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RESUMO

Foram avaliadas as caracteristicas
microbioldgicas do leite pasteu-
rizado tipo C, comercializado em
diferentes supermercados do mu-
nicipio de Teixeira de Freitas-BA,
comparando-as com os padrdes es-
tabelecidos pela legislacao em vigor,
verificando a presenga de coliformes
totais e termotolerantes e presenca
de Escherichia coli através de testes
bioquimicos. Foram analisadas 24
amostras de quatro diferentes marcas
comerciais. Das 24 (100%) amostras,
19 (79,16%) apresentaram colifor-
mes totais e destas, 15 (62,50%)
amostras apresentaram contamina-
¢ao por coliformes termotolerantes,
sendo consideradas impréprias
para o consumo. Através dos testes
bioquimicos foi possivel identificar
géneros e espécies bacterianas da
familia Enterobacteriaceae.
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ABSTRACT

The microbiological charac-
teristics of milk type C had been
evaluated, commercialized in dif-
ferent supermarkets of the Teixeira
de Freitas-BA city, comparing them
with the standards established for
the legislation in vigor, verifying
the presence of total and thermo-
tolerants coliforms and presence
of Escherichia coli through tests
biochemists. 24 samples of four dif-
ferent commercial marks had been
analyzed. Of the 24 (100%) samples,
19 (79.16%) had presented total
coliforms and of these 15 (62.50%)
samples had presented contamina-
tion for thermotolerants coliforms,
being considered improper for the
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consumption. Through the tests bio-
chemists it was possible to identify
bacterial species of the Enterobac-
teriaceae family.

Keywords: Milk. Microbiology.
Enterobacteriaceae. Legislation.

INTRODUGAO

leite possui muitas rique-

zas nutricionais, e € consi-

derado um dos alimentos

mais completos, sendo es-
sencial aos mamiferos nos primeiros
meses de vida. E um dos produtos
mais consumidos por criancas, jo-
vens e adultos. Por possuir um alto
valor nutritivo ele acaba se tornando
excelente para o desenvolvimento
de micro-organismos, inclusive os
patogénicos.
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Os micro-organismos presentes no
leite cru s@o os mesmos encontrados
no ubere, na pele do animal, nos uten-
silios da ordenha ou nas tubulacdes
da coleta. A contaminagdo do leite
pode alterar a sua qualidade e torné-lo
agente causador de doencas patogé-
nicas, colocando em risco a saude do
consumidor (JAY, 2005; SANTOS;
FONSECA, 2008; SINDILEITE,
2008; VIEIRA et al., 2008).

No Brasil o setor de laticinio
possui um grande desenvolvimento
tecnoldgico, mas ainda possui muitas
falhas, que podem ocorrer desde a or-
denha, devido a deficientes condigdes
higienicossanitdrias dos ordenhadores
que ndo possuem treinamento técnico,
como também falhas no transporte e
armazenamento, o que pode tornar
o produto in natura impréprio para
o consumo (FREITAS et al., 2003).

Segundo Franco et al. (2000), al-
guns autores ressaltam o problema da
conservagao do produto sob tempera-
turas relativamente altas nos entrepos-
tos, locais de revenda e distribui¢do
ao consumidor, além das condicdes
inadequadas de processamento e/
ou armazenamento e a necessidade
de cuidados higiénicos em todas as
operagoes.

Por ser produto de grande impor-
tincia nutritiva para o consumidor,
e de facil crescimento de micro-
-organismos, as condi¢des higieni-
cossanitdrias devem ser monitoradas
antes, durante e apds o seu processa-
mento para garantir um produto de
boa qualidade.

Faz-se necessdrio a avaliacio
microbiolégica do leite pasteurizado
tipo C, além da informacgao sobre a
procedéncia do leite, se ha fiscali-
zagdo e se este se encontra dentro
dos padrdes de higiene exigidos pela
Instru¢do Normativan®51 (BRASIL,
2002) e pelo Art. 510 do Decreto n°
30.691 do Regulamento da Inspe¢ao
Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) (BRA-
SIL, 1952).

Este trabalho teve como objetivo
geral avaliar as caracteristicas mi-
crobioldgicas do leite pasteurizado
tipo C, comercializado em diferentes
supermercados do municipio de Tei-
xeira de Freitas-BA, e compara-las
com os padrdes estabelecidos pela
legislacdo em vigor; como objetivos
especificos verificar a presencga de co-
liformes totais e termotolerantes, nas
mesmas amostras, utilizando a técnica
de Nimero Mais Provavel (NMP) e
identificar a presenca de Escherichia
coli através de testes bioquimicos.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 24 amostras
de leite pasteurizado tipo C, de
quatro diferentes marcas comerciais
(identificadas como W, X, Y e Z),
obtendo-se seis amostras para cada
marca comercial. As amostras foram
coletadas durante os meses de de-
zembro de 2008 e janeiro de 2009,
em seis diferentes pontos comerciais
(supermercados) do municipio de
Teixeira de Freitas-BA.

Todas as amostras foram devi-
damente acondicionadas em caixas
isotérmicas com gelo e transportadas
até o Laboratério de Microbiologia
da Universidade do Estado da Bahia
— Campus X, onde foram realizadas
as anélises microbioldgicas, usando
a técnica do Numero Mais Provavel
(NMP) para coliformes totais e termo-
tolerantes. As anélises foram realiza-
das de acordo com Silva et al. (2007).

Para cada amostra corresponde-
ram trés séries de trés tubos contendo
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e
incubados de 35°C/24 h, reincubando
os negativos por mais 24 h. Os tubos
de LST que apresentaram formagao
de gds no interior do tubo do Durhan
e que tornaram o meio turvo foram
considerados positivos, dando-se,
portanto, prosseguimento a proxima
etapa.

De cada tubo de LST positivo,
transferiu-se por meio de alca bac-
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terioldgica, uma aliquota para tubos
correspondentes contendo Caldo Ver-
de Brilhante Lactose Bile (VBBL),
para contagem de coliformes totais,
incubando-0s a uma temperatura
aproximada de 35°C/24-48 h; e uma
aliquota para tubos correspondentes
contendo Caldo para Escherichia coli
(EC), para contagem de coliformes
termotolerantes, incubando-os em
banho-maria com circulacio de dgua
a44,5°C/24-48 h.

Os tubos positivos do Caldo VBBL
e do Caldo EC foram conferidos nas
tabelas de NMP para coliformes
totais e termotolerantes. O resultado
obtido como NMP/mL da amostra,
permitiu avaliar a qualidade micro-
biolégica do leite pasteurizado tipo
C. Os resultados foram confrontados
com os padrdes microbiolégicos es-
tabelecidos para o leite pasteurizado
tipo C, pela Instru¢cdo Normativa n°
51 (BRASIL, 2002).

Dos tubos positivos do Caldo EC
foram transferidas, com o auxilio de
alca bacterioldgica, aliquotas que
através de estrias foram inoculadas,
por esgotamento, em placas corres-
pondentes contendo meio Agar Eosi-
na Azul de Metileno, segundo Levine
(EMB), incubadas a 35°C/24-48 h,
para a andlise de coldnias tipicas de E.
coli (nucleadas com centro preto, com
ou sem brilho metalico), ou colOnias
com caracteristicas diferentes.

Ao ocorrer crescimento de uni-
dade formadora de coldnia (UFC),
foram transferidas de trés a cinco
unidades de cada placa, com o auxilio
da alca bacterioldgica, para tubos de
ensaio contendo meio Agar Padrio
para Contagem (APC), inclinado a
35°C/24-48 h.

Terminada a incubacao, trans-
feriram-se aliquotas da cultura que
cresceu em APC, por meio de al¢ada
para meios adequados a realizagdo
das provas bioquimicas para a carac-
terizagcdo dos gé€neros das bactérias.

Ap6s a transferéncia de cultura
para os meios bioquimicos para pro-
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va do IMViC (Indol, Vermelho de
Metila, Voges-Proskauer e Citrato),
foram inoculados e incubados a uma
temperatura de 35°C/48 h. Apds o
periodo de incubagdo foram adicio-
nados reagentes e realizada a leitura,
identificando se havia a confirmacdo
de E. coli e/ou outros géneros (SILVA
et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Foram coletadas seis amostras
de quatro marcas diferentes de leite
pasteurizado tipo C, comercializadas
em supermercados do municipio de
Teixeira de Freitas-BA, totalizando 24
amostras. Das 24 (100%) amostras,
19 (79,2%) amostras apresentaram
contaminagdo por coliformes totais
e destas, 15 (62,5%) apresentaram
contaminacdo por coliformes termo-
tolerantes (TABELA 1). Através dos
testes bioquimicos foi possivel iden-
tificar os géneros e algumas espécies
presentes no leite.

Entre as seis (100%) amostras da
marca W avaliadas, duas (33,3%)
apresentaram coliformes totais,
uma apresentou 290 NMP/mL e a
outra >1.100 NMP/mL; esta dltima
apresentou também contaminacao
por coliformes termotolerantes de
3,0 NMP/mL. Segundo os padrdes
exigidos pelo RIISPOA (BRASIL,
1952) e a Instru¢do Normativa n° 51
(BRASIL, 2002), do total de amostras
analisadas para esta marca, quatro
(66,7%) foram consideradas préprias
para o consumo enquanto que duas
(33,3%) foram enquadradas como
insatisfatdrias.

Para a marca X, das seis (100%)
amostras analisadas, todas apresen-
taram contaminagdo por coliformes
totais, variando entre 16 NMP/mL
e >1.100 NMP/mL, dentre elas trés
(50%) das amostras apresentaram
contaminacdo por coliformes ter-
motolerantes, variando de 3,0 NMP/
mL a 150 NMP/mL. Do total de
amostras analisadas para esta marca,

seis (100%) foram consideradas im-
proprias para o consumo.

Das seis (100%) amostras anali-
sadas, a marca 'Y teve cinco (83,3%)
com contaminagio de coliformes
totais, onde todos os resultados fo-
ram de >1.100 NMP/mL, e cinco
(83,33%) amostras deram resulta-
dos positivos para contaminacio de
coliformes termotolerantes, onde os
resultados variaram de 210 NMP/
mL a >1.100 NMP/mL. Do total de
amostras analisadas para a marca Y,
cinco (83,3%) foram consideradas
inadequadas ao consumo.

Para a marca Z, das seis (100%)
amostras analisadas, todas apresen-
taram contaminac¢do por coliformes
totais, sendo que uma amostra apre-
sentou 1.100 NMP/mL e as outras
cinco apresentaram >1.100 NMP/
mL. As andlises para coliformes
termotolerantes também foram in-
satisfatorias, pois todas as amostras
apresentaram contaminacdo que
variou entre 3,6 NMP/mL e >1.100
NMP/mL, classificando o leite
como impréprio para o consumo,
ja que os valores foram altissimos
comparados ao RIISPOA (BRASIL,
1952) e a Instru¢do Normativan® 51
(BRASIL, 2002), que permitem no
maximo 2,0 NMP/mL.

Os resultados encontrados nesta
pesquisa, para contaminacao de
coliformes totais e termotolerantes,
foram superiores aos encontrados
por Tamanini (2007), que analisou
80 (100%) amostras, sendo que 24
(30%) apresentaram contaminacdo
por coliformes totais que variaram
entre <0,3 a 1.100 NMP/mL, e 14
(17,5%) das amostras de leite ana-
lisadas estavam fora do padrdo para
coliformes termotolerantes com
resultados que variaram entre <0,3 a
460 NMP/mL, em estudo realizado
na regido norte do Parana no periodo
de julho a setembro de 2007, estando
assim insatisfatérias, pois um nimero
elevado de amostras ndo atendeu aos
padrdes estabelecidos pela legislacao.
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Ferreira et al. (2006) avaliaram
a qualidade microbioldgica do leite
comercializado na cidade de Jabo-
ticabal-SP, mostrando que 16 (53%)
das 30 (100%) amostras apresentaram
contaminacio por coliformes totais,
e 18 (60%) apresentaram coliformes
termotolerantes, estando fora dos
padrdes exigidos.

Em pesquisa realizada por Cor-
deiro et al. (2002), de 43 amostras
de leite pasteurizado tipo C, prove-
nientes de micro-usinas de Campos
dos Goytacazes-RJ, revelou que 11
(25,58%) estavam contaminadas por
coliformes totais e 13 (30,23%) por
coliformes termotolerantes.

Leite et al. (2000) analisaram o
leite pasteurizado tipo C, comercia-
lizado em Jodo Pessoa-PB, obser-
vando que das 64 (100%) amostras
analisadas, 11 (34,38%) amostras da
marca A e duas (6,25%) da marca B,
apresentaram coliformes termotole-
rantes e 21 (65,63%) da marca A e
dez (31,25%) amostras da marca B
estavam fora dos padrdes estabeleci-
dos para coliformes totais.

Em pesquisa realizada por Lopes
etal. (1998) analisaram-se 24 (100%)
amostras (seis amostras para quatro
diferentes marcas), resultando que
trés (50%) das amostras da marca A,
duas (33,3%) da marca B, trés (50%)
da marca C e duas (33,3%) da marca
D, apresentaram contaminagdo por
coliformes totais. J4 para coliformes
termotolerantes uma (16,6%) da amos-
tra da marca B estava fora do padrio.
As amostras reprovadas foram classi-
ficadas como “produto inaceitavel para
o consumo direto”.

Em Salvador-BA, Leite et al.
(2002), analisaram 20 amostras de
leite pasteurizado integral do tipo C
e encontraram 13 (35%) amostras
contaminadas por coliformes totais,
sendo 11 (55%) fora dos padrdes es-
tabelecidos pela legislacido vigente e
sete (35%) contaminados por colifor-
mes termotolerantes, sendo que todas
as amostras encontravam-se fora dos
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Tabela 1 - Ndmero Mais Provavel (NMP/mL) de coliformes totais e termotolerantes encontrados nas respectivas
marcas de leite pasteurizado tipo C comercializadas nos supermercados do municipio de Teixeira de Freitas-BA.

Coliformes
Coliformes totais
MARCAS AMOSTRAS termotolerantes RESULTADO
(NMP/mL)
(NMP/mL)

1 > 1.100* 3 IMPROPRIO

2 Auséncia Auséncia PROPRIO

- 3 Auséncia Auséncia PROPRIO

4 Auséncia Auséncia PROPRIO

5 Auséncia Auseéncia PROPRIO
6 290 Auséncia IMPROPRIO
7 1.100 Auséncia IMPROPRIO
8 150 3 IMPROPRIO
X 9 16 Auséncia IMPROPRIO
10 93 43 IMPROPRIO
11 >1.100 Auséncia IMPROPRIO
12 460 150 IMPROPRIO

13 Auséncia Auséncia PROPRIO
14 >1.100 290 IMPROPRIO
v 15 >1.100 >1.100 IMPROPRIO
16 >1.100 210 IMPROPRIO
17 >1.100 210 IMPROPRIO
18 >1.100 >1.100 IMPROPRIO
19 >1.100 7,2 IMPROPRIO
20 >1.100 53 IMPROPRIO
2 21 1.100 3,6 IMPROPRIO
22 >1.100 290 IMPROPRIO
23 >1.100 42 IMPROPRIO
24 >1.100 >1.100 IMPROPRIO

PADRAO** 4,0 NMP/mL 2,0 NMP/mL

* Em negrito resultados fora dos padrées. ** Segundo a Instrugdo Normativa n® 51 (BRASIL, 2002).

Tabela 2 - Possiveis géneros e espécies, da familia Enterobacteriaceae, encontrados a partir dos testes bioguimicos de
Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato. (IMViC).

Incidéncia Frequéncia

IMViC Possiveis géneros e/ou espécies
(n)* (%)

JEp— 52 50,49 Klebsiella
—-—++ 16 15,53 Enterobacter / Serratia / Klebsiella
++—+ 1" 10,68 Proteus vulgaris / Providencia alcalifaciens
— -+ 7 6,80 Salmonella / Arizona / Citrobacter
-———— 4 3,88 Hafnia alvei / Shigella sonnei
+4+—— 4 3,88 E. coli / Marganella morganii / Shigella
+—++ 3 2,90 Klebsiella oxytoca
—+ 4+ 2 1,95 Proteus Mirabilis / Serratia liquefaciens
= 2 1,95 Hafnia alvei / Proteus mirabilis
+ 44— 1 0,97 Yersinia enterocolitica
—— 1 0,97 Ewardsiella
TOTAL 103 100,00 Familia Enterobacteriaceae

* Foram feitos testes bioquimicos (IMViC) de 103 UFC tipicas e/ou atipicas a partir do Agar EMB.
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padrdes.

Dentre os principais géneros e
espécies bacterianas da familia En-
terobacteriaceae (enterobactérias),
foi possivel identificar Arizona, Ci-
trobacter, Enterobacter, Escherichia
coli, Ewardsiella, Hafnia, Hafnia
alvei, Klebsiella, Klebsiella oxytoca,
Marganella morganii, Providencia
alcalifaciens, Proteus vulgaris, Pro-
teus mirabilus, Salmonella, Serratia,
Serratia liquefaciens, Shigella, Shi-
gella sonnei e Yersinia enterocolitica
(Tabela 2).

Kozusny-Andreani; Mendes
(2006) encontraram alguns dados
diferentes, analisaram 100 (100%)
amostras, onde 100% das amostras de
leite da marca 1 apresentaram conta-
minagao por Escherichia coli, Salmo-
nella spp e Staphylococcus spp, 3%
destas amostras foram positivos para
Listeria monocytogenes ¢ em 12%
foram encontradas Staphylococcus
spp. As amostras 2 e 3 apresentaram
E. coli (22%, 18%, respectivamente)
e S. aureus (10%).

Bueno et al. (2006) evidenciaram
uma (2,9%) amostra com presenca
de Salmonella spp. Foi encontrado
também duas (5,7%) com coliformes
termotolerantes, estando em desacor-
do com a legislacao em vigor.

Em pesquisa feita por Padilha et
al. (2001), verificou-se a presenca de
micro-organismos Gram-positivos
e Gram-negativos dos géneros En-
terobacter, Citrobacter, Erwinia,
Klebsiella, Serratia, Pseudomonas,
Aeromonas, Bacillus e Salmonella.
A presenga dessas bactérias no leite
pasteurizado é preocupante, uma vez
que estes micro-organismos podem
causar toxi-infeccao alimentar.

CONCLUSOES

Com a realizacdo deste trabalho,
foi possivel comprovar a hipdtese
inicial de que o leite pasteurizado
tipo C, comercializado no municipio
de Teixeira de Freitas-BA possui

elevados indices de contaminacao.
A marca W encontrou-se dentro dos
padrdes exigidos e as marcas X, Y e
Z. encontraram-se impréprias para o
consumo humano.

Os coliformes totais foram en-
contrados com maior frequéncia,
podendo indicar uma contaminacio
apos a pasteurizagdo, provavelmente
por causa da deficiéncia na limpeza
e sanificacio, ou a qualidade da dgua
nos procedimentos de limpeza e enx4-
gue dos equipamentos. A presenga de
coliformes termotolerantes também
pode indicar falha na pasteurizacio,
pois o leite pode ndo ter ficado tem-
po suficiente neste processo ou a
temperatura da pasteurizagdo nao foi
adequada.

A partir deste estudo, percebe-se
se a necessidade de um maior rigor
com relacdo as medidas higi€nicossa-
nitrias dos equipamentos que entram
em contato com o leite antes e apds a
ordenha e a pasteurizacdo, bem como
a estocagem, para que o consumidor
possa ter um produto de boa qualidade.
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EUA: NOVOS REQUISITOS PARA A INDUSTRIA DE PESCADO.

A Lei de Modernizagdo da Inocuidade do Pescado (“Food Safety Modernization Act — FSMA”) visa
prevenir a contaminacgdo dos alimentos ao invés de simplesmente dar respostas a este fato. Os sistemas
de Planejamento de Recursos dos Estabelecimentos (“Enterprise resource planning — ERP”) terdo
necessidade de produzir registros que incluam informacdes fornecidas pelo fornecedor e estabelecimentos
produtores, além de dados de processamento dos produtos. Especificamente, as companhias de pescado
e derivados deverdo fornecer informacdes relacionadas a verificagdo das atividades dos fornecedores,
ao cumprimento e registro das exigéncias do FDA. O Programa de Verificacdo do Fornecedor Estrangeiro
(“Foreign Supplier Verification Programme”) requer que os importadores de pescado e derivados
conduzam atividades de verificagdo baseadas na andlise de riscos visando garantir que o produto foi
elaborado de conformidade com as normas do FDA.

Através da manutencgdo de dados sobre a situagao de seus fornecedores os importadores poderdo evitar
a importagdo de produtos irregulares. Caso um estabelecimento ndo esteja registrado, o produto a ser
importado daquela origem pode ser rejeitado pelo FDA. O registro de conformidades e ndo-conformidades
também sera exigido, assim como a data da ultima inspegdo e a da proxima inspegdo do FDA.

Também havera necessidade da manutencdo por dois anos dos registros dos controles preventivos dos
perigos e andlise de riscos. Para maiores informagGes consultar as paginas www.fda.gov/Food/
GuidanceRegulation/FSMA/ucm247548.htm#SEC301 e www.fda.gov/Food/GuidanceRegulation/FSMA/
ucm257982.htm.

Fonte: http://www.foodsafetymagazine.com/signature-series/is-your-erp-system-ready-for-the-new-
fsma-requirements-for-the-seafood-industry/#!
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