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Caracterizacdo da qualidade microbioldgica

do leite cru de propriedades do municipio
Parintins-AM

Microbiological quality characterization of raw milk in
properties from the municipality of Parintins/AM

RESUMO: Objetivou-se avaliar as caracteristicas microbioldgicas do leite cru produzido
em algumas propriedades do municipio de Parintins-AM. Realizou-se andlise de Cluster,
na qual foram formados trés grupos, nomeados de A, B e C, seguida da andlise estatistica
descritiva. Todos os grupos apresentaram contaminag@o por coliformes termotolerantes,
com médias de 708, 322,1 e 780 NMP mL"! para os grupos A, B e C, respectivamente. As
médias de leveduras, em UFC mL™", foram 2,1 x 10° no grupo A, 2,5 x 10° no grupo B e
1,0 x 10* para o grupo C, enquanto que as médias de bolores foram de 4,5 x 10! para o
grupo A, 13,0 x 10" para o grupo B e 5,0 x 10" UFC mL™" para o grupo C. A presenca de
Salmonella foi detectada em duas propriedades do grupo A. As amostras de leite avaliadas
se mostraram imprdprias para o consumo em sua forma in natura, caracterizando riscos a
satide dos consumidores do leite cru de Parintins-AM.

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the microbiological characteristics of
raw milk produced in some properties in Parintins, State of Amazonas. Cluster analysis, where
three groups designated A, B and C were created, was performed, followed by descriptive
statistics analysis. All groups showed contamination by thermotolerant coliform, with means
of 708, 322.1 and 780 MPN mL™ for groups A, B and C, respectively. The means of yeasts in
CFUmL " were 2.1 x 10° for group A, 2.5 x 10° for group B and 1.0 x 10" for group C, while
the means of molds were 4.5 x 10" for the group A, 13.0 x 10 for group B and 5.0 x 10’
CFU mL™ for group C. The presence of Salmonella was detected in two properties of group
A. The milk samples analyzed proved to be inappropriate for consumption in its fresh form,
characterizing health risks to consumers of raw milk from Parintins, State of Amazonas.
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1 Introducao

A atividade leiteira, independentemente do seu grau de
tecnologia e especializacgio, deve objetivar a produgdo de um
alimento com qualidade, que ndo traga prejuizos a populacdo.
Neste contexto, ndo se pode deixar de destacar a importancia
de estudos microbiolégicos do leite produzido em pequenas
propriedades que empregam baixa ou nenhuma tecnologia,
como ocorre no municipio de Parintins-AM, onde este produto
ainda € comercializado de forma artesanal e consumido na
forma in natura (MOTA et al., 2012).

A avaliacdo da qualidade do leite pode ser feita por meio
da andlise microbioldgica (CITADIN et al., 2009). Quando
presentes, esses microrganismos fornecem informacgdes sobre
as condicdes higiénico-sanitdrias, uma vez que coliformes
totais, bolores e leveduras sdo indicadores de falhas no aspecto
higiénico no processamento, ndo relacionados diretamente
com a saide do homem da produgdo. A contaminacio do
leite por microrganismos indesejdveis pode causar alteragdes
fisico-quimicas no mesmo e, consequentemente, de suas
propriedades organolépticas, o que limita sua durabilidade e
de seus derivados, ocasionando problemas econdmicos e de
satide publica.

Assim, visando a implantagcdo de futuros programas de
qualidade e seguranca alimentar, o objetivo deste trabalho
foi avaliar as caracteristicas microbioldgicas, por meio da
deteccdo de coliformes, bolores, leveduras e Salmonella, do
leite cru produzido em algumas propriedades do municipio
de Parintins-AM.

2 Material e Métodos

A pesquisa foi realizada no municipio de Parintins, no
Estado do Amazonas. As amostras de leite foram coletadas
no periodo de outubro de 2010 a janeiro de 2011 em 26
propriedades que trabalham com producdo de leite bovino.

Aproximadamente 100 mL de leite foram coletadas dos
latdes apos o término da ordenha, colocados em recipientes
esterilizados e, posteriormente, essas amostras foram
armazenadas em caixas térmicas contendo gelo, a fim de
se manter a temperatura abaixo de 4 °C, temperatura esta
preconizada pela instrugdo normativa 62 (BRASIL, 2011).
Em seguida, as amostras foram levadas ao Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Sociais, Educacdo e
Zootecnia/ICSEZ para as andlises de deteccdo de coliformes
totais e termotolerantes, fungos filamentosos e leveduras, e
Salmonella.

Para determinagd@o de coliformes totais e termotolerantes,
foi utilizada a técnica de fermentagcdo em tubos multiplos,
com cdlculo do nimero mais provavel por mililitro (NMP/
mL), preconizada pela legislacdo em vigor (BRASIL, 2011).

Inicialmente, foram pipetados 25 mL de leite da amostra
coletada e refrigerada, tendo sido adicionados 225 mL de
solucdo salina peptonada (NaCl 0,9%, Peptona 1,0%). A partir
desta suspensao, diluida na proporgao 1:10, foram preparadas
dilui¢des seriadas nas propor¢des 1:100 (ou 102) e 1:1000
(ou 1073).

Nos testes presuntivos, para a contagem de coliformes
termotolerantes e totais, foi retirado 1,0 mL da solugdo
preparada de suas séries e inoculados em cada dilui¢io seriada,
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contendo caldo lauril sulfato triptose, que foram incubados a
36 °C por um periodo de 24 a 48 horas. Os testes positivos
foram observados por meio da formagdo de gas nos tubos de
Durhan ou efervescéncia, quando agitado levemente.

A partir do resultado positivo, seguiu-se para os testes
confirmativos, em que foi retirado 1,0 mL de cada dilui¢ao
seriada contendo caldo lauril sulfato triptose e inoculados em
diluicao seriada contendo 9,0 mL de caldo EC. Esses tubos
foram levados para estufa a 44 °C por um periodo de 24 a
48 horas. Em seguida, realizou-se o mesmo processo, porém
inoculados em caldo bile verde brilhante 2% (CBVB), seguido
da incubagdo por 36 °C pelo mesmo periodo de tempo.

Os testes foram considerados positivos quando houve
formacdo de gds nos tubos de Durhan ou efervescéncia,
quando agitado levemente. A formacao de gds nos tubos
contendo caldo EC resultou em testes positivos para coliformes
termotolerantes e a formagao de gas nos tubos contendo CBVB
confirmaram a presenca de coliformes totais. A partir desses
resultados, a quantidade de tubos dados como positivos foram
comparados com os valores preconizados pela Instrugdo
Normativa 62 (BRASIL, 2011) e foi quantificado o nimero
mais provavel de coldnias por mL da amostra (NMP mL™").

Para a deteccdo de fungos filamentosos, utilizou-se o meio
seletivo dgar batata dextrose (BDA) com 2% de glicose,
acidificado com 4cido tartdrico. Foram inoculados 100 pL
da dilui¢do 107 (1:100) por placa, espalhados com alca de
Drigalski. As placas foram incubadas a 25 £ 1 °C por um
periodo de 5 a 7 dias. A contagem de coldnias foi efetuada
segundo o que preconiza a legislagdo (BRASIL, 2011), sendo
determinado o nimero de UFC mL~" da amostra.

Para deteccdo de Salmonella, foi utilizada a metodologia
descrita na IN 62 (BRASIL, 2011). Primeiramente, foi
realizado um pré-enriquecimento, no qual foram adicionados
25 mL da amostra de leite em 225 mL de dgua peptonada
tamponada, a qual foi agitada por um minuto e deixada por
uma hora em temperatura ambiente. Apds esse periodo, as
amostras foram incubadas a temperatura de 36 °C por 20 horas.
Posteriormente, realizou-se um enriquecimento com 1,0 mL
dessa suspensdo inoculada em tubos contendo 9,0 mL dos
meios seletivos caldo selenito-cistina (SC) e caldo rappaport-
vassiliadis (RV). Os tubos foram incubados por 24 a 30 horas
em temperaturas de 41 °C. Uma aliquota de 100 pL de caldo
(SC) e 1,0 mL de caldo (RV) foi semeada em placas contendo
agar xilose-lisina desoxicolato e dgar verde brilhante vermelho
fenol lactose, em placas distintas, incubados a 37 °C por
24 horas. A formacdo de coldnias tipicas de Salmonella foi
avaliada a cada 24 horas.

As coldnias tipicas foram semeadas em meios confirmativos,
dos quais se retiraram essas colonias, inoculando-as em meios
confirmativos agar lisina ferro (LIA), dgar trés aguicares ferro
(TSI), dgar SIM e dgar ureia, seguido de incubagio a 36 °C por
um periodo de 24 horas. As mudancas de cor confirmaram o
teste como positivo. A dltima etapa realizada foi a confirmagao
em teste soroldgico.

Os dados foram tabulados e transformados utilizando o MS
Excel e, posteriormente, foi realizada a andlise estatistica no
software MINITAB 14.

A analise estatistica foi realizada em duas fases: 1) andlise
de Cluster, utilizando um modelo estatistico multivariado
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com o objetivo de classificar objetos de uma amostra em
grupos, com base nas varidveis consideradas, de modo que
eles possuam as caracteristicas mais similares possiveis entre
si dentro do grupo no qual foram classificados, e que sejam
0 mais heterogéneo possivel entre os grupos formados pela
andlise. Os objetos considerados foram as médias provenientes
da quantificacdo dos microrganismos das amostras de leite de
cada propriedade; 2) andlise descritiva, em termos de média e
varidncia minima e maxima.

3 Resultados e Discussao

Considerando-se os resultados obtidos nos testes de
detecc@o de coliformes termotolerantes, coliformes totais,
bolores, leveduras e Salmonella, a anélise de agrupamento
evidenciou a formacao de trés grupos distintos, sendo: grupo
A — formado pelas propriedades (a; q; v; y; w; ¢; 15 k; d; e;
j), totalizando 11 propriedades; grupo B — formado pelas
propriedades (b; t; p; g; z; X; i; u; h; 0; n; m; s), totalizando 13
propriedades, e o grupo C — formado pelas propriedades (f;
1), com apenas 2 propriedades.

A formacdo do grupo A foi decorrente da elevada
contaminacdo das amostras por coliformes totais
(708,0 NMP mL™") e termotolerantes (867,3 NMP mL™),
e pela presenca de Salmonella (Tabela 1). O grupo B
apresentou médias de contaminagdo de coliformes totais
(322,1 NMP mL™) e termotolerantes (423,0 NMP mL™), e de
leveduras (2,5 x 10%), inferiores aos demais grupos, assim como
auséncia de Samonella. Entretanto, este grupo apresentou
média de contaminagdo por bolores (2,5 x 10°) superior.
Por sua vez, as propriedades que foram agrupadas como
similares na formagao do terceiro grupo (C), além das elevadas
contaminagdes por coliformes totais (780,0 NMP mL™") e
termotolerantes (780,0 NMP mL™"), estas apresentaram a maior
média de contaminacio por leveduras (1,0 x 10%).

Existem alguns fatores que devem ser apontados como
possiveis explicagdes sobre os resultados obtidos nas
andlises microbioldgicas do presente estudo. As propriedades
contidas no grupo A estavam localizadas em drea de varzea,
situadas em regides distantes da cidade, onde existia estrutura
improvisada e precdria para realizar o manejo de ordenha.
Nessas propriedades, a Gnica estrutura existente era um curral
de chio batido, onde ndo se efetuava a higienizagcdo dos
utensilios a ser utilizados na ordenha manual em razdo de falta
de dgua encanada e potdvel, tendo disponivel apenas a 4gua
do rio. Por outro lado, embora as propriedades do grupo B

também apresentarem deficiéncia de estrutura, estas estavam
localizadas em terra firme, onde os produtores dispunham de
dgua potavel e a utilizavam para fazer a higiene dos utensilios
utilizados durante a ordenha, mesmo que de forma deficiente.
Este fato pode justificar as menores contaminacdes do leite cru
por microrganismos, quando comparadas aos demais grupos.

Em relacdo as propriedades que compuseram o grupo C,
estas apresentaram as mesmas caracteristicas do grupo A;
entretanto, a contaminagdo do leite por leveduras foi maior.
Uma provavel explicacdo para este fato € as coletas terem
sido realizadas nestas propriedades no periodo das chuvas,
que torna o ambiente mais imido e propicio a proliferacdo
de fungos; além disso, as leveduras apresentam taxa de
crescimento superior a dos bolores, podendo esse ser um
fator que contribuiu para maior contaminagdo por este
microrganismo (PESSOA; SILVA; CAMARGO, 2002).

Resultados inferiores de contaminacio por coliformes
totais e termotolerantes, respectivamente, foram observados
por Silva et al. (2010), ao avaliarem o leite cru produzido
em algumas granjas leiteiras situadas no Rio Grande do
Sul. Estes autores encontraram valores que variaram de
9,3 a 110 NMP mL™" para coliformes totais e de 0,3 a
110 NMP mL" para coliformes termotolerantes. Por outro
lado, Maciel et al. (2008) encontraram valores que variavam
de1,5x10°a24 x10°e 1,5%x 10°a 9,3 x 10* NMP mL"',
respectivamente, para coliformes totais e termotolerantes,
avaliando amostras de leite cru produzido em Itapetinga-BA.
Os resultados observados pelos autores sdo superiores aos
encontrados no presente estudo para ambas as categorias de
microrganismos. Elevadas contaminagdes de leite cru por
coliformes também foram verificadas por outros autores
(CATAO; CEBALLOS, 2001; MORAES et al., 2005;
LIMA et al., 2006; MACIEL et al., 2008; CITADIN et al.,
2009; SILVA et al., 2010).

A preocupacdo quanto a presenca de coliformes totais e
termotolerantes €, principalmente, pela satde dos possiveis
consumidores, ja que a presenca de coliformes termotolerantes
pode ser um indicativo da qualidade sanitdria, uma vez que
este tipo de microorganismo € estritamente fecal; isto sugere
que a contaminacdo pode ter ocorrido pela presenca de fezes
no ambiente no qual se realizou a ordenha, podendo levar
o consumidor a quadros de doencas entéricas (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005).

Em relag¢do a presenca de leveduras e bolores, em geral
esta € frequente, mesmo em quantidades minimas, pois a

Tabela 1. Caracterizacdo das propriedades de acordo com o agrupamento referido.

, i Grupo A Grupo B Grupo C
Nudmero de propriedades
11 13 2

Ecossistema Virzea Terra Firme Virzea
Sala de ordenha Nenhuma duas propriedades Nenhuma
Meédia de coliformes termotolerantes (NMP mL™") 708,0 322,1 780
Média de coliformes totais (NMP mL™") 867,3 423.0 780
Média de leveduras (UFC mL™") 2,1 x10° 2,5x10° 1,0 x 10*
Média de bolores (UFC mL™) 4,5 %x 10! 13 x 10! 5,0 x 10!
Salmonella Presente Ausente Ausente

v. 55, n. 4, out./dez. 2012
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contaminag¢do por fungo € muito mais abrangente do que por
bactérias, pois o simples fato de o leite ficar ao ar livre por
alguns segundos ja permite que o mesmo seja contaminado,
uma vez que as leveduras e os bolores podem ser propagados
de diversas formas, entre as quais, por esporos. Os resultados
observados no presente estudo foram superiores aos
encontrados por Melville et al. (2006), que obtiveram média de
14,03 x 10 UFC mL"! para fungos em dez amostras de leite cru
comercializado, informalmente e sem fiscaliza¢@o, no interior
do Estado de Sao Paulo. Cabe ressaltar que a alta umidade
relativa do ar da regido amazdnica pode ter contribuido para
maior proliferacio destes microrganismos no ambiente.

De acordo com Tronco (2008), € comum encontrar
leveduras no leite, destacando-se o género Candida,;
porém, estes microrganismos ndo ocasionam alteragdes
significativas no produto. Por outro lado, a presenga de
fungos indica falhas nas condigdes higié€nico-sanitdrias da
obtencdo do leite (TEBALDI et al., 2007) e o consumo
deste produto sem que tenha sido previamente submetido a
fervura — principalmente quando se consideram individuos
debilitados ou imunossuprimidos — pode ser responsavel pelo
aparecimento de micoses oportunistas (MELVILLE et al.,
2006), assim como de alergias, a depender da espécie
contaminante.

A contaminacdo por Salmonela foi identificada em
duas propriedades pertencentes ao grupo A. Uma cultura
proveniente das amostras de uma propriedade deste grupo
mostrou-se com caracteristicas quimicas semelhantes a de
Salmonella, entretanto tal presenca nao se verificou nos
testes confirmativos. Algo semelhante ocorreu no trabalho
de Avila e Gallo (1996) e a presenga deste microrganismo
foi descartada nos testes soroldgicos. A contaminacdo por
Salmonella em duas amostras € bastante preocupante, pois a
contaminagdo por este microrganismo pode promover casos
de toxinfecgdo alimentar (PADILHA et al., 2001), pois toda
espécie de Salmonella é considerada patogénica em algum
grau (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

De modo geral, foi possivel observar que houve contaminacio
das amostras de leite analisadas, independentemente da
formacao dos grupos, e esse fato estd relacionado ao cendrio
em que esta atividade vem sendo realizada na regido avaliada.
A contaminag¢do do leite pode ter ocorrido de diversas
maneiras, principalmente pelos fatores externos ou ambientais
relacionados a higiene na ordenha. Todas as propriedades
realizavam a ordenha de forma manual e apresentavam falhas
nos procedimentos de higiene e limpeza, tanto do tbere do
animal quanto dos equipamentos, sendo estes provaveis fontes
de contaminac¢do. Além disso, foi possivel observar que, em
geral, as propriedades ndo possuiam as condi¢cdes minimas
para arealizagdo desta atividade. Neste sentido, cabe ressaltar
que a grande maioria dessas propriedades nio possuia salas
de ordenha, ou seja, os animais eram ordenhados diretamente
em currais de terra, onde ficavam em contato direto com fezes
e urina; assim, pelo fato de ndo serem cimentados, a limpeza
destes espacos se torna dificil.

Outros fatores que podem estar relacionados com a alta
contaminag¢do do leite analisado sdo a auséncia de pré e p6s-
dipping, ¢ da assepsia das mios do ordenhador com agua
clorada antes da realizac@o da ordenha ou, pelo menos, com
dgua potavel; Também ha falta de filtros nos recipientes de
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armazenamento do leite, que sdo substituidos por panos que
impermeiam as particulas mais grosseiras de sujeira, mas
nao os microrganismos; pode-se, assim, acarretar aumento de
contaminag¢do, principalmente se a higieniza¢ao deste pano
ndo € realizada. Além disso, em algumas propriedades, foi
observado que os latdes de armazenamento do leite ficavam
sobre as cercas do curral ou embaixo de drvores, amplamente
expostos as intempéries do ambiente.

As contaminagdes — nas amostras de leite avaliadas — por
microrganismos indicadores de qualidade permitem inferir
que programas de capacitacdo de boas priticas de manejo
de ordenha devem ser implementados na regido. Foi possivel
verificar que os produtores ndo tém acesso as informacdes
de como efetuar o manejo e a higiene de ordenha de forma
adequada, bem como o armazenamento e o transporte do leite.
Considerando-se ainda a legislacdo vigente, IN 62 (BRASIL,
2011), as amostras de leite cru avaliadas ndo apresentaram as
especificacdes aceitdveis para que este produto seja consumido,
o0 que permite evidenciar que providéncias devem ser tomadas
visando a melhorar a qualidade do leite cru produzido e
consumido em Parintins-AM.

4 Conclusodes

O leite cru comercializado em Parintins-AM possui
contaminagdo por coliformes termotolerantes e totais, fungos
e leveduras.

A contaminagdo por Salmonella foi detectada em duas
propriedades, caracterizando um cendrio preocupante, uma
vez que a presencga dessa bactéria apresenta perigo em fungao
do seu alto grau de patogenicidade.

As amostras de leite avaliadas se mostraram impréprias para
o0 consumo em sua forma in natura, caracterizando riscos a
satide dos consumidores do leite cru de Parintins-AM.
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