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RESUMO

Este estudo visa verificar a qualidade microbiologica do leite cru comercializado no municipio de
Castanhal, no estado do Par4. Foram coletadas 14 amostras de leite cru, em feiras-livres, padarias e
de vendedores ambulantes e encaminhadas para a realizacdo das analises, para Contagem de
Bactérias Aerobias Mesofilas, contagem de Staphylococcus coagulase positiva, contagem de
Enterobacteriaceae, contagem de bolores e leveduras, por fim, a enumeracao provavel de coliformes
a 35°C e 45°C. Os resultados da contagem de bactérias, variaram entre 1,2x10* e 2,5%x10” UFC/mL.
A contagem de Staphylococcus coagulase positiva, variou entre 1,0x10* a 1,2x108 UFC/mL. Os
resultados da contagem de Enterobactérias os resultados apresentaram-se entre 3,0x103% e 7,0x107
UFC/mL. Quanto os resultados obtidos para contagem de bolores e leveduras foram entre 6,0x103 e
4,5x10° UFC/mL. Nas determina¢bes de NUmeros Mais Provaveis de Coliformes a 35°C e 45°C, os
valores variaram de 11 a <1100 NMP/mL. Todos os resultados obtidos nas analises apontaram
contaminacBes que podem desencadear danos a salde publica e eventuais casos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA). Desta forma, faz-se necesséario um controle mais rigido por parte
dos agentes de fiscalizacdo de modo a se garantir a qualidade e seguranca do produto.
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ABSTRACT

This study aims to verify the microbiological quality of raw milk sold in the municipality of Castanhal in
the state of Para. 14 samples of raw milk were collected at street markets, bakeries and street vendors
and sent for analysis, for Mesophilic Aerobic Bacteria Counting, coagulase positive Staphylococcus
count, Enterobacteriaceae count, mold and yeast count, by end the probable enumeration of coliforms
at 35°C and 45°C. Bacterial count results varied between 1.2x10* and 2.5x107 UFC/mL.
Staphylococcus coagulase positive count ranged from 1.0x104 to 1.2x108 UFC/mL. The results of the
Enterobacteriaceae count were between 3.0x10% and 7.0x107 UFC/mL. The results obtained for
counting molds and yeasts were between 6.0%x10° and 4.5x10° UFC/mL. In the Most Likely Numbers
of Coliform determinations at 35°C and 45°C, values ranged from 11 to <1100 MNP/mL. All results
obtained in the analyzes pointed to contamination that could trigger damage to public health and
possible cases of Foodborne Diseases (DTA). In this way, it is necessary a stricter control by the
inspection agents in order to guarantee the quality and safety of the product.

KEYWORDS: Raw milk. Pathogens. Milk quality.

RESUMEN

Este estudio tiene como objetivo verificar la calidad microbiol6gica de la leche cruda vendida em el
municipio de Castanhal em el estado de Para. Se recolectaron 14 muestras de leche cruda em
mercados callejeros, panaderias y vendedores ambulantes y se enviaron para analisis, para recuento
bacteriano, mesofilos aerdbicos, Recuento de Staphylococcus coagulasa positivo, recuento de
Enterobacteriaceae, recuento de mohos y levaduras, puso fin al probable recuento de coliformes a
35°C y 45°C. Los resultados del conteo bacteriano variaron entre 1.2x10* y 2.5x107 CFU/mL. El
recuento positivo de Staphylococcus coagulasa oscilo entre 1,0 x 10* y 1,2 x 108 CFU/mL. Los
resultados del conteo de Enterobacteriaceae estuvieron entre 3,0x10% y 7,0x107 UFC/mL. Los
resultados obtenidos para el conteo de mohos y levaduras estuvieron entre 6.0x10° y 4.5x10°
UFC/mL. Em las determinaciones de Numeros Mas Probables de Coliformes a 35°C y 45°C, los
valores oscilaron entre 11 y <1100 MPN/mL. Todos los resultados obtenidos em los andlisis
apuntaron a uma contaminacion que podria desencadenar dafios a la salud publica y posibles casos
de Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETD). De esta forma, es necesario um control mas
estricto por parte de los agentes de inspeccion para garantizar la calidad y seguridad del producto.

PALABRAS CLAVE: Leche cruda. Patdégenos. Calidad de la leche.

1 INTRODUCAO

No Brasil, a producéo de leite possui papel de destaque na economia devido ao consumo de
leite e seus derivados. Contudo, faz-se necessario que 0s produtores cumpram as exigéncias de
qualidade sanitéria, preconizadas na legislagdo nacional (ARBELO, et al. 2021). O leite é um
alimento com alto valor nutritivo, ao mesmo tempo, é um excelente meio de crescimento de
microrganismos que podem acelerar o processo de deterioracdo, assim como a presenca de
patégenos podem ser prejudiciais para quem o consome (LIMA et al., 2016; CIOGLIA et al.,2017). No
leite cru é comum identificar maior gama de microrganismos, essas contagens elevadas influenciam
no tipo de tratamento térmico a ser utilizado e ainda interferir na qualidade desse produto e de seus
derivados (MORAES et al., 2005).

Desta forma, avaliar a qualidade microbiol6gica do leite fornece informacBes sobre as
condi¢Bes em que esse alimento foi obtido e comercializado, tendo em vista que as altas contagens
de micro-organismos indicadores pode representar a falta de higiene no processo de obtencédo e
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demais etapas, assim como a presenca de patdégenos indicard que esse alimento se encontra
improéprio para o consumo (SANTOS 2017; ARBELO, et al. 2021).

Assim, o leite cru que apresentar contagem elevada de mesofilos sugere a presenca
bactérias patogénicas como os Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria
monocytogenes, que sao adquiridos devido as condi¢Bes higiénicas inadequadas, contaminando a
saude do homem ao consumir (KOUSKA et al., 2010).

A comercializacdo clandestina de leite, sem passar por qualquer tratamento térmico, ainda é
comum no Brasil e representa uma questdo de saude publica, pois o leite cru € um importante
veiculador de micro-organismos (SILVA e SEIXAS, 2016). A legislacao nacional, regulamenta que o
leite deve ser submetido a refrigeracdo ainda na propriedade rural, e deve permanecer assim até o
momento de seu processamento, com intuito de resguardar seus caracteres organolépticos, bem
como prevenir modificacdes e manter os padrdes microbiolégicos. Todavia, essa pratica é
comumente negligenciada pelos produtores, e replicada pelos comerciantes, trazendo
comprometimento a qualidade do leite (CONDE et al., 2018). No Brasil, ndo existe uma
regulamentacdo especifica quanto a qualidade microbiol6gica do leite cru destinado a fabricacdo de
produtos lacteos (PINTO et al. 2006).

Nesse sentido, considerando o presente consumo de leite cru, associado aos habitos
culturais desse alimento em diversas regifes, bem como a vasta microbiota patogénica associada ao
leite, e o risco de incidéncia de doencas veiculadas por alimentos, mediante ao consumo produto
sem acdo prévia de tratamento térmico, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a qualidade
microbiolégica do leite cru, comercializado na cidade de Castanhal, no estado do Para, Brasil, de
forma especifica, analisar as condi¢cbes de contaminagao por Enterobactérias, coliformes totais e
fecais, Bactérias aerGbias mesofilas, bolores e leveduras, e a quantificacdo de Staphylococcus
coagulase positiva, considerando sua associagdo com as condi¢cdes de comercializagdo desse
alimento.

2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 14 (quatorze) amostras de leite cru, comercializado na cidade de Castanhal,
estado do Para. Codificadas de L1 a L14, as quais foram coletadas em feiras-livres, padarias,
acougues e de vendedores ambulantes, no horario das 7:00h as 9:00h da manha, em dias alternados
e de acordo com a disponibilidade. As amostras foram adquiridas no comércio simulando a compra
por consumidores, assim como transportadas a temperatura ambiente, para melhor simular a prética
da compra pelos clientes, as analises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de Analises e
Pesquisa de Alimentos e Agua (LAPAA) da Universidade do Estado do Para (UEPA), em um periodo

de no maximo de 30min apds a compra.
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Tabela 1: Locais de aquisi¢éo do leite cru na cidade de Castanhal-PA
Amostra Local de Embalagem de
comercializacéo comercializacéo
L1 Padaria 1 Garrafa Pet
L2 Feira-livre Saco Plastico
L3 Padaria 2 Saco Plastico
L4 Padaria 2 Saco Plastico
L5 Vendedor Ambulante Garrafa Pet
L6 Padaria 4 Saco Plastico
L7 Padaria 5 Saco Plastico
L8 Supermercado Saco Plastico
L9 Padaria 6 Saco Plastico
L10 Padaria 7 Saco Plastico
L11 Padaria 8 Saco Plastico
L12 Padaria 9 Saco Plastico
L13 Feira-livre Saco Plastico
L14 Feira-livre Saco Plastico

Foram realizadas as analises microbiolégicas nas amostras de leite cru comercializados em
Castanhal/PA, quanto as determinacdes de contagem de enterobactérias, enumeracdo de NUmero
Mais Provaveis de Coliformes a 35°C e 45°C, contagem de micro-organismos aerébios mesdbfilos,
contagem de bolores e leveduras, contagem de Staphylococcus coagulase positiva, de acordo com a
metodologia proposta pelo ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através do
Manual de Métodos oficiais para Andlise de Produtos de origem animal (BRASIL, 2022) e American
Public Health Association (APHA 1992).

As diluigbes foram realizadas utilizando 25 mL de cada amostra de leite e homogeneizadas
em 225 mL solucdo salina peptonada 0,1%, e utilizadas para a Contagem de Bactérias Aerdbias
mesofilas, Contagem de Staphylococcus coagulase positiva, Contagem de Enterobacteriaceae,
Contagem de Bolores e Leveduras e para a enumeracdo de NUumero mais provaveis de coliformes
totais e termotolerantes.

Para realizacdo da Contagem de micro-organismos Aerdbios Mesofilos, utilizou-se as
diluigdes, onde foi inoculado 0,1 mL de cada, sobre a superficie de placas de petri contendo Agar
PCA (Plate Count Agar), em seguida foram incubadas a 35°C por 48h para contagem de
microrganismos considerando de 30 a 300 unidades formadoras de col6nia e expresso em UFC/mL.

Para contagem de Staphylococcus coagulase positiva, foram inoculados, 0,1 mL de cada
diluicio sobre a superficie de placas contendo Agar Baird-Parker suplementado com Telurito de
Potéssio e gema de ovo, em seguida foram incubadas a 36°C + 1°C, durante 30-48h, em duplicata.
Ap0s incubacéo, as colbnias tipicas e atipicas foram selecionadas, e posteriormente foram replicadas
em tubos contendo de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas 36°C + 1°C, durante 24h.
Passado este periodo, foi realizada a prova da coagulase em plasma, e os resultados expressos em
UFC/mL.

Na realizacdo da Contagem de Enterobacteriaceae, as aliquotas de 1,0 mL das diluicGes

foram semeadas por profundidade, em duplicata, em placas de Petri adicionando o Agar MacConkey.
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As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por um periodo de 24h, como descritas
no Compendium of methods for the microbiological examination of food (APHA, 1992).

Foram realizados esfregacos corados pelo método de Gram de col6nias caracteristicas, cor
rosa com precipitado bile, para confirmar a presenca de bastonetes Gram negativos e, logo apds, foi
realizada a contagem em UFC/mL. Em sequéncia foram realizadas confirmagfes através de testes
bioguimicos para a identificacdo das espécies de bactérias pertencentes a familia de
Enterobacteriaceae.

As Contagem de Bolores e Leveduras, foram realizadas utilizando 0,1 mL das dilui¢cbes, onde
foram inoculadas em duplicata pela técnica da semeadura em profundidade em PDA (Dextrose
Potato Agar), acidificado com solugdo de é&cido tartarico a 10%, em pH 3,5. As placas foram
incubadas a 25 + 2°C por cinco dias, os resultados expressos em UFC/mL.

Para a realizacdo da Pesquisa de Coliformes totais (35°C) e termotolerantes (45°C), pelo
método de NMP (NUumeros Mais Provaveis) as amostras foram previamente preparadas em 3
diluicdes e inoculadas em tubos de ensaio contendo Caldo Lauril Sulfato de Sédio com tubos de
Durhan, para realizag&do da prova presuntiva. O material foi incubado em estufa a 36 + 1°C, por 24 a
48 horas, sendo a suspeita de coliformes a 35°C para verificacdo de formagdo de gas nos tubos de
Durhan. As amostras possivelmente positivas foram inoculadas em Caldo Verde Brilhante Bile 2%
Lactose e incubados a 36 + 1°C por 24 a 48 horas, para confirmacdo de coliformes a 35°C. Para a
prova confirmatéria de coliformes termotolerantes, os tubos positivos de coliformes a 35°C foram
repicados para tubos contendo Caldo Escherichia coli e incubados a 45 + 0,2°C, por 24 a 48 horas.
Os resultados obtidos serdo registrados e determinados através da tabela de McCrady por nimeros

mais provaveis por mililitro (NMP/mL).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O leite avaliado no presente estudo, ndo apresenta parametros na legislacdo, no que se
refere a limites microbiolégicos. As amostras coletadas para o estudo, sdo de leite cru néo
refrigerado, comumente comercializado na cidade de Castanhal-Pa. Nos locais de coleta as amostras
eram comercializadas sem refrigeracéo e o produto ndo possuia identificacdo de fabricante e origem,
ou demais dados em suas embalagens. Na Tabela 2, sédo apresentados os resultados das analises
microbiolégicas realizadas em 14 (quatorze) amostras de leite cru comercializado na cidade de

Castanhal, estado do Para, Brasil.
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Tabela 2: Resultados das andlises microbiolégicas realizadas nas 14 amostras de leite cru coletadas

em pontos de comercializacdo na cidade de Castanhal/PA

Contagem Contagem de Contagem de Contagem | NMP/mL de NMP/mL
Amostra total de Staphylococcus | Enterobacteria | de Bolores e | coliformes | de coliformes
Aerobios Coagulase ceae Leveduras 35°C 45°C
Mesofilos Positiva (UFC/mL) (UFC/mL)
(UFC/mL) (UFC/mL)
L1 8,0x108 6,0x10* 3,0x103 2,3x10° >1100 >1100
L2 1,6x107 1,2x10° 2,1x10° 9,0x103 >1100 >1100
L3 1,3x107 6,5x104 1,2x10% 7,0x104 >1100 1100
L4 4,8x10¢° 2,3x107 2,9x104 6,0x103 >1100 >1100
L5 8,7x10° 4,0x10° 7,0x107 2,4x104 >1100 1100
L6 1,2x104 4,7x10° 4,8x10° 1,0x10* >1100 11
L7 1,8x107 1,0x10° 7,0x10° 4,5x10° >1100 >1100
L8 1,3x107 1,9%10° 7,9%10° 1,4x10° >1100 23
L9 1,3x10¢ 5,0x10° 5,5x104 1,0x10° >1100 23
L10 1,1x10¢ 1,4x10¢° 5,1x104 3,0x10° >1100 <3,0
L11 1,1x107 4,3%x10° 4,5x10° 7,0x10* >1100 11
L12 2,5%x107 3,7x104 6,0x10¢ 7,5x10* >1100 20
L13 6,8x10° 5,0x10* 2,2x10° 7,0x104 >1100 >1100
L14 1,6x107 2,6x107 1,1x10° 9,0x104 >1100 >1100

O leite estudado nessa pesquisa ndo apresenta parametros especificos na legislacédo para

avaliar os limites microbioldgicos em todos os micro-organismo estudados. O leite € comercializado
cru, sem refrigeragédo, ou qualquer tipo de informag&o sobre procedéncia e registro, acondicionado
em saco plastico ou garrafa tipo pet reutilizada.

Para determinacdo de contagem padrdo de aerdébios mesofilos, os resultados variaram de
1,2x104UFC/mL a 2,5x10” UFC/mL. Segundo a Instru¢do Normativa n°® 58 (BRASIL, 2019) o limite
maximo é de 9,0 x 106 UFC/mL, para leite cru. Os valores elevados relatados no presente estudo
para contagem microbiana podem estar associadas ao processo de ordenha, equipamentos e
utensilios utilizados no processo e ainda a higiene e saide do manipulador e do animal. Para Conde
et al. (2018), a contagem padréo em placas de microrganismos mesofilos aerébios, no leite cru, pode
fornecer a resultados indicativos dos cuidados com a higiene no processo de obtencéo e estocagem
da matéria-prima na propriedade rural.

Desta forma 50% (7/14) das amostras encontravam-se forma desde parametro de qualidade.
Os achados de Sequetto et al. (2017), quando analisaram quantidade microbiolégica do leite cru
refrigerado em propriedades rurais da Zona da Mata mineira, encontraram contagem de até 4,1x10°
UFC/mL. Pinto et al. (2006), encontraram contagens de bactérias mesdéfilas aerébias em leite cru, que
variam de 1,4x10® UFC/mL a 5,5 x10® UFC/mL. Ja Marques et al. (2020), verificaram valores variando
entre 1,78 x 104UFC/mL e 4,8 x 106UFC/mL, quando avaliaram a qualidade de leite cru refrigerado

municipio de S&o Luiz Gonzaga, no Rio Grande do Sul.
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A contagem de Staphylococcus Coagulase Positiva, variou de 1,0x10* UFC/mL a 1,8x108
UFC/mL. A legislacdo ndo possui padrdes para essa classe de micro-organismos e limites em leite
cru. Todavia, a presenca desses patdgenos, além de torna-se um risco a saude publica, também
pode indicar falta de qualidade sanitdria e serve como indicador de manobras inadequadas
realizadas durante as operacgdes de ordena, praticas de manipulagdo e a sanidade do animal. Assim
como Nascimento et al. (2016) ressaltam que, presenca em altos niveis desse patégeno pode causar
intoxicacdo alimentar, devido potencial de formacao de toxinas.

Na pesquisa de Rodrigues et al. (2012), suas contagens de Staphylococcus coagulase
positiva, foram acima de 104 UFC/mL para leite in natura, comercializado na cidade de Castro Alves,
na Bahia. O estudo de Ulsenheimer et al. (2017) também observou a presencga de Staphylococcus,
apos analisarem 702 amostras de leite do noroeste do estado do Rio Grande do Norte. Assim como
nos estudos de Barreto et al. (2012), ao analisarem 24 amostras de leite cru, identificaram
Staphylococcus coagulase positiva foi em 44% das amostras analisadas, sendo em média 2,9x10°
UFC.mL-1.

Os resultados das andlises para contagem de Enterobacteriaceae/mL, nas amostras de leite
cru, estudadas, variaram de 3,0x103UFC/mL a 7,0x107 UFC/mL. As legislages vigentes (BRASIL,
2019; BRASIL,2022) de padrées microbiolégicos para leite, estabelecem limite desses
microrganismos em leite pasteurizado. Todavia, mesmo que o leite cru possa passar por processos
de reducdo de micro-organismos com a pasteurizacdo, pode ocorrer a sobrevivéncia no processo,
além do fato que o leite analisado no presente estudo foi adquirido para uso doméstico, e dificilmente
sofrerd etapas industriais de redu¢&o de patdégenos.

Na presente pesquisa foi possivel identificar algumas das espécies de Enterobactérias
encontradas nas amostras estudadas. Dentre elas estavam, Morganella morganii, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Serratia liquefaciens, indicando a proliferacdo de
contaminantes fecais advindos, principalmente, da mé& higiene dos manipuladores. Nossos resultados
corroboram com os achados de Sousa et al. (2021) que também, além desses micro-organismos,
identificaram Enterobacter, Citrobacter, Salmonella, Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, entre
outros da Familia Enterobacteriaceae em 12 amostras de leite cru comercializados em lbirapué, na
Babhia.

Apesar de néo existir na legislacdo brasileira limites para contagens de bolores e leveduras, o
controle destes micro-organismos € de grande importancia devido tanto as perdas econdmicas
oriundas de alteragbes sensoriais ocasionados em decorréncia da presenca de fungos e leveduras
no leite, bem como a possibilidade de producdo de micotoxinas, representando risco a saude do
consumidor. Schedler et al. (2009), ao analisarem bolores e leveduras no leite de 31 propriedades
leiteiras, obtiveram valores entre 5,5x101 e 1,2x105 UFC/mL, constatando que mais de 60% das

amostras analisadas apresentaram contagem de bolores e leveduras acima de 100 UFC/mL, o que
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indica higiene insatisfatéria durante o processo de ordenha e deficiéncias do equipamento de
ordenha.

No estudo de Barreto et al. (2012) também identificou a presenca de bolores e leveduras nas
amostras de leite entre de 1,1x10* a 3,3x10° UFC/mL. Além do mais, Menezes et al. (2014),
discutindo sobre a microbiota e conservacdo do leite, ressaltaram que as leveduras, quando
presentes no leite, causam alterac6es em seus derivados por sua acao sobre a lactose, produzindo
CO?2 e originando um mau odor pelo processo fermentativo (processo de rancificacdo). Com isso,
diante das amostras de leite analisadas, identificamos que elas ndo seriam propicias para o
consumo, se ndo fossem submetidas a tratamentos térmicos, diante da quantidade minima de 3x103
UFC/mL de bolores e leveduras nas amostras analisadas. Desta forma, foi possivel identificar em
nossa pesquisa, contagens de fungos e leveduras nas 14 amostras analisadas, fato que esta
atrelado, possivelmente, as condicdes higiénicas e sanitarias das instalacdes, da manipulacdo e
conservacao do produto.

Ao analisar o NUmero mais Provaveis de Coliformes a 35°C variaram de >1100 NMP/mL, ja
de coliformes a 45°C apresentaram variacdo de <3,0 NMP/ mL a >1100 NMP/mL. Nos estudos
conduzidos por Moura et al. (2020), associam a presenca de bactérias do grupo coliformes com a
condi¢Bes inadequadas de higiene, principalmente na ordenha. Silva et al. (2019), ressaltam que a
presenca de coliformes totais e termotolerantes pode ser indicativo de higienizacdo incorreta dos
equipamentos e utensilios, uso de agua com qualidade comprometida, contaminagdo por maus
habitos higiénicos de manipuladores e falta de aplicacéo de Boas Praticas de Fabricacédo.

Os coliformes podem ser facilmente eliminados dos leites por tratamento térmico, por nédo
possuirem resisténcia a elevadas temperaturas. Todavia é imprescindivel que as boas praticas sejam
aplicadas na ordenha, tendo em vista que enumeracdo elevadas de coliformes, indicam

contaminacédo fecal, assim como os demais micro-organismos investigados no presente estudo.

4 CONSIDERAGOES

A comercializagdo do leite cru é frequente em feiras e estabelecimentos comerciais, devido a
preferéncia do consumidor por esse produto, por associa-lo com um alimento saudavel e fresco.
Todavia, mesmo que as propriedades executem o processo de extracdo do leite de forma higiénica, é
comum a presenga de bactérias que s6 podem ser eliminadas mediante tratamento térmico. Desta
forma, o consumo desse alimento pode tornar-se um problema de sadde publica, devido aos niveis

de contamina¢do comumente encontrados nesse alimento.
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