Rev. Saide publ., S. Paulo, 18: 367-74, 1984

CONDICOES HIGIENICO-SANITARIAS DO LEITE PASTEURIZADO
TIPO “B” VENDIDO NA CIDADE DE SAO PAULO, SP (BRASIL),
NO PERIODO DE FEVEREIRO A AGOSTO DE 1982

Renato Baruffaldi*

Thereza Christina Vessoni Penna*
Irene Alexeevna Machoshvili*
Lucia Eiko Abe*

BARUFFALDI, R. et al. Condigdes higiénico-sanitdrias do leite tipo “B” vendido na cidade
de SZo Paulo, SP (Brasil), no perfodo de fevereiro a agosto de 1982. Rev. Saude publ,

S. Paulo, 18: 367-74, 1984,

RESUMO: Procedeu-se ao levantamento das condig¢es higiénico-sanitdrias de amostras de
leite pasteurizado tipo “B”, na cidade de S3o Paulo, SP (Brasil), nos meses de fevereiro a agos-
to de 1982. Trinta e cinco por cento das amostras analisadas apresentaram contagens exceden-
tes a 104 psicréfilos/ml; 65%, excedentes a 4,0 x 104 meséfilos/ml; e, 63% superiores a 2
coliformes/ml. As presencas de Escherichia coli e deStaphylococcus aureus foram confirma-
das em 17,5% das amostras analisadas, respectivamente.

UNITERMOS: Leite, contaminagdo. Alimentos, microbiologia.

INTRODUCAO

O leite, secre¢dio das glindulas mamdrias
de mamfferos, possui valor nutritivo inigua-
livel. E consumido, universalmente, por
quaisquer faixas etdrias, sob a forma flufda
ou de seus derivados. Constitui-se alimento
de importancia para criangas e convalescen-
tes e participante de pelo menos uma refei-
¢do didria do individuo clinicamente sadio.

Na pecudria, a vaca assume papel de des-
taque na produgio leiteira, gozando de uni-
versalidade indiscutivel; e, em menor escala,
a cabra, a ovelha e o bufalo fémea'®. Do
ponto de vista comercial, o leite é um pro-
duto fntegro, oriundo da ordenha completa
do dbere de uma ou mais vacas, desprovido
de colostro. A cidade de Sdo Paulo é abaste-
cida com leite proveniente de vdrias regiGes,
podendo-se considerar um litro de leite, de
qualquer estabelecimento comercial, amostra
significativa da mistura de leites que apresen-
tem os mais variados problemas higiénico-
sanitdrios.

O leite destinado ao consumo nunca §é
isento, totalmente, de microrganismos, ha-
vendo limites tolerados do mimero méximo
permitido de bactérias nfio patogénicas, por
mililitro do produto®> 1°.

Com o crescimento da demanda do pro-
duto tornou-se imperativo o tratamento do
leite que garantisse melhor qualidade higié-
nica, sem alterar profundamente as proprie-
dades ffsico-quimicas.

O beneficiamento do leite, através da pas-
teurizagdo, requer o emprego correto do par
tempo-temperatura de aquecimento mfnimo
necessdrio, para lesar a flora microbiana pa-
togénica. O processo de pasteuriza¢do do lei-
te objetiva a higieniza¢do do mesmo.

A regifio da Grande S3o Paulo contribui
com 28% do total de leite pasteurizado
produzido no pafs'?. O consumo anual do
leite tipo “B” no Brasil, em 1980, foi de
332.300.000 litros®; em 1981 foi de
354.723.000 litros”; e, em 1982 foi de
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343.530.000 litros®. O consumo de leite
flutdo de todos os tipos no Brasil, em 1980,
foi de 2.625.766.000 litros® ; em 1981 foi de
2.989.247.000 litros”; e, em 1982, foi de
3.339.045.000 litros®. Portanto, o consumo
de leite tipo “B”, no pafs, correspondeu a
taxa de 12% do volume total de leite pasteu-
rizado produzido no ano de 1982,

O presente trabalho pretende estudar as
condigGes higiénico-sanitdrias do leite pas-
teurizado tipo ‘“B” consumido na cidade de
Sdo Paulo, no perfodo de fevereiro a agosto
de 1982.

A enumeragio de microrganismos patdge-
nos nos alimentos geralmente envolve méto-
dos custosos, de diffcil execugiio, mormente
se 0 nimero destes nfo for aprecidvel®> 5.
Os microrganismos indicadores sio mais
facilmente isolados e identificados. Sua pre-
senga no leite indica exposi¢gio do mesmo
as condigBes que favorecem a introdugio de
patégenos genufnos nos alimentos.

O objetivoem pauta visa a pesquisa dos
microrganismos psicrofilos, mesofilos, . ter-
mofilos, coliformes, Escherichia coli e Sta-
phylococcus aureus.

MATERIAL E METODOS
Material

Apds sorteio dos estabelecimentos comer-
ciais, localizados na Zona Sul da cidade de
S4o Paulo, foram adquiridas as amostras de
seis marcas de leite pasteurizado tipo “B”,
coletadas ao acaso, no perfodo de fevereiro a
agosto de 1982. As embalagens pldsticas fo-
ram transportadas ao laboratério, em reci-
pientes de isopor contendo gelo, num perfo-
do inferior a 2 horas.

Metodologia

Chegando ao laboratério, cada amostra
recebia um ndmero de cédigo. Em seguida,
era homogeneizada, por inversdo da embala-
gem pldstica, por 25 vezes consecutivas, e
submetida aos exames microbiolégicos.

Alfquotas de 10 ml da amostra de leite
eram transferidas para 90 ml de diluente es-
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téril obtendo-se, assim, diluicio 1:10. A
partir desta, e pelo mesmo procedimento,
eram preparadas outras seis dilui¢Bes.

As determinagBes dos nimeros de micror-
ganismos psicréfilos, meséfilos e termoéfi-
los foram realizadas segundo recomendagbes
da American Public Health Association
(APHA)?, pelo método de semeadura em
profundidade, e expressas em contagem de
bactérias aerObias facultativas psicrofilas,
contagem padriio em placas e contagem de
bactérias aerébias facultativas termofilas.
Aliquotas de um ml da amostra eram deposi-
tadas em triplicata, para cada dilui¢@io prepa-
rada, no fundo de placas de Petri esteriliza-
das, sendo a seguir vertidos, em cada uma,
15 ml de dgar peptona-caseina-glicose-extra-
to de carne, fundido e resfriado a 45°C, se-
guidos de homogeneizag3o. Apds a solidifica-
¢3o do dgar, as trés séries de placas eram in-
cubadas, a 7°C por 10 dias, 32°Cpor24 he
55°C por 48 h, visando o crescimento de psi-
crofilos, meséfilos e termoéfilos, respecti-
vamente. As coldnias desenvolvidas eram
contadas, em intervalo mdximo de 4 h apds
o término do perfodo de incubagio, utilizan-
do-se contador Messgeridt. Para as placas pa-
ralelas de mesma dilui¢do, com coldnias
contadas entre 20 e 300, calculava-se a
média aritmética dos resultados registrados,
expressa em termos de nimeros de unidades
formadoras de coldnias para a dilui¢fo consi-
derada.

As estimativas quantitativas de bactérias
coliformes totais, fecais e Escherichia coli
eram determinadas pela técnica do Nimero
Mais Provdvel (NMP), recomendada pela
APHA%® ¢ International Comission on
Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF)*®. Inoculava-se alfquotas de 1 ml
de dilui¢ges em tubo de fermentagdo con-
tendo caldo verde-brilhante-lactose-bile, in-
cubado & temperatura de 32°C, durante 24
¢ 48 h. Do tubo que apresentava formagdo
de gds, no tubo de Duhran invertido, trans-
feria-se material 4 superficie de dgar EMB
(Teague), incubado 4 temperatura de 350C
durante 24 h; e, simultaneamente, para
tubo de fermentagdo contendo caldo E.
C., incubado & temperatura de 44,50C,
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durante 24 e 48 h, em banho-maria termos-
taticamente controlado (FANEM, Mod.
112). Do tubo, que apresentava formagio
de gds no tubo de Duhran invertido, transfe-
ria-se material 4 superficie de dgar EMB
(Teague), incubado a 35°C por 24 h. Colé-
nias caracterfsticas foram isoladas e repica-
das em dgar TSI inclinado, incubado a 35°C
durante 24 h. Em seguida essas coldnias fo-
ram submetidas ds provas bioquimicas da
ICMSF® para a identificagio de Escherichia
coli.

A enumeragio, o isolamento e a identifi-
cagdo de Staphylococcus aureus foram reali-
zadas segundo recomendagBes da APHAS.
Era utilizado dgar seletivo para estafilococos,
segundo Baird Parker, previamente vertido
e solidificado em placas de Petri. A superff-
cie deste meio, aliquotas de 0,1 ml de cada
dilui¢io preparada eram transferidas e espa-
lhadas com o auxilio de bastdo de vidro em
forma de “L”. Os meios semeados eram
incubados 4 temperatura de 35°C por 24 ¢
48 h. As colonias tfpicas eram contadas
entre 20 e 200, com o auxflio de contador
Messgerat; em seguida eram semeadas a su-
perficie inclinada de dgar nutriente e em in-
fusio de coragdo e cérebro, incubados a
temperatura de 35°C durante 24 h. Proce-
diam-se, entdo, as reagdes de identificagfio
através da pesquisa de catalase e da prova
da coagulase. Os resultados eram expressos
em ndimeros de unidades formadoras de co-
lonias de S. aureus por mililitro de leite ana-
lisado.

Todos os meios de cultura procederam do
laboratério DIFCO.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os teores microbianos obtidos nas amos-
tras de leite pasteurizado tipo “B” s3o mos-
trados na Tabela.

Os microrganismos psicréfilos sdo ca-
pazes de se multiplicarem & temperatura de
7°C ou de armazenamento do leite pasteu-
rizado*; de produzirem enzimas proteoliti-
cas termoestdveis; e, em nimero elevado, al-
terarem a composi¢io fisico-quimica do
produto. O Departamento de Inspecdo de

Produtos de Origem Animal (DIPOA)® de-
termina que a contagem de psicréfilos
no leite beneficiado tipo “B” n3o deve exce-
der 10% do nimero de mesofilos presentes.
Trinta e trés por cento dos litros de leite
analisados de diferentes marcas apresenta-
vam-se fora do padrio. As enumeragbes de
psicréfilos nas amostras identificadas co-
mo 13, 22 e 35 apresentaram-se superiores
a 3,0 x 10° por mililitro de produto. Segun-
do Adams e col.!, hi evidéncias de que
populagBes a nivel de 1,0 x 10* microrganis-
mos psicréfilos por mililitro, encontradas
em 35% das amostras analisadas, podem vir
a produzir cerca de 10 ou mais unidades de
proteases termoestdveis, responsdveis por
aroma, sabor indesejdveis e coagulagdo do
produto, encurtando a vida til do mesmo.

A contagem padrio em placas, realizada
4 temperatura de 32°C, no leite, favorece
o crescimento de bactérias patogénicas,
termoduricas, deteriorantes e outras. O
DIPOA® e a Comissio Nacional de Normas
e Padrdes para Alimentos (CNNPA)!® re-
gulamentam que a contagem padrio em
placas méxima por mililitro de leite n3o
deva exceder o limite tolerado de 4,0 x 10*.
Constatou-se que 65% das amostras anali-
sadas apresentaram resultados superiores.
Normalmente, os produtos que apresentam
de 10° a 10° microrganismos por mililitro
sGo sensfveis a sinais‘de deterioragdo’®,
indicando, por vezes, leite em natureza ex-
cessivamente contaminado, auséncia de
condi¢Oes sanitdrias e de temperaturas
adequadas de beneficiamento e/ou armaze-
namento. Nas amostras 13, 22, 35 ¢ 38
foram obtidas contagens a 10 por milili-
tro de amostra, portanto suspeitas.

Panetta!! ndo considera os microrganis-
mos termoéfilos como indicadores da presen-
¢a de insalubridade do leite pasteurizado,
ao comparar as contagens normalmente en-
contradas aquelas de outros grupos de
germes, psicrofilos ou meséfilos. Ba-

.sappa e col.*, porém, consideram-nos de

relevante importincia, nos leites esterili-
zados, porqué oS mMmiCrorganismos esporo-
formadores termdfilos sfo responsdveis por
degradagdo proteolitica do produto. O
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DIPOA® determina que a contagem de bac-
térias aerdbias facultativas terméfilas, no
leite beneficiado tipo “B”, ndo deve exceder
10% da contagem padrio em placas. Do total
de amostras analisadas, um percentual de
2,5 apresentaram enumeragdo para termoéfi-
los excedentes.

O grupo de microrganismos coliformes
totais é considerado indicadores das con-
di¢des higiénicas da produgio e beneficia-
mento do leite pasteurizado, apresentando
ficil quantificagio laboratorial. Os colifor-
mes crescem bem em grande numero de ali-
mentos, ao intervalo de temperatura de
—2°C até +50°C; porém, ao intervalode 5 a
7°C o desenvolvimento é lento?'>%'1%, O
DIPOA® ¢ a CNNPA!® regimentam limite de
tolerdncia mdximo de 2 coliformes por
mililitro de leite pasteurizado tipo “B”.
Sessenta e trés por cento das amostras
analisadas apresentaram contagens exceden-
tes. A média de coliformes encontrada por
Panetta'!, para leite pasteurizado tipo “B”
na cidade de S3o Paulo, foi de 1,7889 x
10* /ml, enquanto que, no presente trabalho,
apenas 10% atingiu ou superou tal valor.

O habitat natural da bactéria coliforme
fecal de Escherichia coli é o trato entérico
do homem e de outros animais de sangue
quente. A presen¢a da bactéria indica polui-
¢do fecal direta ou indireta, mas recente,
como também a possivel presen¢a de patdge-
nos entéricos como de salmonelas, de shige-
las, de vibrios, de entamoebas, de virus enté-
ricos e de outros, que ocorrem nas dreas de
produ¢do e beneficiamento do leite. O
DIPOA® nio estabelece limites para o grupo
de bactérias coliformes fecais porque tem
finalidade de assegurar a qualidade do produ-
to. A CNNPA'® estabelece que deverd haver
auséncia desse grupo de microrganismos
em um mi de leite pasteurizado tipo *“B”.
As cepas de E. coli enteropatogénicas —
invasivas, toxigénicas e causadoras da gastro-
enterite infantil (GEI) — s3o todas responsa-
veis por diarréia em criangas e adultos. Por
medida de seguranga, a presenca de E'sche-
richia coli torna o produto risco em poten-
cial 4 saide publica; sob este ponto de vista,
rejeitar-se-iam 17,5% das amostras anali-
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sadas.

As cepas de Staphylococcus aureus, pro-
dutoras em potencial de enterotoxinas,
quando presentes no leite beneficiado, mos-
tram possivel contaminag3o pds-processa-
mento oriunda do contacto humano pela
pele, boca ou nariz com o alimento processa-
do'®. Na auséncia de resfriamento apropria-
do do leite contaminado ou beneficiado,
esses organismos crescem e produzem ente-
rotoxinas potentes, principalmente, na faixa
de temperatura entre 27 ¢ 49°C. As enzimas’
termoestdveis sdo de detec¢do morosa e
custosa em relag3o ao isolamento e identifi-
ca¢do de S. aureus no leite pasteurizado. E
dificil acompanhar os gradientes de tempera-
tura do leite em natureza até o beneficia-
mento e do produto pasteurizado, durante
o transporte e presenca no comércio. Por
estas razOes a presen¢a da bactéria S. aureus
se constitui risco em potencial a saide publi-
ca. Propde-se que deva haver auséncia desse
grupo de microrganismos em um ml do
leite pasteurizado tipo “B”. De quarenta
amostras analisadas, sete apresentaram posi-
tivas para a presenga de S. aureus. De acordo
com o critério proposto, essas amostras se-
riam rejeitadas para o consumo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos dos teores micro-
biolégicos de psicrofilos, mesoéfilos e coli-
formes apresentaram enorme variag3o, inde-
pendentemente das marcas pesquisadas, mos-
trando que a qualidade higiénico-sanitdria
do leite pasteurizado tipo “B” carece de me-
lhores cuidados.

O sucesso para a obtengdo de produtos
pasteurizados, de qualidades nutritivas e hi-
giénico-sanitdrias ideais e constantes, estd
associado a programas de educag¢do sanitd-
ria que deveriam ser difundidos em cada fa-
se: obtengdo, acondicionamento, pasteuriza-
¢do0, transporte e distribui¢dio do leite pas-
teurizado tipo “B”.

As qualidades bacterioldgicas dos leites
recém-ordenhados sdo préprias de cada re-
gido. A mistura dos leites de vdrias procedén-
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cias pode vir a comprometer a qualidade
do lote final, pela introdugfo de teores mi-
crobianos diversos.

Ao produtor do leite cabe a responsabi-
lidade pela qualidade do leite em natureza.
A usina de beneficiamento deve tomar as
medidas de precaugdo necessdrias para man-
ter essa qualidade” do leite conseguida na
drea de producdo, durante a utiliza¢do do
produto.

O armazenamento e expedi¢io do leite
pasteurizado empacotado deve ser i tem-
peratura méxima de 5°C e comercializado
em temperatura nio superior a 10°C%. Os
estabelecimentos comerciais necessitam ser
esclarecidos e conscientizados da importan-
cia da refrigeragdo do produto para a manu-
tengio das caracterfsticas ffsico-quimicas e
microbioldgicas do leite pasteurizado.

Sessenta e cinco por cento das amostras
analisadas, comercializadas na Zona Sul do
municfpio de Sio Paulo, apresentaram
contagem padrio em placas superior a
40 x 10*/ml, significando leite em nature-
za excessivamente contaminado, subpasteuri-
zagdo, contaminagdo pds-processo ou expo-
sicdo do produto beneficiado & temperatura
superior a 10°C.

A presenca de E. coli e de S. aureus, em
17,5% das amostras analisadas, sugere cepas
possivelmente resistentes 3 pasteuriza¢do;
ou, uma das razdes apontadas para a presen-
¢a de mesofilos. A presenca de S. aureus em
leite beneficiado deve indicar risco em po-
tencial & sadde, visto produzirem enterotoxi-
nas resistentes ao tratamento de pasteuriza-
¢do.

BARUFFALDI, R. et al. [Sanitary condition of “type B” pasteurized milk sold in S. Paulo
city, SP (Brazil) in the period from February to August, 1982)]. Rev. Satide pibL, S. Paulo,

18:367-74, 1984.

ABSTRACT: Samples of type “B” pasteurized milk collected from different commercial
establishments in S. Paulo, city, SP (Brazil) were subjected to microbiological inspection.
Thirty-five percent of samples showed psychrotrophs exceeding 104/ml; sixty-five percent
showed mesophilic counts exceedinf 4 x 104/ml and sixty-three showed more than two coli-
forms/ml. Escherichia coli and Staphylococcus aureus were found to occur in 17.5% of the

material collected, respectively.

UNITERMS: Milk contamination. Food microbiology.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1.ADAMS, D.M.; BARACH, J.T. & SPECK, M.L.
Heat resistant proteases produced in milk
by psychrophilic bacteria of dairy origin.
J. Dairy Sci., 58: 828-34, 1975,

2.AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIA-
TION. Standard methods for the examina-
tion of dairy products. 13th ed. Washing-
ton, D.C., 1972.

3.AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIA-
TION. Compendium of methods for the
microbiological examination of foods. 2nd
ed. Washington, D.C,, 1976.

4 BASAPPA, P.; SHROFF, D.N. & SRINIVA-
SAN, R.A. Growth characteristics of ther-
mophilic micro-organisms inmilk. Indian J.
Dairy Sci., 27:103-8, 1974,

5. INTERNATIONAL COMMISSION ON MICRO-
BIOLOGICAL SPECIFICATIONS FOR
FOODS. Micro-organisms in foods. 1. Their
significance and methods of enumeration.
2nd ed. Toronto, University of Toronto
Press, 1978.

6.LEITE e produtos ldcteos sob inspegdo federal

— SIF — Brasil — 1980. Bol. Leite, S. Pau-
lo, 53 (637):2-6, 1981.

373



BARUFFALDI, R. et al. Condigdes higiénico-sanitdrias do leite pasteurizado tipo “B” vendido na cidade
de S3o Paulo, SP (Brasil), no periodo de fevereiro a agosto de 1982, Rev. Saude publ., S. Paulo, 18:

367 -74,1984.

7.LEITE e produtos licteos sob inspegdo federal
— SIF — Brasil — 1981, Bol. Leite, S. Pau-
lo, 54 (648):2-6, 1982,

8.LEITE e produtos licteos sob inspe¢do federal
— SIF — Brasil — 1982, Bol. Leite, S. Pau-
lo, 55 (655):4-6, 18,1983,

9 MINISTERIO DA AGRICULTURA. Departa-
mento Nacional de Inspeg¢io de Produtos de
Origem Animal, Inspec¢fo industrial e sani-
tiria do leite e derivados; cap. 1: leite em
natureza; Decreto n® 30.691 de 29 de mar-
gode 1952. In:_-____. Regulamento da
inspegdo industrial e sanitdria de produtos
de origem animal, Brasilia, s.d.

10.MINISTERIO DA SAUDE. Comissgo Nacional
de Normas e Padr8es para Alimentos. Reso-
lugdo n® 13/78 de 31 de margo de 1978:
aprova a revisfo dos padrSes microbiolégi-
cos. Didrio Oficial da Unido, Brasflia, 25 jul.
1978.

11.PANETTA, J.C. Avaliagdo de algumas caracte-
risticas ffsico-quimicas e microbioldgicas de

374

leites beneficiados distribufdos ao consumo
na cidade de Sdo Paulo durante o verdo de
1977. S3o Paulo, 1977. (Tese de Livre-do-
céncia — Faculdade de Medicina Veterind-
ria e Zootecnia USP).

12.ROGICK, F.A. Produgio higiénica do leite. Rev.
ILCT, Juiz de Fora, 37 (221):35-8,1982.

13.SA, F.V. O leite e seus produtos. 43 ed. Lis-
boa, Livraria Cldssica, 1978.

14.SAMAGH, B.S. & CUNNINGHAM, J.D. Nume-
rical taxonomy of the Genus pseudomonas
from milk products. J. Dairy Sci., 55:19-24,
1972.

15.VIEIRA, S.D.A. Os microrganismos como indi-
cadores de qualidade. Rev. ILCT, Juiz de
Fora, 31 (185):19-21, 1976.

Recebido para publicagdo em 09/06/1983.
Reapresentado em 23/08/1984.
Aprovado para publicagdo em 21/09/1984.





