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Qualidade microbiolégica do leite cru in natura, leite cru refrigerado e leite
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Microbiological quality of in natura raw milk, raw chilled and pasteurized milk sold in
the region of Uberlandia, MG

Christyan Paiva Farias?, Flavia Machado Croisfelt?2, Milla Alves Baffi3

Resumo - Neste trabalho investigou-se a qualidade microbioldgica do leite proveniente de trés diferentes fornecedores (duas
propriedades rurais e um laticinio de Uberlandia-MG). Foram realizadas estimativas do nimero de bactérias aerdbias mesdfilas
por Contagem Padrdo em Placas (CPP) em meio PCA (Agar Padrdo para Contagem) a 30 oC e do Numero Mais Provavel
(NMP) de coliformes totais em Caldo Lactosado (Teste Presuntivo) a 35 oC por 48 h. Apds esse periodo, as amostras positivas
(turbidez no meio e producdo de gas) foram inoculadas em Caldo Verde Bile Brilhante (VBB, Teste Confirmativo) a 35 oC por
48 h e em Caldo EC a 45 oC por 24 h (Teste Completo) para estimar o NMP de coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente. Os valores médios de meséfilos encontrados nas amostras dos fornecedores A, B e C foram: 1,28 x 10 2,45
x 10° e 0 (zero) Unidades Formadoras de Colénias por mililitro (UFC mL-1), respectivamente. Para coliformes totais, 0s
valores médios foram: >2400, >100 e 0 (zero) NMP mL-1, e, para coliformes termotolerantes foram 1100, 7 e O (zero) NMP
mL-1, respectivamente. Os resultados demonstraram que nas duas propriedades os valores foram acima dos permitidos por lei,
reforcando a relevancia dos cuidados com as condi¢des higiénico-sanitarias do local. O presente estudo também mostrou a
importancia do processo de pasteurizacdo para assegurar a qualidade microbioldgica do leite.

Palavras-chave: leite cru, leite refrigerado, leite pasteurizado, bactérias mesofilas aerobicas, coliformes totais, coliformes
termotolerantes.

Abstract - In this work, the microbiological quality of the milk from three different localities (two farms and one dairy from
Uberlandia, MG) was investigated. The number of mesophilic aerobic bacteria was evaluated by Standard Plate Count in
(SPC) on PCA (Plate Count Agar) at 30 oC. The Most Probable Number (MNP) of total coliforms were quantified in Lactose
Broth (Presumptive Test) at 35 oC for 48 h. After the Presumptive test, the samples which have shown positive results
(turbidity in the broth and gas production) were inoculated in Brilliant Green Bile Broth (VBB, Confirmatory Test) at 35 oC
for 48 h and in EC Broth at 45 oC for 24 h (Complete Test) to estimate the MNP of total and thermotolerant coliforms,
respectively. The medium values of mesophilic bacteria on the samples from A, B and C localities were: 1.28 x 10%; 2.45 x 10°
e 0 (zero) colony forming units per milliliter (CFU mL-1), respectively. Regarding total coliforms, the medium values were:
>2400, >100 e 0 (zero) NMP mL-1, and for thermotolerant coliforms: 1100, 7 e 0 (zero) MNP mL-1, respectively. The results
showed that in both rural properties the values were higher than the ones permitted by law, reinforcing the relevance of the
suitable care with hygiene and sanitary conditions of the production local. This study also showed the importance of the
pasteurization to ensure the microbiological quality of the milk.

Keywords: in natura raw milk, raw chilled Milk, pasteurized milk, aerobic bacteria mesophyla, total coliforms,
thermotolerant coliforms.
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INTRODUCAO

O leite bovino é um alimento com alto valor
nutritivo, composto por carboidratos, proteinas, acidos
graxos, sais minerais, vitaminas e &gua. Esses nutrientes
tornam o leite um meio propicio para o crescimento de
microrganismos (CATAQ; CEBALLOS, 2001; FRANCO et
al., 2005). A contaminacéo do leite se inicia no momento da
ordenha, pois o teto da vaca pode apresentar microrganismos
oriundos da lama do local que elas repousam nos intervalos
de pastagem e ordenhas. Existe ainda a contaminagdo pela
forma como a ordenha foi efetuada (manual ou mecanica),
pela ma higienizacdo dos aparelhos e utensilios (baldes,

latdes), falta de higiene pessoal do funcionario,
armazenamento, distribuicdo e transporte (SALVADOR et
al., 2012).

No Brasil, especialmente em pequenos municipios, 0
leite é obtido em condi¢cbes de higiene precérias,
representando uma ameagca a salde devido ao alto nimero de
microrganismos, caso seja consumido sem receber tratamento
térmico (CATAO; CEBALOS, 2001). De acordo com
Schuster et al (2006) um dos maiores problemas é a venda do
leite & populagdo sem inspecdo sanitdria. Outro fator
relacionado & contaminagdo do produto é o método de
refrigeracdo realizado na fazenda, de modo que este seja
eficaz na manutencdo de uma temperatura ideal para evitar o
crescimento de microrganismos, especialmente aqueles
pertencentes ao grupo dos coliformes fecais termotolerantes
(crescimento entre 30 a 60 oC, sendo 45 oC a temperatura
6tima) (PADILHA et al., 2001).

O comércio do leite cru em garrafas de plastico
acontece principalmente em cidades de pequeno porte, em
que os consumidores, em geral, sdo pessoas menos instruidas
quanto a possibilidade de o alimento estar contaminado. A
proliferacdo de bactérias torna este alimento inadequado para
0 consumo da populagdo, além de o tornarem um meio de
transmissdo de doencas aos consumidores (SALVADOR et
al., 2012). Portanto, o controle higiénico-sanitario do leite é
essencial, desde a ordenha (mecénica ou manual) até o
envase. Neste contexto, a pasteurizacdo é um processo que
visa eliminar os microorganismos do leite, sem alterar as
propriedades do alimento, tornando-o seguro para 0 consumo
(TIM et al., 2003).

O controle microbioldgico do leite é feito a partir da
deteccdo de microrganismos indicadores que podem estar
relacionados com as condigdes sanitarias do local de
producdo, do processamento, do armazenamento, e também
com a possivel presenga de organismos patogénicos
(TAMANINI et al.,2007; TEIXEIRA et al., 2014). Dentre
estes métodos, a Contagem Padrdo em Placas (CPP) de
Unidades Formadoras de Colénia por mililitro (UFC mL-1)
de bactérias mesdfilas € uma técnica bastante utilizada para
indicar a qualidade sanitaria do leite (MARTINS et al., 2014).
Outro método bastante utilizado é a estimativa do NUumero
Mais Provavel por mililitro (NMP mL-1) de coliformes totais
e termotolerantes em meios contendo lactose como fonte de
carbono (SILVA et al., 2008). Os valores limites para cada
tipo de leite (cru refrigerado e pasteurizado), tanto para
coliformes como para bactérias mesdfilas sdo estabelecidos
pelo  MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento), de acordo com a Instru¢cdo Normativa (IN)
n® 62, implantada em 29 de dezembro de 2011.

Com base nesses dados, este trabalho visou avaliar a
qualidade microbioldgica, eficiéncia do processo de
pasteurizacdo e de melhorias nas condi¢cdes higiénico-
sanitarias em amostras de leite provenientes de trés
localidades da regido de Uberlandia, Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS
Coleta das amostras:

As amostras de leite foram coletadas em trés
localidades: A- Fazenda Patrona (municipio de Araguari), B-
Fazenda do Salto e C- Laticinios Calu (ambas no municipio
de Uberlandia). Foram realizadas coletas quinzenais em cada
fornecedor, em um total de seis coletas por localidade. Na
propriedade rural A, a coleta das amostras foi feita ao final da
ordenha da manhd, aos domingos. As amostras foram
retiradas de dentro do préprio latdo em garrafa PET, seguido
de armazenamento em geladeira por cerca de 8 h. Apds esse
periodo, o material foi transportado até a cidade de Araguari,
onde 25 mL da amostra foram transferidos para um
erlenmeyer estéril. Primeiramente, o bico da garrafa e as
médos do manipulador foram limpos com alcool 70% e, em
seguida, o leite foi transferido para o erlenmeyer e
armazenado na geladeira. No dia seguinte, a amostra foi
levada em caixa isotérmica para o0 Laboratorio de
Microbiologia Ambiental, da Universidade Federal de
Uberlandia para a realizagdo imediata das analises.

No Fornecedor B (Fazenda do Salto), as coletas
quinzenais foram realizadas nas terga-feira, utilizando os
mesmos utensilios e a mesma metodologia de assepsia. Apds
a assepsia das maos, o erlenmeyer estéril foi submergido no
tanque de refrigeragdo da propriedade para coleta da amostra.
Em seguida, a amostra foi levada até o laboratério em caixa
isotérmica para realizagdo das andlises microbioldgicas. A
coleta das amostras do laticinio (fornecedor C) foi mais
simples, pois foram obtidas de caixas de leite compradas no
supermercado e levadas até o laboratorio para a realizacéo das
andlises.

Contagem padrao de bactérias mesofilas:

Amostras de leite de cada localidade foram
inoculadas nas diluicdes de 10" a 10° em placas de Petri
contendo meio PCA (Agar Padrdo para Contagem) e
incubadas a 35 oC por 48 h para a contagem padrdo em placa
de mesofilos aerdbios totais (CPP). Apos este periodo, foi
realizada a contagem de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC) por mL. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata e seguindo as recomendagfes do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

Analise de Coliformes:

A primeira etapa para a andlise de coliformes foi o
teste presuntivo, utilizando caldo lactosado para o
crescimento das bactérias, com diluicées de 107, 10%e 103 a
35 oC por 48 h. Apos esse periodo, as amostras onde se
observou a formagdo de precipitados, turbidez e gas foram
consideradas positivas quanto a presenga de coliformes totais.
Para a confirmacdo do Numero Mais Provavel (NMP mL-1)
de coliformes totais, aliquotas das amostras que apresentaram
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resultado positivo no teste anterior foram incubadas em caldo
Verde Bile Brilhante (VBB), a 35 oC por 48 h (teste
confirmativo). Para a deteccdo de coliformes fecais
(termotolerantes), aliquotas das amostras com resultados
positivos no teste presuntivo foram também incubadas em
caldo EC (Escherichia coli) a 45 oC, por 24 h (teste
completo). O Numero Mais Provavel de coliformes totais ou
termotolerantes (NMP/mL) foi estimado de acordo com
APHA - Standard Methods for The Examination of water and
wastewater (2005). Todos os experimentos foram realizados
em triplicata e seguindo as recomendacdes do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados médios das seis
analises realizadas em cada localidade referentes a presenca
de colbnias bacterianas mesotfilas pela andlise por contagem
padrdo em placas (CPP). Foi observado um maior nimero de
Unidades Formadoras de Col6nias (UFC/mL) nas amostras
provenientes da propriedade A (Fazenda Patrona), seguido da
Fazenda do Salto (localidade B) e, por fim, do leite
pasteurizado no qual ndo houve crescimento (fornecedor C).

Como néo existem limites de UFC mL-1 e de NMP
para coliformes totais e termotolerantes para o leite cru, foram
considerados os limites méximos estabelecidos pela Instrucéo
Normativa (IN) n° 62 para o leite cru refrigerado. Tais limites
sd0: 8,0 x 10* UFC mL-1 de bactérias meséfilas, 4,0 NMP
mL-1 de coliformes totais e 2,0 NMP mL-1 para coliformes
termotolerantes. J& para leite pasteurizado, de acordo com a
IN n °62, os limites maximos estabelecidos sdo: 1,0 x 10°
UFC mL-1 de bactérias mesdfilas, menor do que 0,3 NMP
mL-1 de coliformes totais (N =5; ¢ =0; m< 1) eigual a0
(zero) NMP mL-1 para coliformes termotolerantes (N = 5; ¢ =
0; m= auséncia).

Tabela 1. Estimativa de bactérias meséfilas (em UFC mL-1)

Tabela 2. Namero mais provavel de coliformes totais ap6s
Teste Confirmativo

Propriedade

Fazenda Patrona (leite cru, ndo refrigerado) >2400
Fazenda do Salto (leite cru, refrigerado) >100
Laticinios Calu (leite pasteurizado) 0

Tabela 3. NUmero mais coliformes

termotolerantes (Teste Completo)

provavel de

Propriedade

Fazenda Patrona (leite cru, ndo refrigerado) 1100
Fazenda do Salto (leite cru, refrigerado) 7
Laticinios Calu (leite pasteurizado) 0

De acordo com a Instrucdo Normativa (IN) n® 62, os
limites estabelecidos de bactérias mesofilas e de coliformes
para leite cru refrigerado e para leite pasteurizado estdo
apresentados nas Tabelas 4 e 5:

Tabela 4. Limites maximos de meséfilos, coliformes totais e
termotolerantes para leite cru refrigerado

Microrganismo Limite Maximo

Até 8,0 x 10° UFC mL-1
Até 4 NMP mL-1
Coliformes termotolerantes Até 2 NMP mL-1

Bactérias meséfilas
Coliformes totais

Tabela 5. Limites méximos de mesoéfilos, coliformes totais e
termotolerantes para leite pasteurizado

Microrganismo Limite Maximo

Propriedade le seis amostragens)

A (leite cru, ndo refrigerado) 1,28 x 10°
B (leite cru, refrigerado) 2,45 x 10°
C (leite pasteurizado) 0

Bactérias meséfilas
Coliformes totais

Até 1,0 x 10° (UFC mL-1)
N=5¢c=0;m<1
Coliformes termotolerantes N =5; ¢ = 0; m= auséncia

Com relacdo a presenca de coliformes totais nas
amostras (Teste Presuntivo e Confirmativo) foi observado um
resultado semelhante. As amostras provenientes do leite cru
ndo refrigerado (Fornecedor A) apresentaram elevados
indices de coliformes totais, enquanto que nas amostras do
leite cru refrigerado (produtor B) os niveis foram bem menos
expressivos, porém também mostraram contaminagdo. Da
mesma forma, as amostras analisadas do leite pasteurizado
obtido do laticinio (produtor C) ndo apresentaram
contaminacgdo (Tabela 2). Os resultados da anélise quanto a
presenca de coliformes termotolerantes também mostraram
nimeros bastante expressivos. Do mesmo modo, foram
obtidos valores altos para as amostras provenientes do
fornecedor A (leite crd nédo refrigerado), seguido de valores
intermediarios para as amostras do fornecedor B (leite cri
refrigerado), enquanto que amostras de leite pasteurizado
proveniente do laticinio ndo apresentaram contaminacGes
(Tabela 3).

Portanto, ao se comparar 0s resultado apresentados
nas Tabelas 2 e 3, conclui-se que as amostras de leite oriundas
dos produtores A e B (leite cru e leite refrigerado,
respectivamente) estdo fora dos limites estipulados por lei.
Quando se realiza uma analise microbiol6gica de amostras de
leite, de imediato deve ser feita uma relagdo com as condicGes
higiénico-sanitarias do local onde se realizou a ordenha,
higiene do funcionéario que a realiza (méos limpas), utensilios
da ordenha bem limpos e também verificar se o animal
encontra-se externamente asseado (pélos aparados, ndo
presenca de barro no Ubere e tetos). O teste da caneca também
apresenta sua importancia no indice de coliformes presentes
no leite, pois o “grumo” gerado pela mastite (infecgdo nos
tetos) pode conter coliformes e outras bactérias. Dentro desse
contexto, ¢ de grande valia destacar a influéncia dos
tratamentos pré e pos “dipping” nos animais. Esse tratamento
consiste em se passar no teto do animal algum agente
bactericida, como por exemplo, iodo ou hipoclorito antes e
apos a ordenha (RICHTER et al.,2013).

Ao se analisar os nimeros apresentados nas Tabelas
2 e 3, é possivel observar um alto nimero de coliformes e de
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bactérias mes6filas nas amostras provenientes dos produtores
A e B. O produtor A apresentou valores bastante elevados de
tais microrganismos em todos os testes. Este resultado pode
estar relacionado as condi¢des do local onde foram realizadas
as ordenhas. Tal local trata-se de um curral ndo pavimentado.
Outro fator que pode justificar tais valores € a higienizacdo do
funcionério que realiza a ordenha, que ndo € realizada. Além
disso, nessa propriedade néo se utiliza o pré e o pds “dipping”
no auxilio para eliminagdo de bactérias do teto e também néo
é realizado o teste da caneca para deteccdo da mastite. Outro
fator extremamente relevante, é como o leite é armazenado e
transportado até o momento da andlise. No caso do leite
produzido na fazenda Patrona, este costuma ser armazenado
dentro de garrafas plasticas, que podem ndo estar
adequadamente higienizadas. Além disso, o produto costuma
ser coletado pela manha e armazenado em geladeira até o
final da tarde, quando entdo, as amostras sdo levadas da
propriedade para a cidade, em um trajeto de cerca de 2 h sem
refrigeracdo. Portanto, até o momento da analise existe a
possibilidade de multiplicagdo de microrganismos nessas
amostras.

Com relacdo as amostras obtidas da Fazenda do
Salto (produtor B), apesar dos resultados estarem acima dos
limites, estes foram menores do que 0s observados para as
amostras obtidas da localidade A. Essa diferenca esta
relacionada as melhores condi¢Bes higiénicas nessa
propriedade, como curral pavimentado, realizagdo do pré e
pos “dipping” nos animais, bovinos externamente asseados e
a higiene do funcionario que realiza a ordenha. No entanto,
nessa propriedade rural o teste para detec¢do da mastite ndo €
realizado, o que pode acarretar a presenga de bactérias no
leite oriundas do teto da vaca (OLIVEIRA et al., 2011,
RICHTER et al., 2013).

O leite pasteurizado néo apresentou indices de
contaminagdo em nenhum dos parametros analisados, 0 que
foi compativel com o esperado, uma vez que o processo de
pasteurizacdo elimina, teoricamente, 97% da chamada
microbiota banal do leite e 100% da flora patogénica
(OLIVEIRA, 2005) garantido que o produto final esteja livre
de Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus e outras
bactérias (OLIVEIRA, 2005). O laticinio utiliza o processo
UHT (Ultra High Temperature) para pasteurizacdo, que
consiste em elevar a temperatura para 130 oC por 2 a4 s e
resfriar rapidamente a 32 oC (TRONCO, 2010), eliminando
microrganismos e esporos (NERO et al.,2003).

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se de que
quanto melhores as condi¢des higiénico-sanitarias do local da
ordenha, dos utensilios utilizados para tal processo, da satde
externa do animal, utilizacdo do teste da caneca para deteccdo
da mastite clinica, realizagdo do pré e do pos “dipping” nos
animais, menor serdo os indices de bactérias mesofilas e de
coliformes totais e termotolerantes nas amostras.

Os dados obtidos nas propriedades A e B mostraram
como pode ser perigoso o comércio informal de leite em
pequenas cidades, em funcdo da coleta, armazenamento e
transporte inadequados por periodos grandes e sem
refrigeracdo. Com isso, as bactérias ali presentes podem se
multiplicar e serem encontradas em nimeros acima dos
permitidos por lei. O presente estudo mostrou também o quéo
eficiente é o processo de pasteurizagdo do tipo UHT, utilizado

pelo laticinio Calu (fornecedor C) no controle de bactérias
mesdfilas e do grupo dos coliformes.
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