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Qualidade microbioldgica de leite UHT caprino: pesquisa de bactérias dos géneros
Staphylococcus, Bacillus e Clostridium

Microbiological quality of UHT goat milk: research of bacteria Staphylococcus, Bacillus and
Clostridium genus

Juliano Vittori"™ Rubén Pablo Schocken-Iturrino' Maria Luiza Poiatti'
Caroline Peters Pigatto'" Tammy Priscila Chioda' César Augusto Martins Ribeiro"
Gisela Rojas Garcia' Adriana Valim Ferreira Ragazani'

RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade
microbiolégica do leite UHT caprino, 100 amostras
provenientes das regides Sul e Sudeste do pais foram analisadas
através do isolamento e da identificacdo de bactérias do género
Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Clostridium sp.. Com exce¢édo
do Clostridium sp., todos os géneros estudados foram isolados.
A presenca de bactérias mesofilicas foi positiva em 21% das
amostras. Bacillus sp. e Staphylococcus sp. foram isoladas em
32% e 36% das amostras analisadas respectivamente. As
contagens de Staphylococcus sp. foram em média de
5,21x10*UFC mL™, enquanto que para Bacillus sp. foi de
4,87x10'UFC mL™. Os resultados encontrados sugerem que o
processo térmico UHT utilizado nas amostras de leite nao foi
suficiente para destruir os microrganismos. Os resultados servem
de alerta as autoridades responsaveis pela salde publica para o
risco potencial de determinadas bactérias produtoras de toxinas
causarem intoxicacdo alimentar. Estes dados ressaltam a
importancia da criacdo de programas efetivos de controle e
prevencdo destes agentes desde a obtencdo do leite até seu
beneficiamento.

Palavras-chave: bactéria, cabra, controle de qualidade,
microbiologia

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the
microbiological quality of UHT (Ultra High Tempereture) goat
milk. Microbiological analysis was used for detection and
isolation of the genera Staphylococcus sp., Bacillus sp. and
Clostridium sp. in one hundred of samples from different regions
of the country. All genera mentioned, excepting Clostridium
sp., have been found in the analyzed samples. The mesophilic
bacteria were positive in 21% of samples. Bacillus sp. and
Staphylococcus sp. were isolated in 32% and 36% of the
analysed samples respectivelly . The mean of Staphylococcus
sp. were of 5,21x10'CFU mL™. Meanwhile for Bacillus sp. were

4,87x10'*CFU mL*. The results suggest that thermal process
UHT used in these samples was not enough to destroy the
microorganisms. This information is important to warn Public
Health authorities about the potential risks of these food-
poisoning microorganisms. Effective improvement of programs
is necessary to control and prevent these agents therefore
improving milk quality.

Key words: bacteria, goat, quality control, microbiology.

INTRODUCAO

Desde as primeiras civilizagdes, eracomum
o consumo de leite in natura, ja que a Unica forma de
preservacao era através da producgdo de queijos e
manteiga. Porém, sendo o leite um meio 6timo para
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e
deteriorantes, ocorreu 0 aprimoramento de técnicas que
possibilitaram garantir uma melhor conservacgdo do
produto, preservando a salude do consumidor
(POIATTI, 2005).

O tratamento térmico conhecido como UHT
(ultra high temperature) ou UAT (ultra alta
temperatura), usualmente denominado de leite “longa
vida”, consiste no aquecimento final entre 130 a 150°C,
por 2 a 4 segundos, seguido de resfriamento a
temperaturas inferiores a 32°C e envasado em
embalagens assépticas (BRASIL, 1997). O produto
obtido a partir do processamento UHT tem sido
erroneamente denominado pela industria de “leite
esterilizado”, causando confusdo ao consumidor, que
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acredita tratar-se de um alimento “estéril”, por isso houve
grande aceitacdo no mercado pelo maior prazo de
validade e praticidade (POIATTI, 2005). Apesar de o
tratamento UHT eliminar totalmente as formas
vegetativas de microrganismos presentes no leite,
formas esporuladas, altamente resistentes ao calor
(highly heat resistant spores — HHRS), podem estar
presentes no produto, devido as condigdes precarias
de obtencdo da matéria-prima (SCHOCKEN-ITURRINO
etal., 1996). Nesse sentido, a grande preocupagao esta
baseada nas bactérias esporuladas, cujos esporos séo
termo-resistentes ao tratamento térmico.

Mesmo ndo sendo precisamente
divulgados, inimeros estudos mostram que 0s
principais fatores responsaveis por casos ou surtos
de toxinfeccdo alimentar estdo no manuseio incorreto
dos alimentos desde a sua obtencdo até a sua
estocagem, incluindo a falta de higiene na sua obtencéo
ou no processamento e no tratamento térmico
insuficiente ou incorreto (BAUTISTA et al., 1988;
PASSOS e KUAYE, 1996; GELLI etal., 1999; LAGO,
2002).

SCHOCKEN-ITURRINO et al. (1996)
pesquisaram os géneros Bacillus sp. e Clostridium sp.
no leite longa vida oriundo do comércio varejista na
regido de Ribeirdo Preto - SP e obtiveram resultados
positivos somente para o primeiro género, em 19 (59,37%)
do total de 32 amostras examinadas.

ANDRE etal. (1998), ao analisar 50 amostras
de leite UHT adquiridas no varejo, em Goiania-GO
constataram 10% (5) das amostras positivas para
Bacillus sp. (20% da espécie Bacillus cereus e 80%
ndo pertencem a este grupo). Nenhuma amostra
apresentou positividade para o género Clostridium
sp.. Dentro do género Bacillus sp., a espécie Bacillus
cereus tem grande importancia em sadde publica em
virtude do potencial perigo devido a produgdo de
toxinas durante o armazenamento do produto apds
envasado (POIATTI, 2005).

A importancia de se conhecer a qualidade
microbiolégica de um dos alimentos mais importantes
para a populacéo, o leite, é fundamental para o ser
humano. Por esta raz&o, este trabalho teve por objetivo
avaliar a qualidade microbioldgica do leite UHT caprino
submetido a condic¢Ges de armazenamento de mercado
através do isolamento e da identificagdo por meio de
testes bioquimicos paras as bactérias dos géneros
Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Clostridium sp.
Neste trabalho, foram analisadas amostras de duas
marcas comerciais de leite UHT caprino disponiveis
no mercado nacional.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas 50 amostras de leite UHT,
no periodo de agosto de 2005 a marco de 2006, de um
laticinio que processa leite UHT pelo sistema de injecéo
direta de vapor, localizado na cidade de Nova Friburgo
—RJ e outras 50 amostras, adquiridas no comércio da
regido de Ribeirdo Preto-SP, provenientes de um
laticinio na cidade de Viamdo - RS. As amostras
oriundas da regido de Ribeirdo Preto eram adquiridas e
imediatamente encaminhadas ao laboratério. As
amostras colhidas no laticinio do Rio de Janeiro foram
transportadas via correio e, imediatamente apds a sua
chegada, analisadas no Laboratério de Microbiologia
da UNESP de Jaboticabal-SP. Antes de proceder as
analises microbioldgicas, as caixas de leite UHT foram
incubadas a 37°C por sete dias, de acordo com as
recomendacdes do Ministério da Agricultura,
Abastecimento e da Reforma Agraria (BRASIL, 1996).

Para a analise das amostras de leite fluido,
antes da retirada da unidade analitica, as embalagens
foram devidamente descontaminadas, ou seja,
inicialmente lavadas com agua e detergente, secas com
papel descartavel, e limpas com etanol a 70%. Apds,
foi realizada a homogeneizagdo do conteddo
(invertendo-se 25 vezes) e abertas com instrumental
esterilizado, em cdmara de fluxo laminar. Foi retirada
uma aliquota de 25mL que depois foi transferida para
um frasco contendo 225mL de agua peptonada 0,1%
previamente esterilizada e homogeneizada por simples
agitacdo, sendo posteriormente efetuadas as diluicoes
seriadas até 107,

Para a contagem padrdo de bactérias
aerdbias mesdfilas, 1,0mL de cada dilui¢do foi semeada
em duplicata diretamente em placas de Petri
esterilizadas, pelo método pour plate, contendo agar
para contagem padrao (PCA - Difco®). As placas foram
incubadas a 32-35°C por 24-48 horas (BRASIL, 1993).

Para a contagem de Staphylococcus sp.,
0,1mL das dilui¢bes foram semeadas, em duplicatas, na
superficie de placas de Petri contendo agar Baird Parker
(Difco®), previamente esterilizado, e depois foram
incubadas a 32-35°C por 24-48 horas. As colbnias
caracteristicas, negras, brilhantes, com ou sem halo,
foram submetidas a verificagdo microscdpica em
esfregacos corados pelo método de Gram e
posteriormente foi efetuado o teste da coagulase livre
(APHA, 1992).

Para o isolamento do Bacillus sp.,
primeiramente as dilui¢des foram submetidas a um
aquecimento a 80°C por 10 minutos e resfriamento em
agua gelada (choque térmico), para ativagdo dos
esporos e destruicdo das células vegetativas.
Posteriormente, 0,1mL de cada diluicdo foi semeado,
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em duplicata, em superficie das placas de Petri
contendo agar nutriente (NA - Difco®), sendo estas
entdo incubadas a 32-35°C por 24-48 horas (BRASIL,
1993).

Para a contagem de Clostridium sp., as
diluigdes foram submetidas a um chogque térmico nas
mesmas condi¢des citadas anteriormente. Apds esse
procedimento, 0,1mL das diluicdes foram semeadas,
em duplicata, na superficie de placas de Petri contendo
agar BHI —infusdo de cérebro e coracdo (BHI Difco®).
Estas placas foram incubadas em condigdes de
anaerobiose utilizando jarras com o sistema Gas-Pak a
temperatura de 35-37°C por 24-48horas (APHA, 1992).

A identificacdo foi feita pela deteccdo das
bactérias Gram-positivas, com forma de bastonete,
catalase negativa, anaerdbias e esporuladas, sendo
estas repicadas em tubos de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI-Difco), com tampas de rosca, incubados
em anaerobiose a 35-37°C, por 48 horas. Para confirmar
a pureza das cepas, elas foram novamente repicadas
para placas de SPS (Agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina)
e incubadas nas mesmas condigdes ja citadas. As
coldnias puras foram submetidas a uma série de testes
bioquimicos. Nestes testes foram avaliadas a presenga
de gelatinase, motilidade, fermentagdo de lactose,
maltose, sacarose, bem como indol e salicina, usando-
se 0 meio de identificacdo para bactérias anaerdbias da
API-bio Mérieux (APHA, 1992). Apds as contagens,
fez-se a andlise descritiva dos dados segundo
SAMPAIO (1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1, encontram-se os resultados das
contagens (UFC mL?) de bactérias aerébias mesdfilas,
Bacillus sp. e Staphylococcus sp. para as diferentes
marcas de leite de cabra UHT estudadas. Pode -se notar
0s menores valores para as contagens de bactérias
mesofilas nas amostras provenientes do laticinio do
Rio Grande do Sul.

Para Bacillus sp., verifica-se que os leites
provenientes do Rio de Janeiro apresentaram maior
contaminag&o, sendo que 28% das amostras do laticinio
gaucho e 35% do laticinio carioca foram positivas para
a bactéria em questdo (Tabela 1). As altas contagens
talvez possam ser resultantes de procedimentos
inadequados no momento da ordenha, assim como
medidas higiénicas insatisfatorias. Este fato é alarmante
visto que, mesmo a menor contaminacédo do laticinio
gaucho, pode ser capaz de veicular esporos termo-
resistentes capazes de produzir enterotoxinas

A literatura cientifica a respeito do leite
caprino é escassa, sendo utilizados dados

comparativos referentes as analises realizadas com leite
bovino. Ao analisar quatro marcas de leite UHT bovino,
obtidas no comércio de Ribeirdo Preto, REZENDE (2000)
encontrou bactérias do grupo Bacillus cereus em 41
(34%) amostras do total de 120 analisadas,
evidenciando qualidade microbioldgica insatisfatoria
do leite UHT de bovinos. Dados similares foram
relatados por LAGO (2002), ao analisar diferentes tipos
de leite bovino (cru, em po, pasteurizado e UHT), em
que foi verificada a presenca de Bacillus cereus em
13,3% das amostras de leite UHT. Este autor enfatizaa
qualidade microbiol6gica do leite beneficiado,
evidenciando que a matéria-prima deve conter menor
carga de microrganismos possivel para garantir um
produto processado termicamente de boa qualidade.

VIDAL-MARTINS (2005), ao avaliar as
caracteristicas microbioldgicas de diferentes marcas de
leite UAT integral bovino, comercializado em S&o José
do Rio Preto-SP, detectou a presenga de Bacillus
cereus em 20% (13) do total de amostras analisadas.
Trabalhos no exterior, tais como o de BAHOUT (2000),
verificaram presenca de Bacillus cereus em 18 (29,2%)
das 60 amostras estudadas e sugerem que a presenca
dessa bactéria pode ser atribuida a fatores como
qualidade do leite in natura e da agua utilizada na
higienizagdo dos equipamentos, ndo-treinamento da
méo-de-obra empregada, processamento inadequado
do leite e contaminagao pds-tratamento térmico.

Em todas amostras analisadas, ndo foi
observada presenca de Clostridium sp.. Observou-se
que para Staphylococcus sp. as médias das contagens
foram 3,19 x 10'UFC mL* para as amostras do laticinio
galcho e 7,22 x 10'UFC mL ™ para os leites do laticinio
carioca (Tabela 1).

Por sua vez, todas as amostras apresentaram
resultados negativos para o teste de coagulase livre,
evidenciando a auséncia de Staphylococcus aureus.
Apresentaram-se positivas para as contagens de
Staphylococcus sp. 25%(13) das amostras provenientes
do laticinio gatcho e 46%(23) das amostras do laticinio
carioca (Tabela 1). Determinadas cepas de
Staphylococcus coagulase negativa (CSN) estdo
relacionadas com o casos de mastite severa em animais
leiteiros, comprometendo a qualidade da matéria-prima
destinada a industria lactea (JARP, 1991). Sabe-se que
0 género Staphylococcus sp. é bastante sensivel as
temperaturas de pasteurizagdo (NADER FILHO, 1994),
sendo assim acredita-se que os resultados sejam
decorrentes da contaminacdo pds-processamento,
através da deficiéncia na esterilizacdo das embalagens,
ou de uma recontaminacdo provocada pelos
manipuladores.
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Tabela 1 - Contagens (Médias e desvios-padrdo) e porcentagem de amostras positivas para bactérias aerébias mesofilas, Staphylococcus sp.
e Bacillus sp., em amostras de leite UHT caprino provenientes das regides Sul e Sudeste do Brasil, colhidas no periodo de agosto
de 2005 a margo de 2006.

Laticinios estudados (marcas) Média e desvio padrdo (UFC mL?)  Média e desvio padrdo (Log UFC mL™?) Amostras positivas(%)

A 5,94 x 10' + 24,03
B 7,95x 10+ 35,11
A 3,19 x 10' + 12,64
B 7,22 x 10 + 49,01
A 3,05x 10" +54,42
B 6,69 x 10* + 15,89

Bactérias mesofilas

1,77+1,38 23 =
1,90+1,51 18
Staphylococcus sp.

1,50+ 1,10 25 36
1,85+1,69 46

Bacillus sp.

148+1,73 28 o
1,82+1,19 35

A= Amostras provenientes do laticinio localizado na cidade de Viaméao — RS.
B = Amostras provenientes do laticinio localizado na cidade de Nova Friburgo — RJ.

* = Média do total de amostras analisadas.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se
demonstrar o nivel de contaminacdo do leite UHT
caprino. Além disso, pdde-se mostrar que muitas vezes
0 processo térmico ndo é suficiente para destruir tais
agentes, evidenciando sua ma qualidade microbioldgica.
Esses resultados servem de alerta &s autoridades de
salde publica para o risco potencial de determinadas
bactérias produtoras de toxinas causarem intoxicagdes
alimentares, justificando, assim, a criagéo de programas
efetivos de controle e prevencéo destes agentes desde
a obtencdo do leite até seu beneficiamento.
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