipuladores tornaram-se mais conscientes sobre a sua
importancia para o processo. Com isso, melhorias no ambiente de trabalho, adequacdo a
legislacdo e a qualidade dos produtos finais foram alcancadas.

No Brasil, as BPF estao regulamentadas na Resolugéo de Diretoria Colegiada - RDC N°
275, de 21 de outubro de 2002, que dispde sobre o Regulamento Técnico de Procedimentos
Operacionais Padronizados aplicados aos Estabelecimentos Produtores e Industrializadores de
Alimentos. Este documento contém também a Lista de Verificacdo das Boas Préaticas de
Fabricagdo em Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos (BRASIL, 2003).

A aplicacgdo da lista de verificacdo é uma avaliacdo inicial, que permite indicar pontos
criticos e/ou em inconformidade e com isso, tracar acdes corretivas para adequar as instalagdes,
procedimentos e processos produtivos. Esta pratica visa eliminar ou reduzir os riscos quimicos,
fisicos e bioldgicos, que possam vir a comprometer os alimentos e a satude do consumidor
(GENTA; MAURICIO; MATIOLI, 2005).

A avaliagdo das BPF por meio de questionarios apropriados, € utilizada como subsidio
para qualificacéo e selecdo de fornecedores, para a verificagcdo do cumprimento das BPF, pelo

proprio estabelecimento ou por auditoria fiscal sanitaria. Esta ferramenta serve também como
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base para a implantacdo do sistema Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC)
(TOMICH et al., 2005).

2.3 HIGIENE EM LATICINIO

O leite produzido no Brasil apresenta heterogeneidade de sistemas de producgéo, tendo
um numero pequeno de produtores especializados, e elevado nimero de produtores com pouca
ou nenhuma especializagdo. Este grau de instrucdo afeta diretamente a produtividade leiteira e
0 manejo nutricional e higiénico-sanitéario adotado (VARGAS et al., 2015).

A contaminacdo do leite por microrganismos patogénicos € um grande problema para a
salde publica, em nivel mundial, agravando-se mais em regifes subdesenvolvidas, onde o leite
cru, muitas vezes, é consumido pela populacdo. Por este motivo faz-se necessaria a melhoria e
monitoramento de sua qualidade para aumentar a seguranca da cadeia produtiva em todo o
mundo. No Brasil, a comercializacdo do leite cru é proibida, porém por questdes culturais e/ou
falta de informacédo o consumo deste produto € muito comum, principalmente, por individuos
de baixo poder aquisitivo. Além do risco a salde, a contaminacao microbioldgica do leite pode
provocar alteracdes fisico-quimicas e sensoriais, devido a presenca de enzimas e toxinas
produzidas por algumas espécies bacterianas (OLIVEIRA, 2011).

Como em todos 0s setores que produzem alimentos, o setor de lacteos é confrontado
com o desafio de implementar as BPF para garantir a producdo de alimentos seguros. Alguns
lacticinios tém feito esforgos e investido significativamente para a implementacdo das BPF e
da APPCC, com o intuito de produzir alimentos mais seguros e que atendam aos requisitos
estabelecidos nas legislagc6es vigentes (OPI1YO et al., 2013).

Opiyo et al. (2013) correlacionaram os efeitos dos sistemas de gestdo de seguranca dos
alimentos existentes, com o tamanho do laticinio, e avaliaram seus efeitos sobre a qualidade
microbioldgica na industria de leites no Quénia. Foram realizadas amostragens e posterior
analise de microrganismos indicadores de qualidade e de patdgenos em locais criticos, como o
ambiente, maos dos manipuladores, superficies que entravam em contato com alimentos e dos
produtos finais e com isso, foram tragados perfis do nivel de seguranca microbiana para obter
uma visao geral de contaminacdo. A pontuacdo maxima foi obtida por apenas trés laticinios,
dos 14 avaliados, sendo dois de grande porte e um de escala média. Nos laticinios de pequeno
porte a qualidade microbioldgica foi mais precaria, apresentando, em alguns casos, presenca de

Escherichia coli em superficies em contato com os alimentos e no produto final.
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As superficies sdo importantes fontes de contaminacgéo microbioldgica, aos alimentos,
principalmente quando ndo sdo adequadamente limpas ou permanecem molhadas entre a
limpeza e o uso. Os manipuladores de alimentos também desempenham um papel importante
em relacdo a contaminacdo, uma vez que podem ser portadores assintomaticos de doencas
causadas por microrganismos de origem alimentar. Portanto, a adogéo de medidas que garantam
a deteccdo precoce de agentes patogénicos permite a tomada de decisbes adequadas para
eliminar o patdgeno e aumentar o nivel de seguranca dos alimentos produzidos (EVANS et al.,
2004; OPIYO et al., 2013).

As medidas adotadas nos procedimentos de higienizacao dos equipamentos e superficies
devem levar em consideracdo a composic¢ao do alimento e as especificidades do processo. No
caso do leite, os principais residuos sdo as proteinas e 0s minerais, ja que o carboidrato presente
é a lactose, que é facilmente removida por ser soluvel em agua. As proteinas podem ser
desnaturadas durante o tratamento térmico e com isso formam incrustagdes dificeis de serem
removidas, além disso também ocorre a insolubilizacdo de alguns sais minerais e este fator é
intensificado pelo tratamento térmico (SANTQOS, 2010).

As principais etapas que devem ser realizadas durante a higienizacdo de equipamentos
e utensilios na industria de alimentos sdo: pré-limpeza, limpeza, enxague, desinfeccdo e
enxague novamente. No caso de industrias processadores de leite, pela composi¢do do mesmo,
é indicado realizar a pré-limpeza com agua limpa a temperatura ambiente, limpeza com
detergente alcalino a 80 °C/20 min, enxague com agua limpa a temperatura ambiente e
desinfeccdo com solucéo acida a 45 °C, se necessario o Ultimo enxague deve ser realizado com

agua limpa também a temperatura ambiente (ANDRADE, 2008).

24  MICROBIOTA E CONTAMINANTES DO LEITE

Segundo Oliveira (2005), quando o leite € obtido em condicdes higiénicas adequadas e
de animais sadios, 0 nUmero de microrganismos deve ser baixo. No entanto, mais de dezesseis
doencas bacterianas e sete virais podem ser veiculadas pelo leite cru, uma vez que os principais
contaminantes desta matéria-prima sdo as bactérias, sendo raramente encontradas leveduras e
fungos.

As bactérias que se encontram presentes no leite cru podem afetar a qualidade, a
seguranca e a aceitacdo do mesmo. Dentre os diversos microrganismos que podem ser

encontrados no leite e em outros produtos lacteos, cabe ressaltar os agentes patogénicos como:
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Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni e
Mycobacterium tuberculosis (ELMOSLEMANY et al., 2009).

Os microrganismos que mais frequentemente tem sido relacionados com doencas
causadas por alimentos sdo Campylobacter, Salmonella, Shigella e Escherichia coli. Nos
Estados Unidos, cerca de 62% dos surtos estavam relacionados com alimentos de origem animal
e 0s agentes etiologicos de maior destaque foram Salmonella spp. e Staphylococcus aureus
(ANDRADE, 2008).

Embora os produtos lacteos sejam bastante fiscalizados pelos 6rgdos competentes,
varios casos de surtos e de toxinfeccGes alimentares tém sido registrados nos Estados Unidos e
no Reino Unido, relacionadas com estes produtos. Provavelmente estes casos sejam comuns
também em outros paises porém ndo hé registros dos casos. Os microrganismos mais incidentes
nos paises mencionados sdo: Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni e Yersinia enterocolitica (ALMEIDA, 2006).

Gillespie et al., (2003) relataram que apenas 2% dos surtos alimentares registrados na
Inglaterra e no pais de Gales estavam relacionados ao leite, sendo que deste total, 52%
apresentava como veiculo o leite ndo pasteurizado e 37% o leite pasteurizado. Os
microrganismos responsaveis pelos casos foram: Salmonella (37%), Escherichia coli (33%) e
Campylobacter (26%). No Brasil, uma pesquisa realizada em Curitiba-PR avaliou a presenca
de Campylobacter em 30 amostras de leite, 15 crus e 15 pasteurizados, sendo detectada a
presenca em apenas 2 amostras de leite cru e em nenhuma de leite pasteurizado (NARCIZO;
MONTANHINI, 2014).

No leite também estdo presentes as bactérias acido lacticas (BAL), que sdao amplamente
distribuidas na natureza. No leite, os géneros comumente encontrados sdo: Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus e Leuconostoc. Porém, todos os aspectos higiénicos aplicados na
obtencdo do leite, na manipulacdo, no uso de refrigeracdo e no emprego de ferramentas de
controle de qualidade, podem afetar a populacdo microbiana e, juntamente com 0s
microrganismos contaminantes presentes no leite cru, as BAL podem ser eliminadas durante os
processos tecnoldgicos (ERCOLINI et al., 2009; STULOVA et al., 2010).

A contagem bacteriana total (CBT) é uma analise que fornece uma estimativa do nimero
total de bactérias aerdbias presentes na amostra. Quando apresenta contagens elevadas pode ser
um indicativo de vacas com mastite, condi¢cbes de ordenha insalubres e/ou higienizacéo
inadequada (GILLESPIE et al., 2012).

O leite é considerado um meio de cultura ideal para o desenvolvimento de bactérias e

outros microrganismos, sendo que no caso dos microrganismos pertencentes ao grupo
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coliformes a populagdo dobra de tamanho a cada 20 minutos a uma temperatura média de 30
°C. Dependendo do tipo e da quantidade dos microrganismos presentes no leite, além dos riscos
a saude publica citados anteriormente, estes podem causar efeitos indesejaveis na qualidade
industrial. Dentre as alteracOes relacionadas a industria alimenticia, vale ressaltar os problemas
com a acidificacdo e coagulacao, producdo de gés, alteragdes de sabor, odor, cor, entre outros.
Além de reduzir a vida de prateleira, estas alteracfes também s&o responsaveis pela diminuicdo
do rendimento industrial (CASSOLLI, 2005).

2.5 MICRORGANISMOS INDICADORES

Os beneficios e a eficacia da implementacdo de BPF, quanto a seguranca alimentar e
qualidade, podem ser avaliados pelo uso de indicadores. Dentre 0s parametros que Sao
utilizados para avaliar esta eficacia, os mais comumente utilizados, so os indicadores de custos
pré e pés-implementacdo de BPF e os indicadores microbioldgicos (DIAS et al., 2012).

Os valores fornecidos por analises de microrganismos indicadores sdo muito Uteis para
analisar tendéncias ou controlar processos. Em casos em que se tem um programa de gestdo de
seguranga e da qualidade microbioldgica bem estruturado, as andlises de microrganismos
indicadores podem tornar-se mais importantes que analises microbioldgicas convencionais do
produto final. Estes microrganismos também podem ser utilizados como ferramenta para
avaliar a eficicia de processos de limpeza e desinfeccdo, ou de processamento inadequado
(ICMSF, 2015).

O método mais utilizado para avaliar a carga microbiana do leite é a contagem
bacteriana total (CBT), que inclui tanto os microrganismo deteriorantes quanto os patdgenos, e
em contagens elevadas indicam matéria prima excessivamente contaminada, falta de condicGes
basicas de higiene, refrigeracdo e/ou pasteurizacdo inadequada ou equipamentos nao
higienizados corretamente, o que pode implicar em perdas econémicas (OLIVEIRA, 2005).

Entretanto, este ndo € um indicador de seguranca do alimento, uma vez que ndo ha
diferenciacdo entre os tipos de bactérias presentes e nem a presenca de patdégenos ou toxinas,
porém, fornece informacdes gerais sobre a qualidade dos produtos, das préaticas adotadas e das
matérias-primas utilizadas. Esta analise pode ser realizada tanto para microrganismos
mesofilos, psicrotréficos ou termdfilos, variando apenas o tempo e a temperatura de incubacéo
(NASCENTES; ARAUJO, 2012; OLIVEIRA, 2005; SALVADOR et al., 2012).

Ja a presenca de Enterococcus indica que praticas higiénicas foram inadequadas, ou que

0 produto foi exposto a condi¢des que propiciaram a multiplicacdo de microrganismos
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indesejaveis (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Os microrganismos que pertencem ao género
Enterococcus sdo encontrados com frequéncia em leite e seus derivados e comumente aderem-
se aos equipamentos e utensilios dos laticinios, formando biofilmes nas superficies destes
(ROSADO, 2009). Tal fato € preocupante, pois normalmente estdo associados a infec¢oes
clinicas, embora contribuam para as caracteristicas sensoriais e para a biopreservacdo de
produtos lacteos (PORTO et al., 2016).

Os Enterococcus colonizam o trato gastrointestinal de diferentes animais, incluindo
aves, bovinos e suinos, sendo as espécies mais isoladas Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium, Enterococcus hirae, Enterococcus cecorum e Enterococcus durans (CASSENEGO et
al., 2013), devido a isso, alguns autores sugerem o uso como indicador de contaminacao fecal
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Os produtos lacteos sdo um dos principais reservatorios deste
género, podendo estar relacionado com contaminacdo ambiental ou fecal, por outros animais
ou pelo proprio homem. Estes microrganismos podem ser considerados um problema para a
salde publica, quando carregam genes de viruléncia, pois devido ao uso de antimicrobianos em
animais de cria, para o tratamento de doencas, podem influenciar na selecdo ou na amplificacédo
de cepas potencialmente patogénicas, que apresentam resisténcia a diferentes tipos de
antibidticos, que podem ser transmitidas ao homem através da cadeia alimentar (DELPECH et
al., 2013).

Porto et al. (2016) verificou 75,5%, 26,42% e 3,77% de resisténcia a pelo menos um,
dois e trés antibioticos, respectivamente, de nove que foram testados: ampilicilina 10ug;
cloranfenicol 10ug; eritromicina 15ug; estreptomicina 300ug. teicoplanina 30ug; norfloxacina
10pg; vancomicina 30pg; tetraciclina 30pg; e gentamicina 120ug, avaliando queijo coalho no
nordeste do Brasil. Além disso, este género também pode expressar genes de aderéncia,
aumentando a sua capacidade infectiva, devido a formacéo de biofilmes (CASSENEGO et al.,
2013).

A utilizacdo de grupo coliformes como indicador da qualidade higiénico-sanitaria de
alimentos é uma pratica ja consolidada e a presenca destes em leite indica que as praticas de
higiene adotadas durante a ordenha e nas etapas subsequentes foram precérias, que hé infeccéo
no Ubere, causada por algumas espécies pertencentes a este grupo, ou que houveram falhas na
pasteurizacao. Além disso, a deteccdo de coliformes termotolerantes é utilizada como um indice
de contaminacéo recente e indica que microrganismos de origem fecal, inclusive patogénicos,
possam estar presentes (OLIVEIRA, 2005; SALVADOR et al., 2012).

Por mais de 100 anos, os Estados Unidos, tém utilizado o grupo coliformes como

microrganismos indicadores, sendo este um teste de qualidade higiénica padrdo para muitos
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alimentos e bebidas, incluindo a &gua e o leite. A industria de lacteos utiliza este grupo para
indicar a presenca de mais de 20 géneros de bactérias Gram-negativas, bacilares, nédo
formadores de esporos, que ndo tém a capacidade de sobreviver a tratamentos térmicos, como
a pasteurizacdo. Portanto, nestes casos, os coliformes atuam como indicadores de contaminacéo
pos pasteurizacdo (MASIELLO et al., 2016).

A presenca de coliformes além de ser um indicativo da condicéo higiénica dos produtos
lacteos e do ambiente de processamento e armazenamento, também tem afetado a qualidade
sensorial dos produtos, uma vez que podem crescer em temperaturas de refrigeracdo
(MASIELLO et al., 2016; WESSELS; JOOSTE; MOSTERT, 1989). Martin et al., (2012), ao
avaliar sensorialmente amostras de leite pasteurizado contaminado com coliformes observou
diminuicao significativa de 14 dias na vida de prateleira, quando comparado com amostras ndo
contaminadas, 0s autores correlacionaram este fato com a producédo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas.

Embora muito utilizado nos EUA em laticinios, como indicadores de qualidade, os
coliformes representam menos de 50% da flora bacteriana que contamina o leite fluido apos a
pasteurizacdo (RANIERI; BOOR, 2009). Na Europa tem-se utilizado um grupo alternativo de
indicadores, a familia taxondmica Enterobacteriaceae, este grupo é composto por bactérias
gram-negativas, fermentadoras de glicose e termolébeis, que inclui um grande numero de
géneros relacionados com a contaminacdo pos pasteurizacdo de produtos lacteos, como por
exemplo Buttiauxella, Cedecea, Citrobacter, Cronobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia,
Klebsiella, Kluyvera, Leclercia, Pantoea, Plesiomonas, Proteus, Rahnella, Raoultella,
Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinia. Além disso, ao avaliar o grupo Enterobacteriaceae é
possivel detectar um grande nimero de géneros associados a deterioracdo de produtos lacteos,
sem excluir o tradicional grupo coliformes (HERVERT et al., 2016).

A utilizacdo de bactérias do género Staphylococcus como indicadores de qualidade é
interessante pois estes microrganismos estdo presentes naturalmente na pele, mucosas do trato
respiratorio superior e no intestino do homem, sendo o S. aureus o de maior patogenicidade e
responsavel por um ndmero considerdvel de surtos de toxinfeccdo. A importancia deste
microrganismo como indicador se deve ao papel desempenhado pelos manipuladores durante
0 processamento, aos riscos de contaminacao das matérias-primas e das superficies em contato
com os alimentos e também ao fato desta bactéria ser a mais resistente de todas as patogénicas
ndo formadoras de esporos, além de ser um indicador de contaminagdo pdOs-processo
(NASCENTES; ARAUJO, 2012; OLIVEIRA, 2005).
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26  BIOFILMES

Devido a alta capacidade de adaptacdo e reproducdo, em um pequeno intervalo de
tempo, 0s microrganismos conseguem se desenvolver em diversos ambientes, incluindo
condi¢cbes extremas. Quando presentes nos equipamentos, 0S microrganismos podem
apresentar-se dispersos na suspenséo, ou aderidos a superficies, na forma de biofilmes (SILVA,
2011). As bactérias sdo os microrganismos com maior capacidade de formacdo de biofilmes,
por apresentarem tamanho reduzido, altas taxas de reproducdo, elevada capacidade de
adaptacéo e de producéo de substancias extracelulares (LINDSAY; VON HOLY, 2006).

Biofilmes tém sido definidos como um conjunto de células microbianas ligadas a uma
superficie, por meio de filamentos de natureza proteica ou polissacarideos que formam uma
matriz extracelular. Os microrganismos associados no biofilme, normalmente, sdo diferentes
dos que permanecem em suspensdo e apresentam elevada resisténcia aos antibidticos e
desinfetantes, apresentando real importancia para as areas de medicina, ambiental e industrial.
Por este motivo o estudo de biofilmes microbianos tem recebido significativa atencdo nas
Gltimas décadas (DONLAN, 2002).

Os biofilmes sdo constituidos por substancias poliméricas extracelulares, denominadas
exopolissacarideos (EPS). Estas substancias representam cerca de 70 a 90% do peso total, sendo
0 restante composto por proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e
vitaminas. O biofilme forma uma crosta, na qual 0os microrganismos continuam a crescer,
proporcionando maior resisténcia aos agentes quimicos e fisicos, utilizados em procedimentos
de higienizagéo (SILVA, 2011).

Ha vérios metodos desenvolvidos para o cultivo e quantificagdo de biofilmes, porém
nenhum protocolo foi padronizado para a avaliagdo de formacdo de biofilme por diferentes
espécies bacterianas. A quantificacdo de biofilmes iniciou-se com um método baseado no
cultivo de biofilmes em um tubo de ensaio e posterior detec¢do do biofilme por coloragéo, em
seguida foram utilizadas microplacas para o cultivo e os resultados foram medidos por
espectrofotometria. Além dos métodos citados, também ha a possibilidade do uso da marcacéao
radioativa, microscopia, teste com agar vermelho Congo, dentre outros. Entretanto, 0 método
mais utilizado para investigacdo de biofilme é o que utiliza microplacas (STEPANOVIC et al.,
2007).

A diferenciacédo entre adesé@o bacteriana e formacéo de biofilme tem sido baseada na
quantidade de células aderidas por cm?, sendo que este valor difere entre os autores. Alguns

sugerem um namero minimo de células aderidas por cm? de 10°, enquanto outros consideram
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que a formac&o de biofilme ja ocorre com um niimero de células aderidas entre 10° e 10° células
por cm? (SILVA, 2011).

A prevencdo da formacdo de biofilmes em equipamentos de laticinios é muito
importante para assegurar a qualidade da matéria-prima, pois a presenca de biofilmes na
industria de alimentos tem sido relatada como fonte potencial de contaminacdo bacteriana.
Dentre as espécies de importancia esta a Listeria monocytogenes, que tem potencial para formar
biofilmes em materiais como 0 aco inoxidavel, borracha e plastico, amplamente encontrados
em equipamentos de industrias processadoras de leite (LATORRE et al., 2010).

Entretanto, outras espécies patogénicas podem estar associadas a formacao de biofilmes,
como € o caso da Listeria innocua, Yersinia enterocolitica, Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus. J& no caso dos microrganismos
alteradores de alimentos o género Pseudomonas € 0 que apresenta maior nimero de espécies
com capacidade de formagéo de biofilmes (ANDRADE, 2008).

A formagdo de biofilmes pode causar danos irreversiveis e reducdo da viabilidade de
equipamentos, ocasionando prejuizos econémicos as industrias. Além disso, pode reduzir o
fluxo nas tubulages, reduzir a taxa de transferéncia de calor em trocadores e provocar corrosao

nas superficies dos equipamentos e utensilios (SILVA, 2011).
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho investigou uma industria processadora de leite fluido pasteurizado
a fim de avaliar a sua condicéo higiénico sanitaria atraves do uso de diferentes critérios. Para
isso, primeiramente foi aplicada uma lista de verificagdo segundo a RDC n° 275 (Brasil, 2002),
sendo que apds a avaliacdo criteriosa dos resultados, foram escolhidos os pontos que seriam
amostrados para realizar as analises microbioldgicas. Estas analises foram escolhidas de acordo
com o tipo de amostra que seria coletada e utilizadas para determinar o risco do ambiente e a

adequacdo da escolha das mesmas.

3.1 LOCAL DE ESTUDO

Foi avaliada uma pequena industria processadora de leite fluido pasteurizado, que
possui SIP/POA, localizada no municipio de Virmond, PR, Brasil, com capacidade para

producéo de 50 mil L.més™,

3.2  APLICACAO E AVALIACAO DA LISTA DE VERIFICACAO BASEADA NA RDC
N° 275

O estabelecimento foi avaliado utilizando a Lista de Verificacdo das Boas Praticas de
Fabricacao em estabelecimentos produtores/industrializadores de alimentos contida no Anexo
Il da RDC n° 275 (Brasil, 2002), Sendo uma parte desta disponibilizada no Anexo I, deste
trabalho. Este instrumento é dividido em cinco blocos, sendo eles: 1- edificacdes e instalacdes;
2- equipamentos, moveis e utensilios; 3- manipuladores; 4- producéo e transporte dos alimentos
5- documentacéo, obtendo como resposta para cada um dos itens “Sim”, “N&o” ou “NA” (ndo
aplicavel). A aplicacdo desta foi realizada de forma individual, durante uma visita ao laticinio,
por cinco pessoas: 2 engenheiras de alimentos, 1 farmacéutica, 1 medica veterinaria, e 1
académica da ultima fase do curso de bacharelado em engenharia de alimentos, no dia
14/09/2016, apos a visita, foi realizada uma reunido, para realizar a sintese dos resultados.

Os itens contidos nesta Lista de Verificacdo foram avaliados de acordo com Tomich et
al. (2005). Para isso, os itens foram pontuados como: Imprescindiveis- itens criticos para
protecdo contra doencas de origem alimentar e que necessitam de correcdo imediata;
Necessarios- itens que contribuem para ocorréncia de doencas de origem alimentar, mas que

podem levar um tempo maior para ocorrer a adequacao; Recomendaveis- ndo sao criticos para
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gerar doencas de origem alimentar, mas pertencem as BPF e N&o Atendidos. Desta forma, cada
item recebeu uma pontuacgdo: 4- Imprescindiveis, 2- Necessarios, 1- Recomendaveis e 0- N&o
Atendidos.

Para o calculo da pontuacdo do bloco (PB), foi utilizada a Equacdo 1 onde TS
corresponde ao nimero de respostas sim, K é pontuacdo méaxima do bloco e TNA o nimero de
itens ndo aplicaveis.

B = (Kj_'SFNA) (Equacéo 1)

A porcentagem de itens imprescindiveis em cada bloco (%]) foi calculado utilizando a
Equagdo 2, e o0 peso de cada bloco, utilizando a Equagdo 3. Sendo X I o total de itens
Imprescindiveis do bloco e £ NT o niimero total de itens do bloco, enquanto W refere-se ao

peso do bloco e £ % I a somatdria de % I de todos os blocos.

N

%l =| S— |x100 Equacdo 2

() —
0,

W = U x100 (Equacéo 3)
> %l

Para o célculo da pontuacéo ponderada de cada bloco (PPB) foi utilizada a Equacéo 4,
enquanto que a pontuacdo ponderada do estabelecimento (PPE) foi realizada pela soma das
pontuacdes ponderadas de cada bloco (Equacdo 5), a classificacdo do estabelecimento se deu

de acordo com a Tabela 1.

PPB = PB xW (Equacéo 4)
PPE = PPB, + PPB, + PPB, + PPB, + PPB, (Equacao 5)

Tabela 1 - Classificacéo do laticinio de acordo com a Pontuacdo Ponderada do estabelecimento
(PPE).
Classificacdo PPE

Excelente 96 a 100
Muito bom 89 a 95
Bom 76 a 88
Regular 41a75
Ruim <41

Fonte: TOMICH et al., 2005.
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Para verificar a importancia de cada bloco na pontuacdo final foi calculada a
contribuigéo percentual de cada bloco em relagdo a pontuacdo ponderada do estabelecimento

utilizando a Equacéo 6.

%Contribuicdo(PPE) :[ PPB, ]xlOO (Equagcdo 6)

> PPB

Apos a obtengdo destes resultados, foi possivel estabelecer os pontos do layout do
laticinio onde seriam coletadas as amostras para as analises microbiologicas, de acordo com o

critério 1- Imprescindivel.
3.3 ANALISE DOS INDICADORES DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA

A coleta das amostras seguiu a metodologia proposta por Santana et al. (2009) com
modificagOes, onde foram realizadas 3 coletas, em dias diferentes, totalizando 3 coletas de cada
ponto. Todas as analises microbioldgicas foram baseadas nas metodologias propostas pela
APHA (American Public Health Association) e foram realizadas em duplicata. Todas as
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas com gelo e levadas ao laboratério, onde
foram imediatamente analisadas. Entre a coleta e o inicio das analises ndo ultrapassou 2 h.

As amostras das superficies foram realizadas por Swab, utilizando um padrdo de 100
cm? ou 25 cmz, de acordo com o tamanho da superficie, sendo coletadas em tubos de diluicédo
contendo agua peptonada 0,1% e solucéo de tiossulfato de sddio 0,25%. As analises realizadas
foram: Contagem de Bactérias Mesofilas Totais (CBT) (MORTON, 2001 apud SILVA et al.,
2010a), Enterococcus (FRANCIOSI et al., 2009) e Coliformes Termotolerantes a 45°C,
utilizando Petrifilm EC (SILVA et al., 2010a). Para as maos dos manipuladores, coletou-se
Swab nas palmas e bordas, sem a necessidade da utilizacdo da solucdo de tiossulfato de sédio
(ANDRADE, 2008), quantificando-se Staphylococcus coagulase positiva
(LANCETTE;BENNETT, 2001, apud SILVA et al., 2010a).

Também foram coletadas amostras de 200 mL de agua em frascos contendo 0,2mL de
solucdo de tiossulfato de sodio 3% e de 200 mL de leite cru, no caminh&o e no tanque resfriador,
em frascos estéreis, além de embalagens fechadas de leite pasteurizado. Foi realizada a
enumeracéo de enterobactérias, coliformes a 35°C e 45°C na agua. No leite cru e pasteurizado
foi realizada a contagem de bactérias aerébias mesofilas totais segundo Standard Methods for
the Examination of Dairy Products (Laird et al, 2004 apud SILVA et al., 2010a), contagem de
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coliformes a 35°C e 45°C (Davidson et al, 2004 apud SILVA et al., 2010a) e Salmonella pelo
método AOAC 2011.03, segundo Instrucdo Normativa n° 62 (IN 62) (MAPA, 2011).

Embalagens vazias retiradas da embaladora, antes e ap6s passar pela luz UV, foram
acondicionadas em sacos de polipropileno (500 mL) estéreis e realizou-se a analise de CBT.
Também realizou-se o teste do poder desinfetante dos materiais de limpeza utilizados no
estabelecimento, pelo teste de suspensdo, avaliando o nimero de redugdes decimais utilizando
como padrdo Escherichia coli ATCC® 25922 e Staphylococcus aureus ATCC® 25923 em
contato com o sanificante por 30s a 20°C, segundo metodologia recomendada pela AOAC. A
eficiéncia foi determinada pela capacidade de reducdo de 5 ciclos logaritmicos ou maior
(ANDRADE, 2008).

A qualidade do ar foi analisada quanto a bactérias aerébias mesofilas totais, pela
metodologia de deposicdo passiva em placa, utilizando &gar nutriente, a 1m do chdo e 1m da
parede, utilizando placas abertas de 65cm? por 15min incubadas posteriormente a 36°C/24h,
conforme metodologia descrita pela APHA (ANDRADE, 2008; PASQUARELLA;
PITZURRA; SAVINO, 2000).

3.4  DETERMINACAO DO POTENCIAL DE FORMACAO DE BIOFILME

Apos estimar a existéncia de biofilme nas superficies pela contagem de bactérias

mesofilas totais (CBT), proxima a 105, foi determinado o potencial de formacéo de biofilme
pelo método de microplacas, seguindo o protocolo de Stepanovic et al. (2007). Neste método
0,3mL dos swabs de superficie foram inoculados em tubos contendo 3mL de caldo BHI, para
crescimento da cultura misturada, incubada a 37°C/24h. Apds, uma aliquota foi transferida para
novo caldo BHI a fim de atingir a densidade dptica (DOsa0 nm) de 0,08 a 0,1, transferindo 200
pL deste meio para microplacas de 96 pocos, estéreis, de fundo plano, incubadas sob as mesmas
condic¢des. Um controle negativo foi utilizado com o mesmo volume de meio.

Apbs, o meio foi removido e os pocos lavados 3 vezes com 200 uL de solugéo salina
estéril (0,85%) e aplicou-se metanol P.A., por 15 min e em seguida removido; aguardou-se
secagem do mesmo em capela. Foi adicionado 200 pL do corante cristal violeta 1%, por 5 min
e na sequéncia lavou-se 0s pocos, novamente, com 200 uL de solugdo salina estéril (0,85%).
Por fim, adicionou-se 200 uL de uma solugao de acido acético glacial (33%) e realizou-se a
medida a densidade optica (DOsa40 nm) em leitor de microplacas. A analise dos resultados foi

realizada conforme a Tabela 2.
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Tabela 2 - Classificacdo da capacidade de formacdo de biofilme pela medida da densidade
optica (DOsa40 nm), Utilizando 0 método de microplacas com o corante cristal violeta.

Classificacao Leitura
N&o produtor de biofilme DO isolado < DO controle
Fraco produtor de biofilme DO controle < DO isolado <2 x DO
controle
Moderado produtor de biofilme 2 x DO controle < DO isolado <4 x DO
controle
Forte produtor de biofilme 4 x DO controle < DO isolado

Fonte: Adaptado de STEPANOVIC et al., 2007.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  APLICACAO E AVALIACAO DA LISTA DE VERIFICACAO BASEADA NA RDC
N° 275

Apos aplicacéo da lista de verificacéo e da reunido com a equipe avaliadora, 0s seguintes
itens foram considerados imprescindiveis, ou seja, itens criticos e que necessitam de correcao

imediata;

e Lavatorios da area de manipulacao;

e Existéncia de um responsavel pela operacdo de higienizacdo, bem como frequéncia e
adequacao da higienizacao;

e Produtos de higiene aprovados pelo Ministério da Saude e utilizados nas concentragdes
adequadas;

¢ Qualidade da agua utilizada nos processos de higienizagéo;

e Layout adequado ao processo produtivo, com fluxo de producéo ordenado, linear e sem
cruzamento;

e Superficies em contato com alimentos lisas, integras, impermedaveis, resistentes a
corrosao, de facil higienizacao e de material ndo contaminante e em adequado estado de
conservagdo e funcionamento;

e Existéncia de programa de capacitacdo adequado e continuo relacionado a higiene
pessoal e a manipulacdo dos alimentos;

e Selecdo das matérias-primas baseados na seguranca do alimento e inspecionados na
recepcao;

e Rede de frio adequada ao volume e aos diferentes tipos de matérias-primas e
ingredientes.

A Tabela 3 apresenta o nimero de itens avaliados, sendo divididos em itens nédo
aplicaveis, itens conformes, itens ndo conformes e o nimero de itens imprescindiveis, de acordo
com cada bloco. A partir destes resultados, usando as equaces 1 a 6, pode-se classificar o nivel
das boas praticas que estavam sendo aplicadas no laticinio, conforme resultados apresentados
a Tabela 4.



Tabela 3 — Resultados obtidos com a aplicacédo da lista de verificacdo da RDC N° 275 no laticinio.

NUmero de Itens néo Itens néo Itens
Bloco . o Itens conformes . L
itens aplicaveis conformes imprescindiveis
Edificagoes e 79 10 39 30 17
instalacbes
Equipamentos, 21 0 14 7 11
moveis e utensilios
Manipuladores 14 4 8 2 5
Producéo e transporte 33 3 93 7 12
do alimento
Documentacéao 17 7 3 7 1
Total 164 24 87 53 46
Fonte: Elaborado pelo autor.
Tabela 4 — Avaliagdo quantitativa da lista de verificagéo.
ltens Pontuacsio Pontuacéao Contribuicéo
Pontuacéo do . L Peso do bloco ¢ Ponderadado  percentual do
Bloco imprescindiveis Ponderada do :
bloco (PB) (%) (W) Bloco (PPB) Estabelecimento bloco
0 (PPE) (%PPE)
E_dlflcag0~es e 057 21,52 14,17 8,01 11,55
instalacbes
Equipamentos, 0,67 52,38 34,49 23,00 33,16
moveis e utensilios
Manipuladores 0,80 35,71 23,52 18,81 69,34 27,13
Produgdo e transporte 0,77 36,36 23,95 18,36 26,48
do alimento
Documentacao 0,30 5,88 3,87 1,16 1,68

Fonte: Elaborado pelo autor.
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De acordo com o resultado da PPE, o laticinio analisado foi classificado como regular
(TOMICH et al., 2005). Como pode ser observado, os blocos “manipuladores”, “equipamentos
moveis e utensilios” e “producdo e transporte do alimento” foram os que apresentaram maior
peso e, portanto, maior contribuicdo percentual, pois estes foram o0s que apresentaram também
0 maior nimero de itens imprescindiveis. Estes resultados se assemelharam aos encontrados
por Santos e Hoffmann (2010) e por Dias et al. (2012), que avaliaram um estabelecimento
produtor de queijos minas frescal e ricota, em Séo Paulo, e uma fabrica de queijo mussarela, no
Parana, respectivamente, também classificados como regulares. Outro ponto em comum destes
trabalhos foi que o bloco referente aos manipuladores esteve em destaque por apresentar
elevado numero de inconformidades em todos eles.

Como forma de corrigir estes problemas poderiam ser realizados treinamentos com 0s
funcionarios, criacdo de POPs (Procedimentos Operacionais Padronizados), reformulacao dos
procedimentos de higienizacdo e realizacdo de reformas e adequacdes nas instalacfes do

laticinio.

4.2 ANALISE DOS INDICADORES DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA

Os pontos de coleta das amostras, para verificagdo da qualidade microbiolégica do
laticinio foram escolhidos de acordo com os resultados da analise das BPF, com observacdes
adicionais, realizadas durante a avaliacdo do laticinio, que incluiram: (i) presenca de poeira na
area externa, (ii) paredes sem revestimento impermeavel, (iii) porta da cAmara fria sem vedacéo
adequada, (iv) janela e portas quebradas e/ou com ferrugem, (v) alguns lavatorios sem sabonete
liquido, (vi) produtos de limpeza armazenados em local inadequado, (vii) encanamentos
concertados com material improprio, (viii) embalagens armazenadas em local inadequado, (ix)
auséncia de pallets e (x) falta da aplicacdo de uma ferramenta organizacional. Por este motivo,
os itens considerados imprescindiveis, para os trés blocos que apresentaram o maior PPE na
avaliacdo do estabelecimento, foram selecionados para a realizacdo das andlises
microbioldgicas. O Quadro 1 apresenta os pontos onde foram coletadas as amostras, bem como,

as respectivas analises microbioldgicas escolhidas para serem realizadas em cada ponto.
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Quadro 1 — Pontos selecionados para coleta das amostras e respectivas analises
microbioldgicas.

10

Bloco Ponto Anélises
Tanque do caminhdo
Tubulacdo do caminhéo -
Resfriador CBT*, )
Enterococcus;

Equipamentos, moveis e

Tubulagdo anterior ao
pasteurizador

Tubulagéo posterior ao

Coliformes a 35 e 45°C;
Enterobactérias;
Formacao de biofilmes.

utensilios pasteurizador
Tanque pulmao
Teste do poder desinfetante (F-’l;l %srtge(:? éﬁiﬁg?ma
dos produtos utilizados na ) :
higienizagio coli e Staphylococcus
aureus).
Swab de méaos de todos 0s Staphylococcus
20 Manipuladores manipuladores coagulase positiva.
Area de lavagem das méaos CBT*.
Leite cru — caminhado CBT*;
Leite cru — resfriador Coliformes a 35 e 45°C;
Leite pasteurizado Enst::%t;a:::(:lelgas,
3° Produgao e transporte Embalagem vazia antes e l
do alimento CBT*

apos passar pela luz UV

Agua

Coliformes a 35 e 45°C;
Enterobactérias

Ar

Aerobios meséfilos

*CBT: Bactérias mesofilas totais.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados obtidos para as analises do primeiro bloco, com excecéo do teste do poder

desinfetante, estdo apresentados na Tabela 5, onde se observa que as bactérias mesofilas totais

(CBT) e os Enterococcus foram encontrados em maior nimero na tubula¢do do caminh&o (6,50

x10* UFC/cm? e 2,01x102 UFC/cm?), no resfriador (6,33x10* UFC/cm? e 8,02x102

UFC/cm?) e na tubulagio anterior ao pasteurizador (3,87 x10* UFC/cm?e 6,67 x10* UFC/cm?),

onde havia possivel formacéao de biofilme, pela contagem encontrada.
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Tabela 5 — Enumeracédo de bactérias mesofilas totais (CBT), Enterococcus, coliformes a 35 e
45°C e enterobactérias em diferentes superficies de equipamentos do laticinio.

Microrganismos

Amostra CBT Enterococcus Coliformes a Coliformes a Enterobactérias

35°C 45°C
2 2 2
(UFC/cm?) (UFC/cm?) (NMP/cm?)  (NMP/cm?) (UFC/cm?)
Tanque do caminhdo 4,57x10°  7,98x10* 1,43x10? 3,33x107* 3,03x10?
Tubulacéo do 4 ) 3 3
caminhao 6,50x10 2,01x10 1,87x10 0,00 2,49x10
Resfriador 6,33x10* 8,02 x10? 1,07 x10? 0,00 6,35x10*
Tubulacéo anterior 4 4 5 3
a0 pasteurizador 3,87x10 6,67 %10 6,26 x10 0,00 1,53%x10
Tubulacéo posterior 1 1 0
a0 pasteurizador 4.49x10 6,67x10 0,00 0,00 1,73x10
Tanque pulmao 4,12%x10"  2,60x10° 0,00 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores encontrados para CBT, neste trabalho, foram superiores aos encontrados por
Costa et al., (2006) na superficie do resfriador (3,09 x10° UFC/cm?) e inferiores aos encontrados
por estes mesmos autores na superficie do tanque pulméo (1,07 x10° UFC/cm?), sendo que
ambos os trabalhos avaliaram seis superficies e a média da contagem bacteriana total foi de
1,33x10° UFC/cm? e 28,61x10° UFC/cm?, para Costa et al. (2006) e para o trabalho em
questdo, respectivamente. Esta diferenca pode ser devido a contaminacdo da matéria-prima,
procedimentos de higienizacdo, concentracdo dos detergentes e sanitizantes utilizados,
condicdes do ambiente de processamento, manipuladores, equipamentos, dentre outros
(ANDRADE, 2008).

O tanque do caminhdo (4,57x10° UFC/cm? e 7,98x10' UFC/cm?), a tubulagio
posterior ao pasteurizador (4,49 x10* UFC/cm?e 6,67 x10' UFC/cm?) e o tanque pulmé&o (4,12
x10' UFC/cm?e 2,60x10° UFC/cm?) apresentaram baixas contagens, provavelmente devido
aos procedimentos de limpeza e por estarem melhor protegidos, na area interna do laticinio,
sendo higienizados antes e ap0s 0 uso. Os itens que apresentaram a provavel formacdo de
biofilme se localizavam na &rea externa, onde a higienizacdo era mais dificil e ndo eram
higienizados com a mesma frequéncia, permanecendo longo tempo em contato com o residuo
do leite cru (CARELI et al., 2009).

Vaérios tipos de materiais utilizados na industria de alimentos podem promover a
aderéncia bacteriana, como o aco, vidro, polipropileno, polietileno de baixa densidade e
policarbonato (BLACKMAN; FRANK, 1996 apud PARIZZI et al., 2004; FLINT et al.; 1997
apud PARIZZI et al., 2004; KUMAR; ANAND, 1998; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). Estas
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superficies que ficam em contato com os alimentos podem apresentar imperfeicdes e
rugosidades, as quais sdo suficientes para abrigar microrganismos e quando isso ocorre em areas
com dificuldade de acesso pode diminuir a eficiéncia dos procedimentos de limpeza. O
crescimento dos microrganismos, nestas imperfeicdes, leva ao desenvolvimento dos biofilmes,
devido ao estabelecimento de processos de aderéncia, podendo ser encontrado um grande
namero de microrganismos (CARELI et al., 2009), como mostram as contagens encontradas
neste trabalho.

Dentre os microrganismos gque tem a capacidade de aderir em superficies encontra-se o
género Enterococcus que sdo encontrados em leite e derivados, além de outros tipos de
alimentos (ROSADO, 2009). O leite € um dos principais reservatorios deste género, pois pode
se contaminar devido a sua presenca no meio ambiente, ao material fecal dos animais, ou do
contato humano (DELPECH et al., 2013), 4gua poluida, equipamentos utilizados na ordenha e
nos tanques de recepcdo (PORTO et al., 2016). Portanto, a contaminagdo ambiental, associada
aos procedimentos de limpeza s&o os fatores que provavelmente influenciaram na obtencdo de
uma maior contagem na area externa.

O biofilme é um complexo formado por mdltiplas bactérias com capacidade de
aderéncia, que produzem substancias exopolissacaridicas que as protegem contra agentes
antimicrobianos, aumentando sua capacidade de sobrevivéncia (CHAI et al., 2008; GEORGE;
KISHEN; SONG, 2005). Nos Enterococcus a expressdo do gene Agg, que expressa uma
proteina de agregacdo esta sendo relacionada com esta capacidade de aderéncia (CASSENEGO
et al., 2013). As contagens de Enterococcus foram maiores nos pontos que apresentaram as
maiores contagens de CBT, o que indica a possivel presenca de biofilme. Isto pode representar
um perigo a saude publica, pois os Enterococcus podem abrigar genes de producdo de
hemolisina, DNase, termonuclease e gelatinase e de fatores de viruléncia como, para resisténcia
a antibidtico, producdo de adesinas, substancias de agregacao e proteinas de superficie (PORTO
et al., 2016).

Ja para os coliformes a 35°C e as enterobactérias as maiores contagens foram na
tubulacdo do caminhdo (1,87x10% NMP/cm? e 2,49 x10° UFC/cm?) e na tubulacéo anterior ao
pasteurizador (6,26 x10> NMP/cm? e 1,53x10° UFC/cm?), seguidos do tanque do caminh&o
(1,43x10% NMP/cm?e 3,03x10% UFC/cm?) e do tanque resfriador (1,07 x10> NMP/cm?e 6,35
x10* UFC/cm?), enquanto na tubulagio posterior ao pasteurizador e no tanque pulmé&o nio
houve contagem significativa, similarmente ao que ocorreu com os coliformes a 45°C para

todos os pontos, salvo para o tanque do caminho (3,33x10*NMP/cm?).
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A Tabela 6 apresenta os resultados das anélises microbioldgicas do leite, como pode ser
observado, o leite cru ndo apresentou contagem de coliformes a 45°C, logo, pode-se sugerir que
os coliformes estdo provavelmente aderidos ao biofilme, resultantes de contaminacéo de cargas
anteriores e que ndo foram removidos no processo de higienizacédo do tanque.

O contato do alimento com superficies inertes, onde ha aderéncia bacteriana, pode
resultar em contaminagdo dos mesmos, 0 que aumenta o risco de disseminacdo de doencas
(BOWER; MCGUIRE; DAESCHEL, 1996; HOOD; ZOTTOLA, 1997; JEONG; FRANK,
1994; KUMAR; ANAND, 1998; STICKLER, 1999; ZOTTOLA; SASAHARA, 1994), no
entanto, salvo para o tanque do caminh&o, ndo foram encontrados indicadores da presenga de

microrganismos patogénicos, mas os resultados comprovam que 0 risco existia.

Tabela 6 - Enumeracdo de bactérias mesofilas totais (CBT), coliformes a 35 e 45°C,
enterobactérias e Salmonella em leite cru, coletado do caminhdo e do tanque resfriador, e em
leite pasteurizado produzido no laticinio.

Microrganismos

Amostra CBT Coliformes  Coliformes a Enterobactérias Salmonella

a 35°C 45°C
(UFCIML)  mpimL) (NMP/mL) (UFC/mL)  (UFC/mL)

Leite cru 7 2 5
(caminh&o) 1,66x10 8,87x10 0,00 1,97x10 Ausente

Leite cru 6 2 5
(resfriador) 3,54x10 7,64%10 0,00 1,05x10 Ausente
Leite 4 2610 0,00 0,00 0,00 Ausente

pasteurizado
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os valores encontrados para coliformes podem ser comparados com os de Silva et al.
(2011), que avaliaram os equipamentos e utensilios utilizados em dez laticinios da regido do
Rio Pomba, em Minas Gerais, e encontraram uma média de 1,49x10° NMP/cm? para
coliformes a 35°C e 4,46x10> NMP/cm? para coliformes a 45°C. Enquanto que no presente
trabalho as médias para coliformes a 35 e 45°C foram 4,58x10> NMP/cm? e 5,55x1072
NMP/cm?, respectivamente. Desta forma, nota-se que as contagens de coliformes a 35°C foram
semelhantes em ambos os trabalhos, no entanto, a contagem de coliformes a 45°C foi bem
inferior as apresentadas no trabalho de Silva et al. (2011), indicando que no laticinio
investigado, o risco de contaminacédo por Escherichia coli foi menor. A contagem de coliformes
a 35°C foi elevada, no entanto, isto ndo significa que havia contaminagéo fecal ou presenca de

enterobactérias patogénicas (FRANCO; LANDGRAF, 2008), mas indica que 0s processos de
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obtencdo da matéria-prima, higienizacdo do ambiente e dos equipamentos precisam ser

revisados e melhorados.
A fim de verificar a relacdo entre a contagem de enterobactérias e de coliformes a 35°C

nas superficies, realizou-se analise de correlacdo, onde se obteve, conforme pode ser observado
na Figura 1, um coeficiente de correlacio (R?) de 0,9249, considerado bom, uma vez que Beloti
et al., (2015) afirmam que coeficientes de correlagdo superiores 0,90 indicam forte correlagédo
entre os dados. Este resultado ja era esperado, pois 0 grupo Enterobacteriaceae ja tem sido
utilizado em muitos paises, principalmente da Europa, como substituto do grupo coliformes, no

que diz respeito aos indicadores de qualidade higiénico-sanitaria de inddstrias do ramo

alimenticio.

Figura 1 — Comparagdo entre o numero de coliformes totais (a 35°C) pelo método NMP e o
numero de enterobactérias pela contagem padrdo em agar VRBG.

2000
-
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e o
0 S00 1000 1500 2000 2500 3000

Enterobacténas (UFC/cm?)
Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo a Instru¢do Normativa n°® 62 (IN 62), que aprovou o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade de Leite Pasteurizado, as contagens de CBT, no leite cru (caminhdo:1,66x10’
UFC/mL e resfriador: 3,54x10° UFC/mL), estdo acima do permitido, que é de 1x10° no
entanto, apés a pasteurizacdo (1,26x10* UFC/mL), o leite esta dentro do limite estabelecido
pela normativa para CBT (m=4x10* M=8x10%), o mesmo ocorreu para os coliformes a 30/35°C
(m=2 e M=4) e 45°C (m=1 e M=2) e Salmonella spp/25mL (m=auséncia), sendo considerado

portanto, aceitavel.
De acordo com Venturini, Sarcinelli e Silva (2007), a pasteurizacdo do leite deve

eliminar os microrganismos patogénicos e reduzir a contagem dos microrganismos
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deteriorantes, aumentando assim a sua vida Gtil, sem alterar a composi¢do nutricional e
sensorial do mesmo. No entanto, mesmo que a pasteurizacdo tenha tornado o leite seguro, a
contagem acima do previsto para a legislacdo pode trazer riscos a satde do consumidor, logo,
os procedimentos de obtencéo, coleta e transporte deverdo ser revisados.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores médios de contagens de bactérias mesofilas
totais (CBT), coliformes a 35 e 45°C em leite cru e pasteurizado encontrados por diversos

autores, em varias regides do Brasil.

Tabela 7 — Contagens de bactérias mesofilas totais (CBT), coliformes a 35 e 45°C em leite cru
e pasteurizado encontrados por diversos autores.

Coliformes Coliformes

CBT
(UEC/mI) a35°C a 45°C Local Autores
(NMP/mL) (NMP/mL)
Leite cru
5 _ _ Regido central do Parana (ordenha
6,43x10 manual)
Regi | do Parand (ordenf (VALLIN et al., 2009)
1.69x10° _ _ egido central do Parana (ordenha
) mecéanica)
1,68x10’ >10° - Agreste de Pernambuco (MATTOS et al., 2010)
2,94x10° - - Regido oeste do Parana (BERSOT et al., 2010)
1,39x10* 60,88 26,85 Regido leste do Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2010b)
1,3x108 1,5%10° - Agreste de Pernambuco (MATSUBARA et al., 2011)
2,57x10* - - Curitiba - Parana (SHIRAI et al., 2011)
1,28x103 - - Patos de Minas-MG (NASCEN;(ESZ;)ARAUJO'
0,12x10* 9,88 x10°> 2,87x10° Regi#o oeste do Parana (ALFONZO et al., 2012)
3,23x10° - - Regido sul do Rio Grande do Sul (PICOLI et al., 2014)
6 ) ) Estado do Parana (Pequenos
3,8x10 produtores) (RIBEIRO JUNIOR et al.,
4 ) ) Estado do Parana (Grandes 2015)
1,5x10 produtores)
Leite pasteurizado
5 _ . ~ (CARVALHO; FREITAS;
1,91x10 10,78 Vigosa- MG CAMPOS, 2003)
3,42x10* 22,63 1,23 Regi#o leste do Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2010b)
6,4 x 102 Presenca em 33,33% das amostras Apucarana-PR e regido (SALVADOR et al., 2012)
1,8x10? - - Patos de Minas-MG (NASCENTES; ARAUJO,

2012)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme apresentado na Tabela 7, Vallin et al. (2009) observaram que a ordenha
mecanica implicou em contagens superiores a ordenha manual para CBT, sendo que 45,65%
das amostras analisadas apresentaram contagens superiores as permitidas pela legislacdo. Além
disso, os autores citam que as maiores médias foram encontradas no leite resfriado em tanques

de expanséo e em tanques de imerséo e ressaltam que a variagdo do tempo e da temperatura de
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armazenamento do leite, ainda na propriedade, e a higienizacdo inadequada influenciaram
diretamente na qualidade do leite cru refrigerado.

Picoli et al. (2014) avaliaram o manejo de ordenha como fator de risco em leite cru,
produzido no estado do Parand, e observaram diferenca significativa entre ordenha manual e
mecénica, secagem dos tetos com papel toalha, pano ou nenhum, e se a técnica de pré-dipping
(antissepsia dos tetos realizada antes da ordenha), era realizada ou ndo. Ribeiro Junior et al.
(2015), compararam a qualidade microbioldgica do leite cru produzido por pequenos e grandes
produtores, também no Parana, e observaram que o nivel de contaminacdo do leite foi
consideravelmente superior no leite produzido por pequenos produtores.

Mattos et al. (2010) e Matsubara et al. (2011) avaliaram a qualidade do leite no agreste
pernambucano e ambos encontraram valores superiores aos exigidos pela IN 62 do MAPA, para
CBT. Mesmo que esta apresente diretrizes mais flexiveis para as regides Norte e Nordeste, 0s
autores encontraram ainda valores elevados de coliformes a 35°C, indicando que as condicoes
higiénicas de obtengdo do leite ndo foram satisfatdrias. De acordo com Mattos et al. (2010) isto
se deve as altas temperaturas da regido e as dificuldades de escoamento da producdo, além
disso, a maioria das propriedades apresentavam alta contaminacdo durante a ordenha.

N&o ha especificagdes para coliformes a 35 e 45°C em leite cru na legislacéo, no entanto
Murphy (1997) apud Alfonzo et al. (2012) e Chambers (2002) apud Mattos et al. (2010)
consideram valores limite para coliformes a 35°C, de 1,0x10® UFC/mL e 1,0 x10? UFC/mL,
respectivamente. Sendo assim, as amostras do agreste de Pernambuco foram as que
apresentaram maiores contaminacgdes e estavam fora dos limites sugeridos pelos dois autores.
Ja as amostras coletadas regido Sul, que foram submetidas a analise de coliformes a 35°C, as
da regido leste do Rio Grande do Sul estavam de acordo com os limites dos dois autores,
enguanto que a da regido oeste do Parana estavam entre os valores sugeridos, como o0s valores
obtidos neste trabalho.

Conforme ja apresentado, os resultados de CBT e de coliformes a 35 e 45°C, para leite
pasteurizado, estdo de acordo com a IN 62, de forma semelhante a maioria dos trabalhos
apresentados na Tabela 7. Com os dados apresentados nesta tabela é possivel notar que com o
passar dos anos os niveis de contaminacdo vem diminuindo gradualmente, este fato, muito
provavelmente, esta associado a IN 62, que estabeleceu limites mais rigorosos para as contagens
em leite cru, o que implica diretamente na qualidade do leite pasteurizado.

A contagem de enterobactérias (Tabela 6) foi superior a contagem de coliformes a 35°C,
indo ao encontro dos dados apresentados por Hervert et al. (2016), que explicam que a

utilizacdo da familia Enterobacteriaceae como indicador do estado higiénico dos produtos



38

lacteos e de ambientes de processamento é mais eficiente, quando comparada com o grupo
coliformes, jé& que seus estudos provaram que até 100% dos coliformes sdo detectados por este
método, além de detectar a presenca de outros patégenos como Yersinia, Salmonella e Shigella.

O valor médio obtido para esta analise (1,51x10°) esta muito préximo do encontrado
por Picoli et al., (2014), que avaliaram amostras de leite cru oriundas de propriedades leiteiras
da regido sul do Rio Grande do Sul, onde a média obtida foi de 3,96 x10°, sendo que 27,8%
correspondia a Escherichia coli, 0o que é preocupante ja que qualquer falha no tratamento
térmico pode implicar em prejuizos a saude do consumidor, devido a patogenicidade deste
microrganismao.

N&o ha uma legislagdo que indique um limite méaximo aceitavel para enterobactérias, no
entanto, sua presenca indica falhas no processo de producdo e armazenamento do leite, e assim
como os coliformes, algumas enterobactérias sdo patogénicas e representam risco para a saude
publica (FRANCO; LANDGRAF, 2008; OLIVEIRA et al., 2012). Portanto, trabalhos que
enfoquem a analise de enterobactérias em leite poderdo colaborar para a consolidacdo de novos
métodos oficiais de indicadores de contaminacéo.

Quanto a Salmonella todas as amostras de leite, tanto cru, quanto pasteurizado,
apresentaram auséncia, o que foi considerado adequado, uma vez que a presenca de Salmonella
no leite pode causar toxinfeccdes alimentares graves. Portanto, as amostras atenderam as
legislacBes em vigor, tanto a RDC n° 12 da ANVISA (BRASIL, 2001) quanto a IN 62 do MAPA
(2011). Mesmo que haja exigéncia legal para a investigacdo da presenca deste microrganismo
no leite, a incidéncia deste é baixa, conforme observada por outros autores: Oliveira (2005),
Oliveira (2009), Mattos et al. (2010), Salvador et al. (2012) e Oliveira et al. (2013).

Apbs pasteurizado o leite deve ser envasado em embalagens estéreis, para isso, a
embalagem entra em contato com uma luz que emite radiacdo UV, capaz de eliminar 0s
microrganismos, e em seguida o leite é adicionado a embalagem, a qual é selada e encaminhada
para a camara fria. A contagem bacteriana total no interior das embalagens, antes e apds passar
pela luz UV, foi de 8,67x10'e 1,40x10* UFC/cm?, respectivamente. Esta elevacdo na
contagem pode ser devido & contaminacdo do ar da sala de processamento e, principalmente,
por haver resquicios de leite nas embalagens coletadas ap0s a passagem pela luz UV, uma vez
que foram coletadas durante o processamento e 0 operador precisava parar 0 envase para coletar
a amostra de embalagem vazia. No entanto, como a CBT do leite, no final do processo estava
de acordo com a IN 62, pode-se considerar que o procedimento realizado esta sendo suficiente

para a garantir a qualidade final do produto.



39

Com base no exposto, pode-se afirmar que a qualidade microbioldgica do leite
pasteurizado depende, principalmente, da qualidade do leite cru, que por sua vez esta
diretamente ligada a fatores como: tamanho da propriedade, tipo de manejo no momento da
ordenha, tipo do tanque resfriador nas propriedades leiteiras, controle do tempo de
armazenamento e temperatura; e procedimentos de higienizagcdo inadequados tanto na
propriedade, quanto no laticinio, que podem propiciar o crescimento bacteriano, podendo
contaminar o leite.

O sanitizante utilizado na industria era o Peracetyc EQ®. Foram testadas duas
concentrag0es, a indicada pelo fabricante e a normalmente utilizada no laticinio: 0,3% e 0,02%,
respectivamente, sendo o sanitizante eficiente, contra os padrdes utilizados e em ambas as
concentracgdes testadas. Estes resultados vao de encontro aos apresentados por Beltrame (2009),
que testou a eficiéncia de quatro sanitizantes: acido peracético, clorexedina, quaternario de
amonio e uma mistura de &cidos organicos, em diferentes concentracGes, temperaturas e tempo
de contato em relacdo a quatro bactérias reconhecidas como problema para a indUstria
alimenticia, Salmonella sp., S. aureus, E. coli e L. monocytogenes. O acido peracético foi o
sanitizante que obteve melhor eficiéncia na menor concentracdo testada (0,2%) e no menor
tempo de contato (2 min) a 10°C, como também em testes realizados em planta industrial,
através da contagem total de mesdfilos na superficie, mesmo em concentragcfes e tempos abaixo
dos recomendados pelos fornecedores, além de apresentar a melhor relacdo custo beneficio e
ser indicado para controle de todos 0s microrganismos testados.

O &cido peracético comercial € composto por uma mistura de acido peracético, peroxido
de hidrogénio, acido acético e um veiculo. Este sanitizante age contra um grande espectro de
microrganismos, dentre eles: bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e
leveduras, virus e esporos bacterianos. Além disso, apresenta a vantagem de nao ser agressivo
ao meio ambiente, ja que se decompde em acido acético e a agua (ANDRADE, 2008). No
entanto, mesmo que seja considerado eficiente e seguro, 0 mesmo deve ser utilizado nas
concentracdes recomendadas, a fim de evitar riscos a producdo. A constatacao que o laticinio
utilizava uma concentragdo menor que a recomendada, pode explicar os resultados de CBT
encontradas nas superficies, pois pode ndo ter sido suficiente para evitar a possivel formacao
de biofilmes.

No que diz respeito aos manipuladores, as contagens de Sthapylococcus aureus foram
de 7,50x10% e 5,00x10*UFC/méo, valores superiores ao recomendado pela APHA e por
Andrade (2008), que sugerem como ideal valores inferiores a 10° UFC/mé&o. No entanto, sdo

inferiores a alguns dos valores obtidos por Silva (2006) ao avaliar uma unidade de alimentacéo,
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e que foram facilmente reduzidos apos treinamento dos manipuladores, o que poderé ser uma
sugestdo para minimizar o problema.

Estes resultados podiam também estar relacionados a auséncia de sabonete liquido em
algumas saboneteiras, e ao fato de que um dos manipuladores além de executar tarefas na linha
de producéo, também realizava tarefas na area externa, nos setores de recebimento da matéria-
prima e no laboratorio. Este tipo de conduta esta em desacordo com as BPF, o que pode
ocasionar a contaminacéo da linha de producéo.

A contaminacao do ar também é um fator importante que pode levar a contaminacao da
linha de produgdo. De acordo com a APHA o numero de aerébios mesofilos ndo deve exceder
30 UFC/cm? semana, e de acordo com Andrade (2008) no deve ser superior a 1x10? UFC/cm?
semana, no entanto no laticinio em questdo foram obtidos valores superiores a estas duas
referéncias para area de producéo (225 UFC/cm? semana) e foi aceitavel para a area de lavagem
das méos, na entrada para a area interna (91,4 UFC/cm? semana).

Salustiano et al. (2003), também avaliaram a qualidade do ar da area de processamento
de um laticinio utilizando a técnica de sedimentacdo e obtiveram uma contagem média de
aerdbios mesdfilos de 73,6 UFC/cm? semana para a sala de pasteurizacdo do leite. Os autores
justificaram este valor, superior ao recomendado pela APHA, pela presenca de manipuladores
na area de producdo, responsabilizando-os pela alta contaminacdo do ar, uma vez que cada
manipulador € capaz de espalhar entre 20 e 70 microrganismos/min, o que também ocorria no
laticinio investigado neste trabalho. Além disso, outros fatores podem ter contribuido para a
contaminacédo do ar como: o laticinio se localizar ao lado de uma via de acesso ndo pavimentada
ocasionando poeira no seu entorno, falta de um sistema de ventilagéo e falhas na vedacéo de
janelas e portas.

De acordo com Chaves et al. (2011), as caracteristicas climaticas e geograficas podem
influenciar na microbiota ambiental existente, sendo diferente entre os paises, e por isso a
recomendacdo da APHA pode ser considerada rigida demais para os estabelecimentos
brasileiros. Ainda de acordo com estes autores, a APHA e outros trabalhos devem ser utilizados
apenas como referéncia, ndo havendo a necessidade de seguir estes valores a risca pois cada
agroindustria possui suas especificidades, sendo indicado que cada agroindustria estabeleca
seus proprios parametros de qualidade dentro das condigdes oferecidas, mas sempre mantendo
as contagens o mais baixo possivel.

A qualidade do ar na area de processamento pode influenciar diretamente na qualidade
microbioldgica do leite, uma vez que os produtos lacteos sdo extremamente susceptiveis a

contaminagcdo por microrganismos, tanto patogénicos, quanto deteriorantes, devido a sua
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composicdo. O ar pode ser um veiculo de contaminacdo por bactérias, bolores, leveduras e
virus, portanto faz-se necessaria a desinfec¢do quimica regular do ar ambiente, principalmente
nas areas mais criticas da indastria (RADHA; NATH, 2014), além da necessidade de
pavimentar toda a area ao redor do laticinio. Durante a visita foi constatado que as paredes néo
eram lavadas com regularidade, o que ndo estéa de acordo com o recomendado pelas BPF e pode
ter contribuido também para estes resultados.

Outro fator importante para garantir a seguranca do alimento produzido é a qualidade
da agua utilizada nos processos de higienizacdo dos equipamentos e instalacdes. Por este motivo
realizou-se a andlise de coliformes a 35 e 45°C e de enterobactérias na agua, obtendo-se 3,73
NMP/mL de coliformes a 35°C e auséncia de coliformes a 45°C e enterobactérias. Este resultado
jaeraesperado, pois o laticinio realiza cloracdo da dgua e realizam monitoramento da qualidade
diariamente.

Os resultados obtidos para coliformes a 35°C (3,73 NMP/mL) estdo de acordo com a
Portaria N ° 518, do Ministério da Saude, de 25 de mar¢o de 2004, que estabelece em seu Art.
11, 89:

Em amostras individuais procedentes de pogos, fontes, nascentes e outras formas de
abastecimento sem distribuicdo canalizada, tolera-se a presenca de coliformes totais,
na auséncia de Escherichia coli e, ou, coliformes termotolerantes, nesta situacéo
devendo ser investigada a origem da ocorréncia, tomadas as providéncias imediatas
de caréter corretivo e preventivo e realizada nova analise de coliformes (BRASIL,
2004, p.7).

A quantidade de coliformes a 35°C presentes nas amostras foram superiores aos valores
obtidos por Alfonzo et al. (2012) nas 24 propriedades leiteiras, localizadas em municipios da
regido oeste do Parand, no entanto, a contagem de coliformes a 45°C foi inferior. Ainda de
acordo com estes autores, mesmo estando fora dos padrdes estabelecidos em legislacdes, a
presenca de coliformes a 35 e 45°C é muito comum tanto na dgua utilizada para higienizacéao
dos tetos e utensilios nas propriedades leiteiras, quanto nas industrias processadoras de leite.

Estes resultados provam que o leite produzido ndo apresentava risco a saude dos
consumidores, pois apresentava condicdo microbioldgica aceitavel, segundo a legislacdo
vigente, no entanto, ficou comprovado que 0 processo estava em risco, pois algumas
modificagdes e procedimentos terdo que ser adotados a fim de minimizar os problemas. Com
isso, pode-se afirmar, que a analise microbioldgica esta de acordo com a anélise realizada de
forma tedrica, utilizando a lista da verificagdo das BPF, pois para ambas as avaliagdes, 0

laticinio poderia ser considerado regular, ou seja, havia riscos, com isso medidas corretivas



42

deveriam ser adotadas. Logo, constatou-se que com 0 uso correto da lista de verificagcdo da
RDC n° 275 obtém-se resultados seguros sobre o estabelecimento que esta sendo avaliado.

43  DETERMINACAO DO POTENCIAL DE FORMACAO DE BIOFILME

Como na investigacdo dos indicadores da qualidade microbiolégica do laticinio foi
verificado, em alguns pontos, contagem indicativa de formacao de biofilmes, foi proposto uma
metodologia para avaliar o risco desta contaminacdo, de acordo com a capacidade dos
microrganismos presentes na amostragem, de aderir as superficies. Por este motivo, as culturas
mistas coletadas das superficies dos equipamentos, pela técnica de Swab, foram testadas quanto
a sua capacidade de formacdo de biofilmes e classificadas de acordo com a Tabela 2. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Capacidade de formacéo de biofilmes.

Amostra épgggs(lsdfodnem) Classificagéo
Tanqgue do caminhao 1,650 Forte produtor de biofilme
Tubulacdo do caminhao 1,607 Forte produtor de biofilme
Resfriador 1,520 Forte produtor de biofilme
Tubulagdo anterior ao 1,391 Forte produtor de biofilme
pasteurizador
Tubulagéo posterior a0 1,285 Forte produtor de biofilme
pasteurizador
Tanque pulméo 0,831 Forte produtor de biofilme
Controle 0,200 -

Fonte: Elaborado pelo autor.

Conforme observado, mesmo 0s pontos que ndo indicaram a possivel presenca de
biofilme, pela contagem de CBT, mostraram ser fortes produtores de biofilme. Além disso, o
fato de terem sido encontrados Enterococcus nestas superficies, poderia ser considerado um
indicativo da possivel presenca de biofilmes, devido a sua ja conhecida capacidade de aderéncia
e agregacdo. Por este motivo € necessario promover uma higienizacdo eficiente dos
equipamentos, para assim, garantir e manter a qualidade da matéria prima e do produto acabado.
Segundo Miguel et al. (2014), um dos problemas recorrentes nos laticinios é a recontaminacao
do leite pela presenca de biofilmes em tanques de armazenamento e trocadores de calor.

No entanto, as operacdes de higienizacdo muitas vezes sdo negligenciadas ou ndo séo

realizadas da maneira correta, como foi observado para a concentracao do sanitizante utilizado,
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0 que pode levar ao acimulo de microrganismos e, consequentemente, adesdo e formagao de
biofilme. E de suma importancia adotar todas as medidas de higiene e sanitizagio adequados,
pois quando os microrganismos se apresentam na forma de biofilmes, estes podem tornar-se de
dez a mil vezes mais resistentes aos efeitos dos sanitizantes utilizados nas industrias de
alimentos (SIMOES et al., 2006).

Desta forma, a melhor maneira para prevenir a formacdo de biofilmes é higienizar
regularmente e adequadamente as superficies para evitar que as bactérias iniciem o processo de
adesdo. Estudos mostram que sanitizantes apresentados na forma de aerossois sdo mais efetivos
contra biofilmes de microrganismos patogénicos presentes nas linhas de processamento
industrial, pois conseguem acessar areas mais restritas do ambiente e que consequentemente
sdo dificeis de serem higienizadas (PARK et al., 2012).

Para promover a auséncia de biofilmes nas plantas industriais faz-se necessaria a
compreensdo do conceito de biofilmes microbianos, bem como de sua estrutura, composicéo e
do seu processo de formacgao, para assim tracar medidas efetivas. As medidas de controle mais
eficientes sdo, além da utilizacdo de um processo de higienizacdo adequado, a adocdo de
ferramentas de controle de qualidade (OLIVEIRA; BRUGNERA,; PICCOLI, 2010).



44

5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao investigar a condi¢do higiénico-sanitaria de uma pequena industria processadora de
leite fluido pasteurizado, notou-se que a lista de verificacdo das Boas Préaticas de Fabricacdo
(BPF) forneceu subsidios para a escolha dos pontos a serem avaliados nas analises
microbiologicas, bem como na escolha dos microrganismos indicadores. Possibilitando assim
realizar um diagnostico preciso do laticinio atraves da relacdo dos dados obtidos por inspecéo
visual e por meio das anélises microbiol6gicas.

A utilizacdo de enterobactérias como indicadores da qualidade em laticinios € uma
técnica viavel, pratica e que apresenta bons resultados em substituicdo a técnica tradicional de
enumeracdo de coliformes. Além disso a contagem de Enterococcus na superficie dos
equipamentos, juntamente com contagens elevadas de CBT fornecem um bom indicativo da
presenca de biofilmes.

A presenca de biofilmes ou de microrganismos fortes produtores de biofilme nas
superficies dos equipamentos é um fator preocupante para os laticinios, pois além de reduzir a
eficiéncia de equipamentos, como trocadores de calor, pode causar contaminacdo da matéria-
prima ou recontaminacdo do produto final, implicando em prejuizos econébmicos para a
industria e para a saude do consumidor, caso microrganismos patogénicos estejam presentes.
Portanto a adocdo das BPF e, consequentemente, de procedimentos adequados de higienizacao,
sdo imprescindiveis para o bom funcionamento do laticinio e qualidade do produto final.

Tanto para os resultados obtidos com a aplicacdo da lista de verificacdo, quanto para 0s
resultados das andlises dos indicadores de contaminacdo microbioldgica pode-se afirmar que a
situacdo do laticinio era regular, ou seja, o produto final se apresentava aceitavel de acordo com
a legislagéo vigente, no entanto, 0 processo encontrava-se em risco, indicando que medidas

corretivas deveriam ser realizadas a fim de eliminar tais problemas.
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ANEXO | — Fragmento da lista de verificacdo de boas préaticas aplicada no laticinio em

14/09/2016.

[tem

1.1 Area exterma

Sim

L ET

Néo aplicavel

1. Edificagdo e instalagtes

[tem

Sim

Nao

Nao aplicavel

1.4.2 Em adequado estsdo de conservagdo (re
de defeitos, rachaduras, trincas, buracos e
outros).

O

O

1.1.1 Ares externa livre de focos de
insalubridade, de objetos em desuso ou
estranhos &0 ambiente, de vetores & outros
animsis no patio & viinhangs; de focos de
poeirs; de acimulo de lizo nas imediacdes. de
agua estagnada, denire cutros.

1.4.3 Sistema de drenagem dimensionado
adequadaments, sem acumulo de residucs.
Crencs, ralos sifonados e grelhas colocados em
locais adequados de forma a facilitar o
escoamento e proteger contra a enfrada de
baratas, roedores efc.

1.1.2 Vias de acesso inferno com superficie dura
ou pavimentada, adequada ao frénsito scbre
rodas, escoamento sdequado e limpas.

1.5 Tetos

1.2 Acesso

1.5.1 Acabamento liso, em cor clars,
impermaavel, de facil impeza e, quando for o
cas0, desinfecedo.

1.2.1 Direto, ndc comum a outros usos
{hakitagso).

1.5.2 Em adequado estado de consarvacdo (vre
de trincas, rachaduras, umidade, bolor,
descascamentos e outros).

1.2 Area interna

1.6 Paredes e divisorias

1.3.1 Area interna livre de objetos em desuso ou
estranhos &0 ambiente.

1.8.1 Acabamentc liso, impermesavel e de facil
higiznizacdo até uma sltura adequads para todas
a5 operages. De cor clara,

1.4 Piso

1.4.1 Material gue permita facil e apropriada
higienizacdo (liso, resistente, drenado com
declive, impermeavel & outras).

1.6.2 Em adeguado estsdo de conservacdo
{livres de falhas, racheduras, umidade,
descascamento e outros).

1.6.3 Existéncia de dngulos sbaulados entre as
paredes e o piso e entre as paredes & o teto.




