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CONTAGEM DE MESOFILOS E PSICROTROFICOS EM
AMOSTRAS DE LEITE PASTEURIZADO E UHT!

Count of mesophilic and psychrotrophic microorganisms in samples of
pasteurized and ultra high temperature milk
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SUMARIO

Os alimentos de origem animal, como o leite, constituem um importante meio de
cultura para o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos. Por ser passivel de
adulteracdes e contaminagdes é necessario o monitoramento, a fim de assegurar ao consumidor
e a indudstria um produto final de boa qualidade. O objetivo deste trabalho foi determinar o
nivel de contaminacdo por bactérias mesofilas e psicrotréficas, Staphylococcus sp. e Bacillus
cereus em leite pasteurizado e UHT comercializados no municipio de Bandeirantes, Parana.
Foram analisadas 9 amostras de leite pasteurizados e 9 de UHT, adquiridas aleatoriamente do
comércio local, totalizando 18 amostras. O leite UHT ndo apresentou contaminacao por
micro-organismos. J& o leite pasteurizado todas as amostras apresentaram contaminagéo por
meséfilos aerdbios, sendo que trés amostras ultrapassaram o valor permitido pela Instrucédo
Normativa N°51, além da elevada contaminacdo por Staphylococcus coagulase positiva (até
6,11 logl0 UFC/mL) e Bacillus cereus (até 5,60 logl0 UFC/mL). A alta contagem de mesdfilos
aerdbios serve de alerta as autoridades de salde publica para o risco potencial de determinados
micro-organismos produtores de toxinas causarem intoxicacdes alimentares.

Termos para indexacdo: controle de qualidade; microbiologia; salde publica.

1 INTRODUGAO

As doencas de origem alimentar podem ter
como causa 0s agentes quimicos ou microbiolé-
gicos. Segundo a Organizagdo Mundial da Salde
(2002), estima-se que as pessoas sdo provavelmen-
te, cem mil vezes mais suscetiveis a terem uma
doencga alimentar de origem microbiana do que
por residuos de pesticidas. No entanto, sabe-se
que os dados sobre a incidéncia e as causas de
Doencas Transmitidas pelos Alimentos represen-
tam apenas uma fragdo dos casos que ocorrem
(LEITE & WAISSMANN, 2006).

Os alimentos de origem animal ou vegetal,
frescos ou processados, incluindo a dgua, podem
veicular micro-organismos patogénicos causadores
de toxinfeccdes alimentares. Dentre os alimentos
de origem animal, o leite, pela sua riqueza de nu-
trientes, constitui um importante meio de cultura
para o desenvolvimento de um grande nimero de

micro-organismos (BERSOT et al., 2010; BRASIL,
1996). O principal parametro utilizado para se veri-
ficar a qualidade desse produto é o seu perfil micro-
biolégico, determinado principalmente pela forma
de obtencdo, armazenamento e transporte. Alguns
grupos especificos de micro-organismos sdo fre-
quentemente pesquisados como os aerébios meso-
filos, coliformes e psicrotréficos (TEBALDI et al.,
2008; NERO et al., 2009; BECKER, et al. 2010).

Um exemplo importante de meséfilo é o
género Staphylococcus, que é composto por uma
variedade de espécies associadas a infecgfes em
seres humanos e animais. Dentre elas destacam-
se as espécies S. aureus, S. epidermidis, S.
saprophyticus e S. haemolyticus (TRABULSI
et al., 1999). O Staphylococcus aureus esta
principalmente envolvido com doencas intra-
mamarias de fémeas em lactacdo, sendo o princi-
pal agente causador da mastite em bovinos, e
também responsével pela producdo de vérias
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toxinas extracelulares (SA et al., 2004). S&o
necessarias aproximadamente 6 log,, UFC/mL
(108 UFC/mL) de S. aureus para que a toxina seja
acumulada em niveis capazes de provocar uma
intoxicacdo (JABLONSKY & BOHACH, 1997).

A espécie B. cereus tem capacidade de pro-
duzir toxinas responséaveis por intoxicacdes ali-
mentares, enzimas extracelulares que determinam
o potencial de deterioragdo, e esporos que podem
resistir ao tratamento UHT. As toxinas produzidas
sdo classificadas em quatro grupos: enterotoxinas,
hemolisinas (cereolisina e hemolisina 11), fosfoli-
pase C (fosfatidilinositol hidrolase, fosfatidilcolina
hidrolase e esfingomielinase) e toxina emética
(GRANUM, 1994). A presenca de Bacillus cereus
a partir de 10°% organismos/g em alimentos é
indicativo do seu crescimento ativo (GERMANO
& GERMANO, 2001). Este micro-organismo tem
importancia na industria de alimentos pela capa-
cidade de sobreviver a tratamentos UHT devido a
formas esporuladas, que sdo altamente resistentes
ao calor (VIDAL-MARTINS et al., 2006).

As doencas alimentares relacionadas a B.
cereus manifestam-se, classicamente, sob duas for-
mas clinicas: a sindrome diarréica e a sindrome
emética. A sindrome diarréica possui sintomas co-
mo a diarréia intensa e dores abdominais, raramen-
te ocorrendo nauseas ou vomitos. A duragdo da
doenca é de 12 a 24 h e o periodo de incubacdo
varia entre 8 a 16 h, sendo os alimentos mais
comuns os ricos em proteinas (GRANUM, 1994).
A sindrome emética é caracterizada por um perio-
do de incubacéo de 1 a 5 h, seguido por vomitos e
nduseas, com 6 a 24 h de duragdo (MINNARD et
al., 2001).

A refrigeracdo do leite tem como objetivo
controlar a multiplicagdo de aerébios mesofilos.
No entanto, a refrigeragdo em torno de 4-7°C
permite o crescimento de micro-organismos psi-
crotréficos, que se multiplicam bem nessas tempe-
raturas. Os psicrotréficos encontrados no leite
sdo ambientais, provenientes do solo, agua, vege-
tacdo, teto/Ubere e de equipamentos de ordenha
higienizados inadequadamente. Sdo termolébeis,
porém suas enzimas sdo resistentes ao tratamento
térmico (SANTANA et al., 2001).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a quali-
dade microbiolégica do leite pasteurizado e UHT
comercializados no municipio de Bandeirantes —
Parand, identificando Staphylococcus coagulase
positiva e Bacillus cereus.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

A pesquisa foi conduzida no laboratério de
microbiologia da Universidade Estadual do Norte

do Parand — Campus Luiz Meneghel, durante o
periodo de outubro de 2008 a junho de 2009.

Foram analisadas 9 amostras de leite pasteu-
rizado e 9 amostras de UHT, totalizando 18 amos-
tras, adquiridas aleatoriamente do comércio local.
Os leites pasteurizados foram levados ao labora-
tério sob refrigeragdo e as de leite UHT foram
mantidas em temperatura ambiente.

Antes de proceder as analises, as embalagens
fechadas de leite UHT foram incubadas a 35-37°C
durante 7 dias, conforme a recomendacdo da lei
vigente (BRASIL, 1997).

2.2 Contagem de mesoéfilos aerdbios
e psicrotroficos

Realizou-se a técnica de plaqueamento em
profundidade (Pour Plate) em meio Agar Padrdo
para Contagem® (PCA). As placas foram incubadas
a 35°C/48h e 7°C/10 dias para determinacdo de me-
sofilos aerdbios e psicrotréficos, respectivamente
(VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

2.3 Contagem de Staphylococcus
coagulase positiva

Foi inoculado 0,1 mL em meio seletivo &gar
Baird-Parker (BPA) adicionado de emulsdo de ovo
com telurito de potassio, em placas de Petri pre-
viamente preparadas. Ap6s a secagem do inéculo
as placas foram incubadas a 35-37°C/24-48h. Para
confirmacdo da espécie foi realizada as provas de
DNAse e catalase (RODRIGUES et al., 2004;
STAMFORD et al., 2006). A técnica esta relacio-
nada a capacidade deste micro-organismo de re-
duzir telurito de potéssio a telureto, fazendo com
que as coldnias apresentem coloracdo negra, e
hidrolisar a gema de ovo, produzindo um halo em
torno da colbnia.

2.4 Contagem de Bacillus cereus

Foi semeado 0,1 mL de cada diluicdo em
placas contendo Agar seletivo para Bacillus
cereus adicionado de polimixima B e emulsdo
gema de ovo. Este material foi incubado em estufa
35°C/18-30 horas. Em seguida, foram submetidos
aos testes agar-gelatina e 4gar-amido (AGATA et
al., 2002; REZENDE-LAGO et al., 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na presente pesquisa, hdo houve contami-
nacdo por bactérias mesofilas e psicrotréficas em
leite UHT. Apesar de ndo ter encontrado estes
micro-organismos, outros autores tem mencionado
bactérias mesofilas, principalmente B. cereus em
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leite UHT (VIDAL-MARTINS et al., 2005;
VIDAL-MARTINS et al., 2006; REZENDE-
LAGO et al., 2007; BERSOT et al., 2010). De
acordo com Paiva et al. (2009), a presenca deste
patégeno pode ser resultado de condicdes hi-
giénico-sanitarias precarias na ordenha, benefi-
ciamento ou transporte do leite, enfatizando-se
que apesar do tratamento UHT ser capaz de eli-
minar totalmente a forma vegetativa do micro-
organismo, formas esporuladas, altamente resis-
tentes ao calor poderdo persistir e germinar no
produto final se presente no leite antes do trata-
mento térmico.

Os resultados das contagens de micro-orga-
nismos meso6filos aerébios e psicrotréficos em
leite pasteurizado encontram-se na Tabela 1. Os
padrdes microbioldgicos das andlises realizadas
foram comparados com os previstos pela Instru-
¢cdo Normativa n°51 de 18 de setembro de 2002
do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abaste-
cimento - MAPA (BRASIL, 2002).

Tabela 1 — Contagem de micro-organismos me-
sofilos aerébios e psicrotroficos em
leite pasteurizado comercializados no
municipio de Bandeirantes, Parana.

Micro-organismos

Amostra Mesoéfilos aerébios Pscicrotréficos
(log,, UFC/mL) (log,, UFC/mL)

1 1,60 1,40
2 1,00 1,00
3 4,70 4,28
4 0,69 1,18
5 5,20 2,00
6 5,28 3,47
7 5,30 3,90
8 1,00 1,00
9 1,88 1,00

De acordo com os limites estabelecidos por
Brasil (2002) é permitida a presenca de até 4,90 log,,
UFC/mL para mesofilos aerébios em leite pasteu-
rizado. Na presente pesquisa, os resultados varia-
ram de 1 a 5,30 Iog10 UFC/mL, sendo que das 9
amostras de leite pasteurizado 3 (33,3%) apresen-
taram valores acima do permitido, sendo indica-
tivo de leite de baixa qualidade higiénico-sanitaria.

Resultados semelhantes aos encontrados
neste trabalho foram descritos por Rossi Junior
et al. (2006) que obtiveram valores para micro-
organismos mesofilos de até 5 log,, UFC/mL em
leite pasteurizado. Silva et al. (2008) ao anali-
sarem 348 amostras de leite pasteurizado, 87
(25,0%) apresentaram contagens de bactérias
meséfilas, acima do permitido pela legislagdo em
vigor. J& Tamanini et al. (2007), ao pesquisarem

leites pasteurizados encontram 21,15% fora do
padrdo exigido pela IN n°51/2002 para mesdfilos.
Segundo Rossi Janior et al. (2006) e Silva et al.
(2008) os principais fatores que afetam a qualidade
do leite pasteurizado sdo: qualidade do leite cru,
rigor no tratamento térmico, contaminagdo pds-
pasteurizacdo e temperatura de estocagem.

Antes da introducdo da refrigeracdo na ca-
deia do leite, a principal microbiota deterioradora
do leite eram as bactérias meséfilas fermentadoras
da lactose, que causavam réapida acidificagdo em
leite ndo refrigerado. O uso da refrigerago associa-
do aos longos periodos de armazenamento selecio-
nou a microbiota psicrotréfica lipolitica e proteo-
litica (SANTOS et al., 2009).

Na presente pesquisa foram encontrados
valores de micro-organismos psicrotréficos entre
1,0 a 4,28 log,, UFC/mL (Tabela 1). Contagens
de psicrotroficos a partir de 6 log,, UFC/mL per-
mitem modificacdes em leite e derivados, encur-
tando a vida atil dos mesmos (MAHIEU, 1991).
A legislacdo brasileira ndo estipula um limite para
a populacdo de psicrotréficos, no entanto de acor-
do com Pinto et al. (2006) ndo é recomendavel a
fabricagdo de produtos lacteos a partir do leite
cru com contagem de psicrotréficos superior a
6,7 log,, UFC/mL. Champagne et al. (1994) rela-
taram que normalmente é preciso que o leite tenha
uma contagem acima de 6 log,, UFC/mL de mi-
crorganismos psicrotréficos para que se torne per-
ceptivel as mudancas de aroma e sabor do leite.

Silva et al. (2008) encontraram contagens
de psicrotroficos de até 6 log,, UFC/mL em seus
experimentos. Por sua vez, Rossi Janior et al. (2006)
verificaram contagens de 2 a 3 log,, UFC/mL no
leite pasteurizado e UHT. A presenca de psi-
crotréficos no leite é um fato preocupante, pois
0 grupo possui a capacidade de produzir enzimas
lipoliticas e proteoliticas termoresistentes, que
mantém sua atividade apds a pasteurizagdo ou
mesmo apds o tratamento por UHT. Problemas
relacionados a qualidade dos produtos lacteos co-
mo alteracdo de sabor e odor, perda de consis-
téncia e gelatinizagdo ao longo da vida comercial
do leite UHT, podem estar associados a acdo das
enzimas de origem bacteriana (ROSSI JUNIOR
et al., 2006).

Os resultados das contagens de S. aureus e
B. cereus do leite pasteurizado encontram-se na
Tabela 2.

Apesar de ndo existir legislacdo para con-
taminagdo por Staphylococcus coagualse posi-
tiva e Bacillus cereus em leite pasteurizado, to-
das as amostras de leite pasteurizado apresen-
taram contaminacdes por estes grupos de
bactérias, variando de 4 a 6,11 log,, UFC/mL para
Staphylococcus sp., e de 1 a 5,60 log,, UFC/mL
para B. cereus.
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Tabela 2 — Contagem de Staphylococcus coagulase
positiva e Bacillus cereus (log,, UFC/
mL) em Leite Pasteurizado comercia-
lizados no municipio de Bandeirantes,
Parana.

Micro-organismos

Amostra Staphylococcus sp. Bacillus cereus
(log,, UFC/mL) (log,, UFC/mL)

1 4,17 3,07
2 3,54 1,00
3 6,11 5,60
4 4,00 0,70
5 5,30 4,20
6 5,54 5,28
7 4,30 5,30
8 3,48 1,00
9 3,04 1,87

A elevada contagem de Staphylococcus sp.
é um fator preocupantes para salde publica, pois
concentracdes desses micro-organismos variando
entre 5 e 6 log,, UFC/mL séo consideradas suficien-
tes para a producgdo de toxinas prejudiciais a salude
humana (ASSUMPCAO et al., 2003). Neste traba-
Iho, o maior valor encontrado foi de 6,11 log,,
UFC/mL, ou seja, possivel de ocorrer intoxicacédo
estafilocécica.

Em um estudo feito por Borges et al. (2008)
foi encontrado valor menor que 1 log,, UFC/mL de
Staphylococcus coagulase positiva para leite
pasteurizado. A espécie Staphylococcus sp. destaca-
se pela importancia na epidemiologia das doengas
veiculadas por alimentos (FAGUNDES & OLIVEIRA,
2004). Entre as fontes de contaminagdo deste pat6-
geno, os manipuladores de alimentos, portadores de
cepas enterotoxigénicas sdo os grandes responsaveis,
sendo as fossas nasais o principal reservatério
(PERESI et al., 2004; GRANDO et al., 2008).

Além disso, de acordo com Zecconi; Hahn
(2000), para diminuir o risco da presenca do
Staphylococcus sp. é necessario implementar me-
didas para reduzir a prevaléncia das infecgdes
intramamarias (mastite) nos bovinos. Estas in-
feccdes sdo frequentes em rebanhos leiteiros, sen-
do responsavel por grandes prejuizos a pecuéria
leiteira, pois ocasionam redugdo na producdo de
leite, gastos com medicamentos e assisténcia
veterinéria, além da possibilidade de veiculagédo
deste micro-organismo, toxinas e residuos de anti-
microbianos no leite (FREITAS et al., 2005).

Verificou-se a presenca de B. cereus com
concentrages de até 5,60 log,, UFC/mL, demons-
trando a necessidade de maior controle na pro-
ducdo de leite. A presenca de Bacillus cereus a
partir de 6 log,, UFC/mL em alimentos indica
crescimento ativo do micro-orrganismo e é um

risco potencial a saide (GERMANO & GERMANO,
2001). As intoxicacBes alimentares iniciam quan-
do o alimento é sujeito a abusos de tempo-tempe-
ratura, propiciando que um nivel baixo de organis-
mos se multiplique até niveis (> 5 log,, UFC/mL)
significativos (SOTO et al., 2005).

Em trabalhos semelhantes, Rezende-Lago
et al., (2007) e Vidal-Martins et al., (2006) encon-
traram 96,7%, 91,7%, respectivamente, de amos-
tras positivas para B. cereus em leite pasteurizado.

A auséncia de contaminagdo em leite UHT
é de extrema importancia, devido ao seu crescente
consumo nas Ultimas décadas. Esta participacdo
elevada do leite UHT na comercializagdo de leites
fluidos no Brasil é devido, principalmente a sua
praticidade e maior vida de prateleira (ROSSI
JUNIOR et al., 2006; BERSOT et al., 2010).

4 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho servem
de alerta as autoridades de salde publica para o
risco potencial de determinados micro-organismos
produtores de toxinas causarem intoxicagdes alimen-
tares, justificando, assim, a criacdo de programas
efetivos de controle e prevengdo destes agentes.

A contaminacdo por mesoéfilos, psicrotrofi-
cos, Staphylococcus coagulase positiva e Bacillus
cereus em leite pasteurizado sdo fatores preocu-
pantes ja que este tipo de leite é utilizado como
matéria-prima de outros produtos alimenticios
como para a fabricacdo do queijo.

Estes resultados provavelmente sdo decor-
rentes da qualidade do leite cru, deficiéncia da
pasteurizacdo ou contaminacdo pds-processa-
mento, sendo o homem agente transmissor de
maior importancia. Isso deve servir de alerta aos
responsaveis técnicos para que sejam analisados
os procedimentos padrdes de higiene dos emprega-
dos nas propriedades e na industria. A fim de evitar
que a populagdo consuma leite de ma qualidade.

Os Leites UHT analisados ndo apresenta-
ram contaminantes microbianos, o que demonstra
eficiéncia na sua produgdo e também a utilizagéo
de leite cru de boa qualidade.

SUMMARY

Food of animal or vegetable origin can
serve various pathogenic microorganisms. The
food of animal origin, milk constitutes an
important medium of culture for the development
of a large number of microorganisms. It is also
susceptible to tampering and contamination,
which makes quality monitoring a necessity, to
ensure an adequate final product both to the
consumer and industry. This study aimed to
determine the level of contamination of
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pasteurized and UHT milk by psychrotrophic and
mesophilic, Staphylococcus sp. and Bacillus cereus.
Were analyzed 9 samples of pasteurized and 9
samples of UHT milk, randomly purchased from
supermarket, totaling 18 samples. The UHT milk
showed no contamination by microorganisms,
pasteurized milk was contaminated by
mesophiles, and in three of the samples exceeded
the amount allowed by law; and a high
contamination by Staphylococcus sp. (until 6,11
log,, UFC/mL) and Bacillus cereus (until 5,60
log,, UFC/mL). The high counts of mesophilic
serve to alert public health authorities to the
potential risk of certain bacteria that produce
toxins causing outbreaks.

Index terms: quality control, microbiology,
public health.
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