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Effect of domestic boiling on coliform research of the raw milk sold without inspection
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RESUMO

O consumo de leite cru ndo inspecionado pode trazer riscos a saude. A presenca de coliformes no
leite indica condicOes higiénico-sanitarias precarias durante as etapas de obtencdo deste produto. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia a fervura doméstica de coliformes totais e
termotolerantes de leite cru ndo inspecionado e comercializado de maneira informal. Foram realizadas
pesquisas de coliformes totais, termotolerantes e presenca de Escherichia coli em 10 amostras de leite
cru sem inspecdo, obtidas de comerciantes da cidade de Bauru —SP, sendo estas analisadas antes e apos
a fervura doméstica. Como ferramenta estatistica, foi utilizado o teste T de Student, software Estatistico
R, para comparagao de médias de dois grupos pareados: Leite cru e leite fervido. A contagem de
coliformes totais e termotolerantes foi menor (p < 0,05) no leite fervido quando comparada com a do
leite cru. A presenca de E. coli foi confirmada em 20% das amostras (n=2) no leite cru, sendo ausente em
100% das amostras apds este tratamento térmico. No entanto, deve-se considerar que estes
microrganismos podem, por exemplo, produzir toxinas resistentes ao tratamento térmico e, com isso,
colocar em risco a saude do consumidor.
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ABSTRACT

Consumption of uninspected raw milk can pose health risks. The presence of coliforms in milk
indicates precarious hygienic-sanitary conditions during the stages of obtaining this product. The
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objective of this work was to evaluate the resistance to domestic boiling of total and thermotolerant
coliforms from uninspected and informally sold raw milk. 10 samples of raw milk were purchased
without inspection from merchants in the city of Bauru - SP. Research was carried out on total and
thermotolerant coliforms and the presence of Escherichia coli in raw milk samples and after domestic
boiling. As a statistical tool, Student's T test, R Statistical software, was used to compare the means of
two paired groups, raw milk and boiled milk. The search for total and thermotolerant coliforms was
lower (p <0.05) in boiled milk when compared to raw milk. The presence of E. coli was confirmed in 20%
of the samples (n=2) in raw milk, being absent in 100% of the samples after this thermal treatment.
However, it must be considered that these microorganisms can, for example, produce toxins resistant

to heat treatment and, therefore, put the health of the consumer at risk.
Keywords: food. hygiene. in natura milk. public health.

INTRODUCAO

O leite & um alimento frequentemente con-
sumido logo na primeira refeicdo do dia, além de
ser um ingrediente essencial para a preparacdo de
cremes, tortas, bolos e outros produtos de ampla
aceitacdo na mesa dos brasileiros (BRASIL, 2014).
O Brasil é o terceiro maior produtor de leite do
mundo e, sé no ano de 2021, foram comercializa-
dos mais de 35,3 bilhdes de litros de leite sob al-
gum tipo de inspecdo sanitdria (IBGE, 2022).

Devido a alta disponibilidade de nutrientes, o
leite fornece condicdes favoraveis para a multiplica-
¢do microbiana, que deteriora o produto e altera
suas caracteristicas fisico-quimicas (SOVINSKI et al.,
2014; MOURA et al., 2017; SEQUETTO et al., 2017).
O tratamento térmico do leite é de extrema impor-
tancia para que se obtenha um produto de quali-
dade e seguro para o consumo (SANTOS; RIBEIRO;
FONSECA, 2019). Entretanto, quando o tratamento
térmico do leite ndo é realizado, o consumidor fica
suscetivel as contaminacgdes por diversos patoge-
nos, como Escherichia coli, um dos principais mi-
crorganismos responsaveis pelas chamadas doen-
¢as transmitidas por alimentos (DTAs). Tal fato gera
uma preocupacao e é uma questdo de saude pu-
blica (PAIVA et al., 2018; COSTA et al., 2020).

O leite cru, ou in natura, é agquele que ndo
passou por nenhum tratamento térmico, nao
sendo permitido, portanto, seu comércio no Brasil,
exceto em carater precdrio, cuja autoridade local
podera autorizar, desde que cumpridas algumas
exigéncias (BRASIL, 1969). Contudo, o comércio de
leite cru ainda ocorre informalmente em alguns

municipios do Brasil, colocando em risco a vida da-
gueles que o consomem (MONTANHINI; HEIN,
2013; MOTTA et al., 2015).

Estudos apontam que mais de 70% das pes-
soas sabem da transmissdo de doengas por meio
do consumo do leite cru, mesmo assim, o praticam
(CUNHA et al., 2016). Apesar disso, a maioria realiza
tratamento térmico de forma caseira antes de con-
sumi-lo, por meio de fervura (LIRO; GRANJA; ZOC-
CHE, 2011; FERREIRA et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a resis-
téncia a fervura doméstica de coliformes totais e
termotolerantes de leite cru ndo inspecionado e co-
mercializado de maneira informal na cidade de
Bauru—SP.

MATERIAIS E METODOS

Foram aquiridas 10 amostras de leite cru
sem inspecdo, de origem bovina, comercializados
de maneira informal na cidade de Bauru, do estado
de S3o Paulo (SP). Estas amostras foram escolhidas
aleatoriamente e adquiridas pela manh3, sendo o
leite ordenhado no mesmo dia da aquisi¢do. As
amostras eram comercializadas em garrafas de po-
litereftalato de etileno (PET) de um ou dois litros e,
na maioria das vezes, eram reutilizadas de refrige-
rantes, sucos ou iogurtes, a depender do vende-
dor.

As amostras de leite cru adquiridas foram
mantidas em suas embalagens originais, identifi-
cadas e transportadas ao Laboratério de Analises
Clinicas da Universidade Paulista (UNIP), Campus
Bauru, Sdo Paulo, em caixas isotérmicas com gelo
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reutilizavel rigido, para realizacdo das analises mi-
crobioldgicas. As andlises foram realizadas imedia-
tamente apds a aquisicdo de cada amostra de
leite.

Para iniciar as analises microbioldgicas foi
realizada a desinfecgdo externa de cada garrafa
adquirida com alcool 70%. Em seguida, foram rea-
lizadas as pesquisas de coliformes totais e termo-
tolerantes nas amostras de leite cru e apds a fer-
vura doméstica. Também foi feita analise para ve-
rificar se havia a presenga de E. coli nas amostras
de leite cru e fervido.

A determinagdo do nimero mais provavel
(NMP) de coliformes totais e termotolerantes foi
realizada segundo metodologia do Ministério da
Agricultura e Pecudria (BRASIL, 2003). Uma ali-
guota de 25 mL de cada amostra de leite cru foi
adicionada em 225 mL de agua peptonada estéril
a0,1% (m/v), a fim de obter-se a dilui¢do inicial de
10, Posteriormente, foram realizadas diluicbes
decimais seriadas com adicdo de 1 mL da diluigdo
inicial (10%), de cada amostra, em tubos contendo
9 mL de dgua peptonada estéril, e assim, sucessi-
vamente até a obtencdo da diluicdo 103 (BRASIL,
2003). Em seguida, 1 mL de cada uma das dilui¢Ges
de 10%, 102 e 107 foi transferido para tubos de en-
saio, em triplicata, contendo 9 mL do caldo lauril
sulfato triptose (caldo LST) e tubo de Duhram.

Apds aincubacdo a 37°C por 24 h, dos tubos
de caldo LST positivos para producdo de gas, foi
transferida uma algada para dois tubos, também
em triplicata, um contendo 9 mL de caldo verde
brilhante (caldo VBB) e tubo de Duhram que foi in-
cubado a 37°C por 24 h, com objetivo de verificar
a presenca de coliformes totais. O outro continha
8 mL de caldo Escherichia coli (caldo EC) e tubo de
Duhram, que foi incubado em estufa a 45°C por 24
h para avaliar a presenca de coliformes termotole-
rantes. Foram considerados positivos os tubos que
apresentaram turvacdo e presenca de gas. Para a
leitura dos resultados dos coliformes totais e ter-
motolerantes foi utilizada a Tabela de Mac Crady
(BRASIL, 2003).

Para a confirmacdo da presenca de E. coli
nas amostras foi utilizada a menor diluigao positiva
no caldo EC para plaqueamento em agar MacCon-
key (MAC), e posterior incubagdo a 45°C por 24 h.

Em seguida, as colOnias suspeitas no agar MAC, de
cor rosa, pequenas e secas, equivalentes a medida
de 1 a 3 mm de didametro, foram inoculadas em
agar lisina ferro (LIA), urease, fenilalanina, agar tri-
plice acucar ferro (TSI) e agar citrato de Simmons
(CIT) e incubadas a 40°C por 24 h para a identifica-
¢do de E. coli. Foram classificadas como E. coli
aquelas positivas para LIA e produgdo de gas a par-
tir da fermentacdo da glicose e negativas para
urease, fenilalanina, sulfeto de hidrogénio (H.S) e
CIT.

Para o tratamento térmico caseiro (fervura
doméstica), 200 mL de cada amostra de leite cru
foram individualmente aquecidas por calor direto
em bico de Bunsen em recipientes estéreis até
atingirem o ponto de ebuligdo de aproximada-
mente 100°C. Durante todo este processo, a tem-
peratura foi monitorada com o auxilio de um ter-
mometro (TREMONTE et al, 2014). Posterior-
mente, as amostras foram resfriadas natural-
mente em temperatura ambiente até 40°C e fo-
ram realizadas as andlises conforme descritas an-
teriormente para o leite cru.

Os dados foram analisados utilizando o
teste T de Student, ao nivel de 5% de probabili-
dade para comparacdo de médias de dois grupos
pareados, antes e apds a fervura (leite cru e fer-
vido, respectivamente). As analises foram realiza-
das no software Estatistico R (R CORE TEAM,
2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de coliformes totais no leite cru
foram maiores que 1.100 nimero mais provavel
por mililitro de leite (NMP/mL) em 60% das amos-
tras analisadas. A contagem média de coliformes
totais nas 10 amostras analisadas foi de 676
NMP/mL. Apds a fervura doméstica, 100% das
amostras analisadas apresentaram menos de 3
NMP/mL para a pesquisa de coliformes totais. Essa
reducdo no nuimero de coliformes totais apods a fer-
vura domeéstica foi significativa (p<0,05) (Tabela 1).

Os resultados da contagem dos coliformes
termotolerantes do leite cru e do fervido foram
idénticos aos resultados dos coliformes totais (Ta-
bela 1).
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Quanto a bactéria E. coli, foi confirmada sua
presenga nas amostras de leite 3 e 5, antes da fer-
vura doméstica, sendo ausente em 100% das
amostras ap0s o tratamento térmico empregado.

Resultados semelhantes aos do presente
estudo foram obtidos por Guth et al. (2022), que
avaliando a qualidade microbioldgica do leite cru

refrigerado de propriedades leiteiras da regido do
Médio Alto Uruguai, Rio Grande do Sul, encontra-
ram 97% das amostras positivas para coliformes
totais e 67% para termotolerantes. Ainda, Silveira;
Bertagnolli (2014), ao analisar o leite cru comerci-
alizado em feiras livres, confirmou a presenca de
coliforme termotolerante em 100% das amostras.

Tabela 1. Determinagdo do nimero mais provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes por
mililitro (NMP/mL) nas amostras de leite cru e fervido.

Coliformes totais

Coliformes termotolerantes

Am:::f de (NMP/mL)Cru (NMP/mL)Cru
Cru Fervido Cru Fervido

1 >1.100 <3 >1.100 <3

2 >1.100 <3 >1.100 <3

3 >1.100 <3 >1.100 <3

4 >1.100 <3 >1.100 <3

5 >1.100 <3 >1.100 <3

6 23 <3 23 <3

7 23 <3 23 <3

8 >1.100 <3 >1.100 <3

9 93 <3 93 <3

10 23 <3 23 <3
Média 676° 3° 676° 3*
Desvio padrao 547 0 547 0

2bMédias com letras iguais na mesma linha para a mesma analise n3o diferem entre si pelo teste T Student ao nivel de 5% de

probabilidade.

Estudos apontam que embalagens de gar-
rafas PET, como as que armazenavam as amostras
de leite do presente trabalho, podem favorecer o
aumento de microrganismos no produto, pois elas
ndo sdo higienizadas de maneira correta (CUNHA
et al., 2016). Silveira; Bertagnolli (2014) relatam
gue amostras de leite cru comercializado informal-
mente em feiras livres acondicionados em garra-
fas PET reutilizadas tinham condigdes higi€nico-sa-
nitarias precdrias, com a presenca de coliformes
termotolerantes. Estes autores sugerem que esse
tipo armazenamento é impréprio qualquer pro-
duto, principalmente para o leite, que possui ca-
racteristicas que facilitam a multiplicagdo microbi-
ana (SILVEIRA; BERTAGNOLLI, 2014). Viroli et al.
(2022) avaliaram os parametros microbioldgicos e

fisico-quimicos de leite cru vendidos informal-
mente envasado em garrafas PET e concluiram
gue o armazenamento em embalagens impro-
prias pode modificar seus parametros fisico-quimi-
cos, favorecendo o aumento da acidez, e aumen-
tar a contagem padrao em placas de microrganis-
mos (VIROLI et al., 2022).

Devido a comercializagao do leite cru para
consumo direto da populacdo ser proibida no Bra-
sil, ndo ha limite maximo para coliformes totais e
termotolerantes (BRASIL, 1969). Contudo, os re-
sultados apontam uma alta contagem de colifor-
mes totais e termotolerantes, incluindo a pre-
senga de E. coli, o que confirma o perigo a saude
humana. Os coliformes totais sao encontrados no
solo e vegetacdo e os termotolerantes no trato
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gastrointestinais de animais e no ambiente. Por-
tanto, sua presenca indica condicGes higiénico-sa-
nitarias precarias durante as etapas de obtencdo
deste produto (QUINN et al., 2005; GERMANOQ;
GERMANO, 2015). E no subgrupo dos coliformes
termotolerantes que temos E. coli, que representa
80% da microbiota intestinal aerdbica e é elimi-
nada nas fezes (TORTORA et al., 2012). Quando in-
gerida, E. coli é capaz de causar diversos sintomas
clinicos, como dores abdominais, diarreia, febre e
letargia (BROOKS et al., 2014; FORSYTHE, 2013).
Alguns isolados de E. coli possuem fatores de viru-
Iéncia que podem causar infecgdes extra-intesti-
nais, como no trato urindrio e meninges (NATARO;
KAPER, 1998). Esses microrganismos podem estar
presentes no leite cru comercializado informal-
mente e causar danos a saude dos consumidores.

O tratamento térmico do leite é uma exi-
géncia que tem como objetivo a obtengao de um
produto com qualidade higiénica satisfatdria e
uma maior vida de prateleira. Essa pratica deve
atender o bindbmio tempo/temperatura, onde os
alimentos devem ser aguecidos até uma determi-
nada temperatura minima por um tempo especi-
fico, inativando os microrganismos patogénicos e
os sistemas enzimaticos (COSTA et al, 2019).
Como exemplos, temos a pasteurizacdo rapida,
onde o leite é aquecido de 72 a 75°C por 15 a 20
segundos, e a pasteurizacdo lenta, que aquece de
62 a 65°C por 30 minutos (SAO PAULO, 2022). Em
um trabalho realizado na cidade de Serrinha, no
estado da Bahia, os autores verificaram que, ape-
sar do alto nimero de pessoas que desconhecem
alguma doencga que a ingestdo de leite in natura
pode causar, 94% dos entrevistados na pesquisa
tém o habito de fervé-lo antes de consumi-lo (JE-
SUS et al., 2021).

Em teoria, os coliformes totais e termotole-
rantes seriam completamente destruidos quando
atingidas temperaturas de pasteurizagdo ou fer-
vura doméstica do leite, realizada por grande
parte dos consumidores (FORSYTHE, 2013). Tal
fato foi comprovado neste experimento, ja que
houve diferencga significativa entre os tratamen-
tos. Resultados semelhantes foram obtidos por
Sousa et al. (2021), onde observaram que apds a
fervura foram eliminados os coliformes totais e

termotolerantes presentes na mesma amostra do
leite in natura. Em caso de pasteurizacdo ineficaz
ou fervura abaixo da temperatura de destruigdo
desses microrganismos, parte destes permanece-
rao no leite podendo se multiplicar e colocar em
risco os consumidores deste produto, além de
comprometer a qualidade do leite e de seus deri-
vados (BARAL; KUMAR, 2020).

E vélido ressaltar que, mesmo com os traba-
lhos apresentados, que validam a eficacia da fer-
vura doméstica na diminuigao de microrganismos
deteriorantes e patogénicos nas amostras de leite
cru, esse método ndo substitui a obrigatoriedade
e a eficacia da pasteurizagdo ou ultrapasteurizagao
para a comercializacdo do leite (BRASIL, 1969).
Além disso, apesar da fervura doméstica se mos-
trar eficaz na reducdo da contagem desses micror-
ganismos, eles sdo capazes de produzir toxinas ter-
moestdveis, que continuam ativas mesmo em al-
tas temperaturas. Como exemplo, podemos citar
dois isolados de E. coli, que podem ser ingeridos
através do leite cru: E. coli enterotoxigénica (ETEC)
e E. colienteroagregativa (EAEC), que causam diar-
reias aquosas e persistentes (KAPER et al., 2004;
SCAVIA et al., 2008). Assim, produtos de origem
animal contaminados com esses microrganismos
representam riscos ao consumidor, sendo uma
guestdo de saude publica.

E preciso que ao longo de toda a cadeia pro-
dutiva, os produtores e manipuladores se atentem
as normas e legislagbes para garantir um produto
indcuo. Orgdos competentes, como a Vigilancia
Sanitaria, sdo importantes para instruir esses pro-
dutores e auxilia-los na busca da legalizacdo de seu
comércio. Além disso, agdes como treinamentos
de boas praticas de fabricacdo e de manipulacdo
de alimentos, e treinamentos de boas praticas
agricolas, promovidos por profissionais qualifica-
dos, podem melhorar a cadeia produtiva. Tais trei-
namentos podem ser oferecidas por agéncias par-
ticulares e publicas de assisténcia técnica e exten-
sdo rural, onde os extensionistas orientam sobre
manejo sanitdrio do rebanho, boas praticas de ob-
tencdo de leite cru e na producao de derivados, e
dao instrugdes a fim de evitar microrganismos pa-
togénicos ou agentes deteriorantes no produto fi-
nal (ARAUJO et al., 2020).
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Quando o produtor se inscreve num pro-
grama de inspecdo, é solicitada uma série de exi-
géncias para que ele seja aprovado e possa comer-
cializar seu produto. O estabelecimento deve ter
um plano de qualificacdo de fornecedores de leite,
com assisténcia técnica e gerencial, bem como a
capacitacdo dos fornecedores, com foco em ges-
t3o da propriedade e implementagdo das boas
praticas agropecudrias (BRASIL, 2018). Assim, o
produtor que sai da informalidade possui auxilio
para obter um produto de qualidade. E necessario
que se adote medidas sanitarias para que o leite
nao seja um veiculo carreador de microrganismos
deterioradores e prejudiciais a saude humana,
como os coliformes totais e termotolerantes, vi-
sando melhorias desde a ordenha e higienizagdo
de equipamentos até os tanques de armazena-
mento, aliado a um manejo correto dos animais e
oferecimento de programas de educacao sanitaria
aos produtores, ja previsto na IN n2 77 de 2018 do
MAPA (BRASIL, 2018; LIMA et al., 2006).

CONCLUSOES

O leite cru comercializado de maneira infor-
mal na cidade de Bauru - SP apresenta elevada
contagem coliformes totais e termotolerantes,
oferecendo riscos potenciais a saide do consumi-
dor. Entretanto, a fervura doméstica mostrou-se
eficaz no controle desse grupo de microrganismos
do leite cru.

No entanto, o método caseiro minimiza,
mas nao exclui o risco de transmissao de
patdgenos, ja que diversos outros fatores sdo ne-
cessarios para que o produto seja considerado se-
guro para consumo. Dentre esses fatores pode-
mMos citar seus componentes, auséncia de substan-
cias proibidas, auséncia de toxinas, suas caracteris-
ticas fisico-quimicas, contagem de células somati-
cas e contagem bacteriana total. Portanto, pen-
sando em inocuidade do produto, é preciso que o
consumidor adquira apenas leite inspecionado.
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