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RESUMO: O objetivo desse estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica de amostras de leite cru resfriado
proveniente de trés regides do estado de Alagoas (Litoral, Agreste e Sertdo). De cada fazenda foi coletado 2 tipos de
amostras de leite: amostras dos quartos mamarios e amostras do leite de tanque. Os rebanhos eram constituidos de
animais de diferentes ragas, idades e estdgios de lactacdo. Foram realizados ensaios para contagem de micro-
organismos mesofilos, psicrotréficos, coliformes totais e termotolerantes e Staphylococcus spp.. As amostras de leite
resfriado apresentaram 0s micro-organismos em estudo, evidenciando que para esse tipo de leite, as amostras estéo
estdo as margens dos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente quanto a qualidade microbiolégica. As amostras
de leite resfriado apresentaram mesofilos (>3 Logs o UFC/ml), psicrotréficos (<1 Log, ¢ UFC/ml) e coliformes
totais (3,6 a > 1100 Log; ¢ NMP/ml) e termotolerantes (3 a >1100 Log,  UFC/ml), além da alta frequéncia de
Staphylococcus spp. (2,8 a >3 Log; ¢ UFC/mI). A presenca desses micro-organismos pode estar associada as méas
praticas de manejo de ordenha, bem como higiene do ambiente e deficiéncias na refrigeracdo, o que pode ocasionar
deterioracdo do produto e contaminacdo dos animais e consumidores finais.

Palavras-chave: Staphylococcus. Coliformes. Mesofilos. Psicrotréficos. Qualidade alimentar.

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF TANK MILK FROM DAIRY HERDS OF
ALAGOAS STATE, BRAZIL

SUMMARY:: The aim of this study was to evaluate the microbiological quality of chilled raw milk samples from
three regions of the state of Alagoas (Litoral, Agreste and Sertdo). From each farm, 2 types of milk samples were
collected: samples from the mammary quarters, adn samples of tank milk. Herds were made up of animals of
different breeds, ages and stages of lactation. Tests were carried out to count mesophilic, psychrotrophic
microorganisms, total and thermotolerant coliforms and Staphylococcus spp.. The samples of chilled milk presented
the microorganisms under study, showing that for this type of milk, the samples are on the margins of the standards
established by the current legislation regarding microbiological quality. The chilled milk samples showed mesophiles
(>3 Log; ¢ CFU/mI), psychrotrophic (<1 Log; ¢ CFU/mI) and total (3.6 to > 1100 Log; ¢ MPN/ml) and
thermotolerant coliforms (3 to >1100 Log, o UFC/ml), in addition to the high frequency of Staphylococcus spp. (2.8
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to >3 Log; ¢ UFC/ml). The presence of these microorganisms may be associated with poor milking management
practices, as well as environmental hygiene and deficiencies in refrigeration, which can cause deterioration of the
product and contamination of animals and final consumers.

Keywords: Staphyococcus. Coliforms. Mesophiles. Psycrotrophic. Food health.

INTRODUCAO

O leite é um alimento produzido e consumido mundialmente. No Brasil, o leite € um dos
principais produtos agropecuarios, contribuindo para o desenvolvimento econdmico dos locais
em que a atividade ¢ praticada. No ano de 2018, o pais produziu 2.069 litros/vaca/ano de leite,
com crescimento de 10% no Nordeste. O estado de Alagoas estd inserido na principal
microrregido produtora de leite, responsavel por 25% do total produzido na regido (ZOCCAL,
2019).

A cadeia de producdo de laticinios vincula as propriedades de producdo de leite com
associacOes e centros de processamento e beneficiamento, aumentando o valor do produto em
cada etapa da cadeia produtiva até chegar no consumidor final. O inicio da cadeia de laticinios
normalmente envolve a producdo, 0 armazenamento e transporte do leite até os centros de
processamento (FAO, 2016).

No Brasil, a atividade leiteira apresenta diferentes sistemas de producdo de acordo com a
regido em que o leite é produzido e a condicdo de renda dos produtores, tais singularidades
resultam na utilizacdo de diferentes tipos manejo, raca dos animais, especializacdo ou ndo na
ordenha e armazenamento do leite na fazenda, volume produzido, entre outros (SOUTO et al.,
2009). Ademais, embora existam especificacBes técnicas para producdo de leite, nem sempre
estas sdo seguidas em sua totalidade. Em Alagoas, a regido Agreste importancia para o setor
lacteo alagoano, possuindo influéncia no aumento da produtividade leiteira do estado
(SANTANA; SILVA; VIEIRA, 2016)

O armazenamento do leite produzido nas pequenas e medias propriedades é feito em
tanques de resfriamento para posterior coleta e transporte a granel. Apesar de reduzir perdas
econdmicas por atividade acidificante de bactérias mesofilas, essa pratica permite a selecdo de
bactérias psicrotroficas relacionadas a problemas tecnologicos e econdmicos na industria de
laticinios (FONSECA; SANTQOS, 2000). Assim, para a legislacdo vigente, permite-se que o leite
possa ser armazenado sob resfriamento entre 4 a 7 °C por periodo maximo de 48h (BRASIL,
2018).
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A composicdo microbioldgica do leite é reflexo de praticas higiénico-sanitarias adotadas
em todos os setores produtivos da cadeia leiteira. A legislacdo brasileira vigente, estabelece
parametros microbioldgicos de identidade e requisitos minimos de qualidade para os alimentos
industrializados, como o leite pasteurizado e o leite Ultra High Temperature (UHT), contudo
micro-organismos podem contaminar o leite desde a saida deste do Ubere, na manipulacdo pelos
funcionarios, pelos equipamentos e utensilios utilizados, durante o transporte, durante o
processamento, dentre outros (MAPA, 2011; MATA; TOLEDO; PAIVA, 2012; SALVADOR et
al., 2012; TEIXEIRA; FIGUEIREDO, 2019).

Diante do exposto, objetivou-se por meio desse estudo avaliar a qualidade microbioldgica
do leite individual e do leite do rebanho leiteiro produzido em fazendas de trés regides do estado

de Alagoas.

MATERIAL E METODOS
Descricao da area experimental

O presente estudo foi realizado em 3 rebanhos de propriedades rurais sendo cada uma
localizada nas respectivas mesorregides do Agreste, Sertdo e Litoral de Alagoas, Brasil, que de
acordo com a classificagdo de Koppen (1948) possuem: Litoral, clima Ams’, tropical com chuvas
de outono a inverno e médias pluviométricas anuais entre 1.500 mm a 2.200 mm e temperatura
média do ar variando entre 23°C e 28°C; Agreste, apresenta condi¢cGes semiaridas, com clima
BSh, isto é, seco e quente, com precipitacdo pluviométrica média anual no Agreste de 600 mm a
900 mm com temperatura média do ar variando entre 21°C a 23°C e no Sertdo entre 400 mm a
600 mm com temperatura média do ar variando entre 17°C e 33°C.

De cada fazenda foi coletado 2 tipos de amostras de leite: amostras dos quartos mamarios
e amostras do Leite de tanque de resfriamento. Os rebanhos eram constituidos de animais de
varias racas, idades e diferentes estagios de lactacdo, sendo adotados 20 animais em cada
propriedade, resultando em amostras compostas.
Amostragem

Para a coleta de leite individual, as amostras de leite dos quartos mamarios foram colhidas
apos prévia lavagem do teto com agua e sab&o, secagem com papel toalha e antissepsia do 0stio
do teto com alcool a 70 °GL. Em continuidade obteve-se um volume de 10ml, em frascos com
tampa rosquedavel, esterilizados e previamente identificados com o nome ou nimero do animal
bem como o quarto mamario correspondente. Estas amostras foram acondicionadas a temperatura
de refrigeracdo em caixa isotérmica, contendo gelo reciclavel e encaminhadas ao laboratorio para

as devidas analises.
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Uma aliquota de 0,1ml foi semeada em agar base acrescido de 10% de sangue de ovino
desfibrinado. As placas foram incubadas a 37°C, em estufa microbiol6gica, realizando-se as
leituras apds 24 horas. Os agentes isolados foram identificados de acordo com as caracteristicas
morfologicas de suas colbnias, como tamanho, tipo, coloracdo e presenca de hemolise. Ao
microscopio, foram observadas a disposi¢do das celulas e as caracteristicas morfotintorias a
técnica de Gram (SPECK, 1976; SIQUEIRA, 1995).

Logo apos ordenha de todo o rebanho leiteiro, foi realizado a coleta do leite do tanque
diretamente no tanque de expansdo refrigerado (4 °C com temperatura previamente
dimensionada) apds 2h de armazenamento, em frascos estéreis, 0os quais foram transportados até
o laboratério em caixas térmicas com gelo reciclavel, permanecendo sob refrigeracdo (4 °C)
durante o transporte. As amostras corresponderam a amostras compostas por regido.

No laboratorio, as amostras de leite foram pesadas e diluidas da seguinte forma: 25 ml da
amostra adicionadas a 225 ml de solucéo salina peptonada 0,1%, diluicdes até 10 para contagem
de Staphylococcus spp., meséfilos e psicrotréfilos e 10™ para a pesquisa de Coliformes Totais e
Termotolerantes (SPECK, 1976; SIQUEIRA, 1995).

Para a contagem de S. aureus, as amostras diluidas foram inoculadas na superficie de
placas contendo &gar Baird-Parker. Ap6s o término das operacOes, as placas foram incubadas a
temperatura de 37° C, por 48 horas. Foram contadas as placas que continham entre 20 e 200
colbnias suspeitas de S. aureus. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de
colénias (UFC) de S. aureus por ml da amostra.

Em seguida, foi realizado ensaio para detec¢do de mesofilos e psicrotrofilos, onde as
placas foram incubadas conforme os micro-organismos, sendo a temperatura de (32+2)°C para
mesdfilos; (7+£2)°C para psicrotrofilos por 24 horas, sendo obrigatdria a inoculacdo em superficie.
O resultado foi expresso de acordo com o nimero de coldnias, em unidade formadora de coldnias
(UFC).

Para a pesquisa de Coliformes Totais e Fecais, as amostras foram inoculadas em tubos
contendo caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), considerando resultado positivo 0s que
apresentaram gas nos tubos de Duhram. A confirmacéo da presenca de Coliformes Totais foi feita
por meio da inoculacdo das coldnias que cresceram em caldo Verde Brilhante Bile Lactose VB)
2% e posterior incubacdo a 36+2 °C por 24 a 48 horas. A presenca de gas nos tubos de Durhan do
caldo VB evidenciou a fermentacéo de lactose presente no meio. A confirmacgédo da presenca de
Coliformes Termotolerantes foi feita por meio da incubagdo em caldo EC, com incubacdo em

temperatura 452 °C em banho-maria com agitacdo por 24. Foram considerados positivos 0S
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tubos que apresentaram gas nos tubos de Durhan. Os resultados foram expressos por presenca ou
auséncia de coliformes totais e termotolerantes. Todas as analises supracitadas foram
desenvolvidas de acordo com o Manual de Anélise de Alimentos (SPECK, 1976).
Andlises estatisticas

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados coletados foram
submetidos a analise de variancia (ANAVA) p<0,05 pelo teste F no software Sisvar 5.6 (Ferreira,
2014).

RESULTADO E DISCUSSAO

Foi observada altas contagens de bactérias aerébias mesofilas foram nas amostras de leite
cru refrigerado, o que pode ser reflexo de falhas nas praticas higiénico-sanitarias adotadas na
ordenha, nos utensilios, no armazenamento ou na refrigeracao durante a estocagem (SEQUETTO
etal., 2017).

Nesse estudo, a contagem de organismos psicotréficos foi menor que 1,0x10° UFC/ml nas
amostras de leite cru refrigerado (Tabela 1). Apesar de ndo haver legislacdo especifica para a
contagem de bactérias psicotroficas no Brasil, segundo Beloti (2015) a contagem de psicrotréfilos

deve ser de, no maximo, 10% da contagem total de aer6bios mesofilos.

Tabela 1 — Contagem de micro-organismos mesofilos e psicrotoficos em leite cru refrigerado de
rebanhos leiteiros do estado de Alagoas, Brasil.

Micro-organismos*

Regido Amostras Mesofilos Psicrotroficos
(Logy o UFC/mI3) (Log: ¢ UFC/mI)
Litoral LCR? > 3,00 <10
Agreste LCR > 3,00 <1,0
Sertao LCR > 3,00 <1,0

ILCR: Leite cru refrigerado; 2Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro. *Valores seguidos de mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A presenga de bactérias psicrotroficas no leite cru esta associada aos procedimentos
inadequados de higieniza¢do do maquinario durante a producdo, tempo e temperatura em que 0
leite € armazenado. A baixa contagem de psicrotroficos no leite € um importante apontador de
qualidade, devido a atividade metabdlica desses micro-organismos que resulta em alteracGes
bioguimicas nos constituintes do leite que diminuem a vida util do leite fluido e seus derivados
(MARIOTO et al., 2020).
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Micro-organismos mesoéfilos foram detectados apenas nas amostras de leite cru resfriado,
com valores acima de 3 Log;o UFC/mI™, 0 que demonstra uma deficiéncia sanitaria nesse tipo de
leite, embora a Legislacdo vigente (IN 37 2000). Ademais, esse grupo de micro-organismos
possui a habilidade de crescimento em temperatura ambiente e fazem parte da microbiota natural
do leite (GUEDES-CELESTINO et al., 2019), porém, cargas altas da populacédo podem ocasionar
em deterioracdo do leite. Outro fator importante é que, embora pertencam & microbiota natural,
seu crescimento em ambiente refrigerado é ocasionado por inadequacgdes na refrigeracéo e o pre
armazenamento.

No presente estudo foi verificada uma contagem de coliformes totais e termotolerantes
acima de 1100 NMP/ml para as amostras coletadas no Litoral. As menores contagens foram
observadas nas amostras oriundas do Sertdo (Tabela 2). Os coliformes quando encontrados em
amostras de leite sdo indicadores da presenca de residuos de fezes (BRITO; BRITO;
PORTUGAL, 2002), o que pode ser ocasionado ainda durante a ordenha, como também a higiene

total do ambiente onde é realizada.

Tabela 2 — Contagem de coliformes totais e termotolerantes e Staphylocossus spp. em leite cru
refrigerado de rebanhos leiteiros do Litoral, Sertdo e Agreste alagoanos.

L Coliformes totais Coliformes Staphylococcus spp
Regiao Amostras (NMP/mly? termotolerantes (UFC/ml) '
(UFC/mL)*
Litoral LCR? >1100 > 1100 >3,00x 103
Agreste LCR 150 <3,0 1,21x103
Sertdo LCR 3,6 <3,0 2,8x103

ILCR: Leite cru refrigerado; 2UHT: Ultra Hight Temperature; 3UFC: Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro;
*Namero Mais Provavel por mililitro.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Staphylococcus spp. foi detectado com contagens a partir de 1,21 x 10 UFC/mI® (Tabela
2), sendo observado apenas nas amostras de leite cru refrigerado, onde as amostras UHT néo
apresentaram crescimento de nenhum micro-organismo, o que evidencia a eficiéncia do processo.
A supracitada bactéria € um patogeno associado ao complexo que causa mastite em animais como
bovinos e caprinos (BARROS et al., 2018), podendo também estar associado a deterioragdo do
leite e causar doencas transmitidas por alimentos, conhecidas como DTA’s.

Ademais, outros micro-organismos também estdo associados a mastite e DTA’s. Os

resultados do presente estudo constataram a presenca de Streptococcus, spp., Corynebacterium
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spp., Micrococcus spp., e cocos Gram - (Tabelas 3 e 4), os quais sdo descritos na literatura como
causadores de DTA’s e associados a mastite (BARROS et al., 2018; TEIXEIRA; FIGUEIREDO,
2019). Passos et al. (2012) afirmam que aproximadamente 41% dos surtos de origem
alimentar estdo relacionados ao S. aureus. A importancia clinica da presenca dessa bactéria é
principalmente nos grupos de risco, sendo considerada como uma bactéria oportunista
(TEIXEIRA; FIGUEIREDO, 2019).

Tabela 3 — Frequéncia absoluta e relativa das bactérias isoladas dos quartos mamarios dos
rebanhos leiteiros do Litoral, Agreste e Sertdo alagoanos.

Regido Bactérias Isoladas FAL (%) FR2 (%)
Staphylococcus spp. 11 42,3
Streptococcus spp. 10 38,46
Litoral ~ Corynebacterium spp. 1 3,84
Micrococcus spp. 2 7,69
Cocos Gram - 2 7,69
Staphylococcus spp. 10 62,5
Agreste Streptococcus spp. 4 25
Micrococcus spp. 2 12,5
Staphylococcus spp. 7 50
. Streptococcus spp. 5 35,71
Sertdo ]
Micrococcus spp. 1 7,14
Cocos Gram - 1 7,14

IFA: Frequéncia absoluta; 2FR: Frequéncia relativa.

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Staphylococcus spp. foi a bactéria com maior frequéncia (Tabela 4) encontrada nas
amostras analisadas no presente estudo, sendo encontrada apenas nas amostras de leite cru
resfriado. Esse é um dos patdgenos mais comumente encontrados em amostras de leite cru.
Ressalta-se que a presenga desse micro-organismo pode levar a intoxicagOes alimentares e se
torna uma preocupacdo para a saude publica (FAGUNDES et al., 2010).

Tabela 4 — Bactérias isoladas nos rebanhos leiteiros no Litoral, Agreste e Sertdo alagoanos.

Xt n(x)? P (x)3
Staphylococcus spp. 28 50
Streptococcus spp. 19 33,92
Corynebacterium spp. 1 1,78
Micrococcus spp. 5 8,92
Cocos Gram - 3 5,35
Total 56 99,97

1X: Bactéria; 2n(x): Frequéncia absoluta; 3P(x): Frequéncia relativa.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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O controle de qualidade dos alimentos, desde a obtencdo da matéria prima até
a elaboragdo do produto final como queijos e outros alimentos, envolve agcdes e medidas de
controle, tais como treinamento de manipuladores de acordo com o regimento do Manual
de Boas Préaticas, monitoramento e fiscalizacdo dos mesmos, bem como dos processos de
acondicionamento dos alimentos e higienizacdo desses (FERREIRA; DIAS; JACOME JUNIOR,
2016).

Maior parte dos micro-organismos isolados sdo de origem exogenas ao animal, sendo,
portante, fundamental atentar-se a0 manejo da ordenha e sanitizacdo do ambiente onde vive o
animal, bem como dos manipuladores. Além da sanidade do animal, preza-se também pela
sanidade dos consumidores, uma vez gque esses micro-organismos, em parte alguns oportunistas,
que possuem a capacidade de causar DTA’s em humanos.

Quando encontradas em concentragdes acima de 10° UFC/ml essas bactérias podem
produzir enzimas termorresistentes, capazes de gerar protedlise e lipolise nos nutrientes que
compdem o leite, 0 que ocasiona a reducdo da vida util do produto e possivel dano a satde do
consumidor (SAEKI; MATSUMOTO, 2010).

CONCLUSAO

As regides produtoras de leite apresentam diferencas em sua qualidade microbiol6gica
quando se comparadas as amostras de leite cru resfriado, onde apresentam contagem altas de
micro-organismos, embora estes ndo estejam listados na legislacdo vigente

Staphylococcus spp. € a bactéria mais abundante e frequente nas amostras de leite
estudadas.

As amostras de leite UHT apresentaram caracteristicas microbiolégicas excelentes, onde

todas mostraram auséncia de micro-organismos.
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