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RESUMO GERAL

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo realizar a contagem de fungos filamentosos e
leveduras e caracterizar os contaminantes fungicos do leite proveniente de tanques
de expansdo produzidos no Estado de Alagoas, foi realizada sinergicamente a
avaliacdo das condicdes higiénico-sanitarias desses tanques. Para coleta do leite
foram utilizados recipientes de vidro previamente esterilizados. Logo apds a coleta,
os recipientes foram acondicionados em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
para posterior andlise no laboratorio de Inspe¢cdo de Alimentos da Universidade
Federal de Alagoas. As coletas foram realizadas em 23 municipios em 100% dos
tanques comunitarios de uma cooperativa do estado de Alagoas. As coletas foram
realizadas nos meses de janeiro, fevereiro e maio de 2013. Em cada momento foram
coletadas 45 amostras totalizando 135 amostras de leite. Para realizagdo da
contagem e identificacdo dos fungos filamentosos e leveduras utilizou-se a
metodologia proposta pela APHA (American Public Health Association). As amostras
foram semeadas em meio DRBC (agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol).
Utilizou-se a diluicdo 103, As placas foram incubadas em temperatura ambiente
(25°C) durante sete dias. Das 135 amostras analisadas apenas 06 amostras
(4,44%) nao apresentaram contaminacdo por fungos filamentosos e leveduras, 26
amostras (19,26%) apresentaram alto indice de contaminacéo. Mais de um terco das
amostras 49/135 (36,3%) tiveram uma média de 3,58x10°> UFC/mL de leite. Entre os
fungos isolados, destacam-se Penicillium spp. 18/135 (13,33%), Aspergillus spp.
85/145 (62,96%), Absidia sp 32/135 (23,70%), Fonsecaea sp 45/135 (33,33%) e
Candida spp 19/135 (14,07%), sendo estatisticamente maiores quando comparadas
com as dos demais fungos isolados. Devido a alta contagem de fungos filamentosos
e leveduras, e a variedade de seus contaminantes fungicos encontrados nesse
estudo, sugere-se a adocao de meios eficientes para reduzir a multiplicacdo desses
microrganismos, com a finalidade de evitar os problemas causados por seus
metabolitos.

Palavras-chave: Leite. tanques comunitarios. contagem. contaminantes flngicos.



ABSTRACT

The objective of this study hold the count of yeasts and molds and characterize
fungal contaminants of milk produced from expansion tanks in the State of Alagoas,
was performed synergistically evaluating the sanitary conditions of these tanks. For
collection of milk glass containers were used previously sterilized. Immediately after
collection, the containers were packed in insulated boxes containing ice packs for
later analysis in the laboratory of Food Inspection, Federal University of Alagoas.
Sampling was performed in 23% of the 100 municipalities in community tanks of a
cooperative state of Alagoas. The collections were made in the months of January,
February and May 2013 In every moment 45 samples totaling 135 milk samples were
collected. To perform the counting and identification of yeasts and molds used the
methodology proposed by the APHA (American Public Health Association). The
samples were plated on DRBC medium (agar Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol). Was used in dilution 10-3. The plates were incubated at room
temperature (25 ° C) for seven days. Of the 135 samples analyzed only 06 samples
(4.44%) were not contaminated by yeasts and molds, 26 samples (19.26%) showed
high contamination. More than a third of the samples 49/135 (36.3%) had an average
of 3,58x105 CFU / ml of milk. Among the fungi isolated, stand out Penicillium spp.
18/135 (13.33%), Aspergillus spp. 85/145 (62.96%), Absidia sp 32/135 (23.70%),
Fonsecaea sp 45/135 (33.33%) and Candida spp 19/135 (14.07%), being
significantly greater than compared with those of other fungal isolates. Due to the
high count of yeasts and molds, and the variety of its fungal contaminants found in
this study suggest the adoption of efficient to reduce the multiplication of
microorganisms, in order to avoid the problems caused by its metabolites means.

Keywords: Milk. community tanks. counting. fungal contaminants.
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1. INTRODUCAO GERAL

Por ser um alimento completo, do ponto de vista nutricional, o leite € um
substrato ideal para o desenvolvimento de diversos microrganismos (CALLON et
al., 2007; DELAVENNE et al., 2011). A presenca e/ou quantidade desses esta
relacionada a qualidade de matéria prima, a tecnologia de fabricacéo utilizada e a
distribuicdo do produto (SPANAMBERG et al., 2008).

Os fungos, quando presentes no leite, secretam enzimas hidroliticas
como proteinases, lipases e fosfolipases que agem sob o substrato alterando
suas caracteristicas fisico-quimicas, acarretando prejuizo para a induastria.
Podendo estar correlacionados ao nivel de higiene da ordenha e do ambiente, e
também podem estar associados a mastite infecciosa. Entre 0os contaminantes
fungicos, as leveduras sdo mais frequentemente relacionadas as infeccbes da
glandula mamaria em bovinos de leite. Na pecuéaria leiteira, a mastite € um dos
grandes problemas para a industria por reduzir a qualidade e quantidade de leite,
com alteracdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, trazendo perdas
econdmicas (SPANAMBERG et al., 2008; NORNBERG, TONDO, BRANDELLI,
2009; ZARAGOZA et al., 2011).

Fungos pertencentes a uma diversidade de géneros e espécies podem
causar sérios danos a saude humana e animal, como: alergias, infeccdes,
micoses oportunistas, sendo essas superficiais ou profundas, e cutaneas
(FLORES, ONOFRE, 2010; SOUZA et al., 2010; CRIADO et al., 2011). Os fungos
produtores de micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios, provocam grandes
perdas econbmicas e representam um risco potencial ao agronegdcio brasileiro
(QUEIROZ et al., 2009).

Objetivou-se com esse estudo, realizar a contagem de fungos
filamentosos e leveduras e caracterizar os contaminantes flngicos do leite
proveniente de tanques de expansao produzidos no Estado de Alagoas, foi
realizada sinergicamente a avaliacdo das condi¢cOes higiénico-sanitarias desses

tanques.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 AS REGIOES DE ALAGOAS

O estado de Alagoas divide-se em 102 municipios, inseridos, em trés
Mesorregides — Sertdo, Agreste e Leste Alagoano. As trés Mesorregides, dividem-
se em treze Microrregides, sendo: quatro no Sertdo (Serrana do Sertdo Alagoano,
Santana de Ipanema, Alagoana do Sertdo do Sdo Francisco e Batalha), trés no
Agreste (Palmeira do indios, Arapiraca e Traipu), e seis no Leste Alagoano
(Serrana dos Quilombos, Mata Alagoana, Litoral Norte Alagoano, Macei6, Sao
Miguel dos Campos e Penedo) (IBGE, 2014).

O estado de Alagoas é o sexto maior produtor de leite do Nordeste,
produzindo s6 em 2010 um total de 231.367.000 litros de leite, representando
0,8% da producéo nacional (BRASIL, 2011). O polo da bacia leiteira do Estado
constitui-se em 17 municipios, sendo que 12 estéo localizados no sertdo alagoano
e 5 no agreste, com aproximadamente 2.500 produtores, gerando 25.000

empregos diretos, sendo relevante para a economia do Estado (BNB, 2005).

2.2 LEITE

A Instrugdo Normativa N° 62, de 29 de dezembro de 2011, define leite
como o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes
adequadas de higiene, de vacas sadias bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2011).

Do ponto de vista nutricional o leite € um alimento completo, sendo o
seu consumo fundamental para o pleno desenvolvimento da crianca e por iSso
deve ser preservado e promovido (WHO, 2009).

Por ser um alimento completo, o leite é facilmente susceptivel a

contaminagao microbiana. Alguns desses agentes sao os fungos, e visto que
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leites contaminados por fungos tém suas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas alteradas, as industrias produtoras de derivados lacteos buscam
matérias-primas de boa qualidade (SPANAMBERG et al., 2008; NORNBERG,
TONDO, BRANDELLI, 2009).

A qualidade do leite cru produzido esta intimamente relacionada a taxa
de multiplicacdo dos microrganismos contaminantes. Diversos fatores extrinsecos
podem influenciar na qualidade do leite, como: clima quente, estacdo chuvosa,
alimentacdo animal, ambiente de ordenha, a qualidade bacteriologica da agua
utilizada, utensilios e equipamentos mal higienizados, sanidade dos ordenhadores
e dos animais. Esses contribuem, de modo decisivo, para a qualidade
microbiolégica e composicdo quimica do leite. Sinergicamente, fatores
importantes como boas praticas, alimentacdo animal, a higienizacdo prévia dos
tetos e do local de ordenha, que inclui teteiras, latbes, ordenhadeira, piso e
instalacdes adequadas sao determinantes para a producdo leiteira e reducao da
contaminagdo por microrganismos deteriorantes e patogénicos no leite. Cabe
ressaltar que tanques de resfriamento ou expansdo mal higienizados ou néo
higienizados contribuem para o crescimento da populagédo microbiana (YAMAZI et
al., 2010; ROMA JUNIOR et al., 2009; HECK et al., 2009; KORB et al., 2011).

No Brasil, somente a partir da década de 90, com a implementacéo da
Instrucdo Normativa n. 51 de 2002, mais tarde substituida pela Instrucéo
Normativa n. 62 de 2011, é que foi regulamentada a estocagem de leite cru
refrigerado. Além da reducdo com o0s custos operacionais de producdo, houve
também reducdo na deterioracdo do leite devido aos microrganismos presentes.
No entanto, com o passar dos dias sob refrigeracdo, o leite trazia problemas
tecnoldgicos, isso porque 0S microrganismos continuavam suas atividades
mesmo sob refrigeracdo. Isso acontecia, sobretudo, por fatores como deficiéncia
na higienizacdo do equipamento utilizado para manutengcéo do leite refrigerado
(tanques de expansdo) e animais com mastite. Portanto, procedimentos de

higienizacdo empregados na cadeia produtiva do leite constituem pontos criticos
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para a obtencdo de uma matéria-prima de alta qualidade (SANTOS et al., 2009;
YAMAZI et al., 2010).

Com o0 aumento do acesso a informacdo, os consumidores
preocupados com a segurangca dos alimentos, tém exigido das industrias,
produtos de melhor qualidade, sendo também cobrado isso do produtor. Com o
intuito de alcancar melhores resultados na qualidade microbioldgica do leite, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), implementou
normas nacionais de padréo de qualidade do leite, com a publicacdo da Instrucao
Normativa n. 62 de 2011, onde executa melhorias no sistema de coleta do leite
cru refrigerado e seu transporte a granel (YAMAZI et al.,, 2010). Porém, a
contagem de microrganismos, sé sera baixa no leite cru refrigerado se este for

produzido sob condi¢des higiénicas adequadas (SANTOS et al., 2009).

A contaminacéo do leite por fungos, pode causar diversos problemas,
entre eles estdo as micotoxinas, que sdo metabolitos secundéarios dos fungos.
Além das micotoxinas, também destacam-se outros problemas acarretados por
leites contaminados por algumas espécies de fungos, esses podem ser de
natureza alergénica ou até mesmo de natureza deteriorante, sendo prejudicial
para as industrias produtoras de laticinios que tém perda na qualidade de seus
produtos, bem como, para o0s consumidores, que ingerem alimentos
contaminados (FLORES, ONOFRE, 2010; SOUZA et al., 2010; CRIADO et al.,
2011; SIGNORINI et al., 2012; KABAK et al., 2012).

O Brasil foi considerado o sexto maior produtor de leite do mundo
(USDA, 2011). Segundo a EMBRAPA (2012), s6 em 2011 o aumento na
producdo foi de 4,5%. Os oOrgdos regulamentadores preocupados com a
qualidade e seguranca desse alimento, vém intensificando a fiscalizacdo nas
industrias de laticinios (PEREIRA et al., 2013). Embora haja aumento na
producéo, a instabilidade do mercado de leite leva pequenos produtores a venda

de leite informal como alternativa de sobrevivéncia no mercado. Essa pratica
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representa um risco a saude publica em virtude das doencas veiculadas por leite
cru (PEREIRA et al., 2013).

2.3 FUNGOS

Os fungos s&do microrganismos amplamente presentes na hatureza,
estando em praticamente todos os ambientes. Sdo classificados como fungos
filamentosos e leveduras. Embora estejam classificados como fungos, os fungos
filamentosos e leveduras sdo morfologicamente diferentes, e sua identificacdo é
baseada quase que exclusivamente em sua morfologia tanto macro como
microscopicamente. Macroscopicamente os fungos podem apresentar varios tipos
morfolégicos com colbnias filamentosas, cotonosas ou algodoadas, pulverulentas
e outras (fungos filamentosos) e as leveduras com coldnias cremosas e com 0S
mais diversos tipos de pigmentos (TANIWAK; SILVA, 2001).

As leveduras sdo unicelulares, ovais e geralmente maiores que as
bactérias. No entanto, algumas sdo alongadas ou esféricas. Os fungos
filamentosos sé@o organismos multinucleados que aparecem como filamento. O
corpo de um fungo filamentoso constitui-se em um micélio e esporos. O micélio é
uma massa de filamentos rigidas das hifas essas sdo formadas de quitina,
celulose e glicose. A reproducdo das leveduras € assexuada, comumente por
brotamento ou gemulacdo. Os fungos filamentosos se reproduzem por
disseminagéo dos esporos (TANIWAK; SILVA, 2001).

A nutricdo dos fungos ocorre por absorcéo, através do auxilio de enzimas,

onde as moléculas organicas sao quebradas em por¢cées menores podendo ser
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transportadas mais facilmente para dentro da célula. Dentre os bolores ou fungos
filamentosos, de grande importancia para a segurancga de alimentos, destacam-se
o Penicillium spp. e o Aspergillus spp. e dentre as leveduras a Candida albicans.
(TANIWAK; SILVA, 2001).

Aspergillus sp. estd amplamente distribuido no meio ambiente, onde
cerca de 185 espécies de Aspergillus spp. foram identificadas e dessas, 20 séo
documentados por causar doenca humana. A exposicdo a estes agentes pode
levar a colonizacdo, acarretando manifestacdes alérgicas ou a infec¢do invasiva
dependendo de fatores adversos do hospedeiro. A. fumigatus é a espécie mais
frequentemente associada a infec¢fes cutaneas e sistémicas. E manifestada por
sintomas respiratorios, dores no torax, respiracao ofegante (KRISHNAN et al.,
2008; ALANGADEN, 2011; MARTINO et al.,, 2009). A espécie mais ligada a
producéo de micotoxina € o Aspergillus flavus.

Muitas espécies pertencentes ao género Penicillium ja foram utilizadas
em pesquisas para aplicagdo na biotecnologia, na industria farmacéutica e na
fabricacdo de produtos derivados de leite. No entanto, algumas espécies sao
produtoras de compostos toxicos como as micotoxinas. Também €& de
responsabilidade de algumas espécies de Penicillium perdas em diversos
produtos agricolas, dentre as quais destacam-se as frutas citricas (YAHYAZADEH
et al., 2008; LEE et al., 2011; GOMEZ-SANCHIS et al., 2012).

Quando um fungo tem capacidade de formar micotoxina, séo
necessarios alguns fatores favoraveis ao seu desenvolvimento, como: umidade,
temperatura, presenca de oxigénio, tempo para o0 crescimento flngico,
constituicdo do substrato, caracteristicas genéticas e competicdo entre linhagens
fungicas (QUEIROZ et al., 2009). As espécies Aspergillus, Penicillium e Fusarium
sdo provavelmente os mais significativos fungos de campo, produtores de
micotoxinas (FAO, 2008).

Paises desenvolvidos ja perceberam que a reducdo dos niveis de

micotoxinas em alimentos ndo sO reduz os encargos financeiros sobre os
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cuidados de saude, como traz vantagens no comércio internacional como as
exportacdes para outros mercados internacionais (SCHWARZER, 2009).

Candida é uma levedura que faz parte da microbiota do corpo humano
e de animais, colonizando a pele e mucosa do trato digestivo e urinério, bucal e
vaginal. Desta forma, candidiase € na maioria das vezes de origem enddgena,
ocorrendo como consequéncia de um disturbio imunolégico do hospedeiro e dos
fatores de viruléncia destas leveduras, que possuem habilidade de colonizar,
penetrar e invadir o tecido (BROWN, 2007; HOLLENBACH, 2008). Atualmente
existem cerca de 200 espécies de leveduras incluidas no género Candida, dentre
as responsaveis por infeccdes no homem, destaca-se a Candida albicans. Esta
tem sido relatada como a mais prevalecente, seguida de C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis e C.krusei (PFALLER, DIEKEMA, 2007; PANIZO et al.,
2009). Estas leveduras sdo consideradas o principal grupo de fungos patégenos
oportunistas, causando infec¢cfes sanguineas nosocomiais em UTIs (KUMAR et
al., 2008; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009; NEGRI et al., 2010; COLOMBO et
al., 2013).

Candidiase pode ocorrer como consequéncia do rompimento do
equilibrio parasita-hospedeiro, desencadeado pelo comprometimento das defesas
naturais como a imunolégica (PLAYFORD et al., 2008). No animal, a presenca de
fungos pode estar associada a mastite infecciosa e identificadas através do leite.
As leveduras sdo os agentes fungicos mais frequentemente relacionados as
infeccbes da glandula maméria em bovinos de leite (COSTA, SILVA, ROSA,
2008; SPANAMBERG et al., 2008). Os principais géneros envolvidos sdo Candida
e Cryptococcus, além de outros como Geotrichum, Pichia e Trichosporon
(SPANAMBERG et al., 2008).

2.4 FUNGOS E A SAUDE PUBLICA

No Brasil, hA uma escassez quanto ao relato sobre ocorréncias de
microrganismos patogénicos, isso inclui fungos, e seu envolvimento em surtos de

doencas relacionadas ao consumo de produtos lacteos. Desde a década de 90,
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ha um crescimento da comercializagao do “leite informal”, que € um produto sem
qualquer tipo de inspecéo oficial, ndo garantindo a sua qualidade microbiologica.
A presenca destes fungos no leite pode representar potencial risco a saude
humana principalmente quando se leva em conta que é um hébito o consumo de
leite cru e seus derivados em alguns paises, mesmo que a legislacdo vigente
proiba a comercializacao de leite e derivados lacteos sem um tratamento térmico
antes. (RUZ-PERES et al., 2010).

Embora os fungos possam promover aspectos desejaveis do ponto de
vista tecnolégico em produtos lacteos; a presenca desses microrganismos,
guando ndo desejavel, pode trazer prejuizo do ponto de vista econémico e de
saude publica, podendo estar associada a doencas infecciosas em homem e
animal. Esses microrganismos podem estar ligados a quadros de micoses
oportunistas (infec¢cdes causadas por fungos de baixa viruléncia) que podem
conviver de forma pacifica com o hospedeiro. No entanto, quando ha condicfes
que favorecem seu desenvolvimento, estes podem ser patégenos ao homem
(RUZ-PERES, et al., 2010).

A contaminacdo de alimentos por micotoxina acarreta sérios problemas
no que se refere a salude publica. Isso porque os efeitos toxicos causados pelas
micotoxinas no organismo humano acometem desde problemas agudos até
doencas cronicas (WILD; GONG, 2010). Quando se fala em Micotoxinas existe
um agravante porque € muito dificil sua remocao dos alimentos. Sendo a maneira
mais eficaz de prevencao, através do controle do crescimento de fungos nos
alimentos (ERKEKOGLU et al., 2008). Por isso, na elaboracdo de férmulas
infantis € necessario controle rigoroso utilizando matérias-primas de qualidade
(MAHDAVI et al., 2010).
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3 ARTIGO DE RESULTADOS

Caracterizacdo dos contaminantes fungicos em leite de tanques de

expansao produzidos no estado de alagoas

RESUMO

Objetivou-se com esse estudo realizar a contagem de fungos filamentosos e
leveduras e caracterizar os contaminantes fungicos do leite proveniente de
tanques de expansao produzidos no Estado de Alagoas, foi realizada
sinergicamente a avaliacdo das condi¢des higiénico-sanitarias desses tanques.
Para coleta do leite foram utlizados recipientes de vidro previamente
esterilizados. Logo apos a coleta, os recipientes foram acondicionados em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel para posterior analise no laboratério de
Inspecdo de Alimentos da Universidade Federal de Alagoas. As coletas foram
realizadas em 23 municipios em 100% dos tanques comunitarios de uma
cooperativa do estado de Alagoas. As coletas foram realizadas nos meses de
janeiro, fevereiro e maio de 2013. Em cada momento foram coletadas 45
amostras totalizando 135 amostras de leite. Para realizagcdo da contagem e
identificagdo dos fungos filamentosos e leveduras utilizou-se a metodologia
proposta pela APHA (American Public Health Association). As amostras foram
semeadas em meio DRBC (4gar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol).
Utilizou-se a diluicdo 107°. As placas foram incubadas em temperatura ambiente
(25°C) durante sete dias. Das 135 amostras analisadas apenas 06 amostras
(4,44%) ndo apresentaram contaminacao por fungos filamentosos e leveduras, 26
amostras (19,26%) apresentaram alto indice de contaminacdo. Mais de um terco
das amostras 49/135 (36,3%) tiveram uma média de 3,58x10° UFC/mL de leite.
Entre os fungos isolados, destacam-se Penicillium spp. 18/135 (13,33%),
Aspergillus spp. 85/145 (62,96%), Absidia sp 32/135 (23,70%), Fonsecaea sp
45/135 (33,33%) e Candida spp 19/135 (14,07%), sendo estatisticamente maiores
quando comparadas com as dos demais fungos isolados. Devido a alta contagem
de fungos filamentosos e leveduras, e a variedade de seus contaminantes
fungicos encontradas nesse estudo, sugere-se a adocdo de meios eficientes para
reduzir a multiplicacdo desses microrganismos, com a finalidade de evitar os
problemas causados por seus metabdlitos.

Palavras-chave: Leite. tanques comunitarios. contagem. contaminantes flngicos.
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Caracterizagcdo dos contaminantes fungicos em leite provenientes de
tanques de expanséao produzidos no Estado de Alagoas

ABSTRACT

The objective of this study hold the count of yeasts and molds and characterize
fungal contaminants of milk produced from expansion tanks in the State of
Alagoas, was performed synergistically evaluating the sanitary conditions of these
tanks. For collection of milk glass containers were used previously sterilized.
Immediately after collection, the containers were packed in insulated boxes
containing ice packs for later analysis in the laboratory of Food Inspection, Federal
University of Alagoas. Sampling was performed in 23% of the 100 municipalities in
community tanks of a cooperative state of Alagoas. The collections were made in
the months of January, February and May 2013 In every moment 45 samples
totaling 135 milk samples were collected. To perform the counting and
identification of yeasts and molds used the methodology proposed by the APHA
(American Public Health Association). The samples were plated on DRBC medium
(agar Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol). Was used in dilution 10-3. The
plates were incubated at room temperature (25 ° C) for seven days. Of the 135
samples analyzed only 06 samples (4.44%) were not contaminated by yeasts and
molds, 26 samples (19.26%) showed high contamination. More than a third of the
samples 49/135 (36.3%) had an average of 3,58x105 CFU / ml of milk. Among the
fungi isolated, stand out Penicillium spp. 18/135 (13.33%), Aspergillus spp. 85/145
(62.96%), Absidia sp 32/135 (23.70%), Fonsecaea sp 45/135 (33.33%) and
Candida spp 19/135 (14.07%), being significantly greater than compared with
those of other fungal isolates. Due to the high count of yeasts and molds, and the
variety of its fungal contaminants found in this study suggest the adoption of
efficient to reduce the multiplication of microorganisms, in order to avoid the
problems caused by its metabolites means.

Keywords: Milk. community tanks. counting. fungal contaminants.
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3.1 INTRODUCAO

O leite € um produto de origem animal, de elevado valor nutricional, sendo
considerado um produto nobre e recomendado para a dieta de criancas e adultos.
Tendo igual valor nutricional, seus derivados, que sao fontes de renda para os
diferentes segmentos da cadeia produtiva do leite (RIBEIRO, 2008). Por ser um
produto tdo nobre do ponto de vista nutricional, € comum o desenvolvimento de
uma diversidade de microrganismos. Dentre esses, se destacam os fungos, que
sdo agentes capazes de produzir um amplo conjunto de substancias
biologicamente ativas (RUZ-PERES et al., 2010).

Embora os fungos possam promover aspectos desejaveis do ponto de vista
tecnologico em produtos lacteos; a presenca desses microrganismos, quando nao
desejavel, contribui para a perda de qualidade dos produtos trazendo prejuizo do
ponto de vista econdémico e da salde publica (RUZ-PERES et al., 2010).

Um dos problemas ligado a presenca de fungos € a mastite infecciosa. As
leveduras sdo os agentes fungicos mais frequentemente relacionados as
infecgbes da glandula mamaria em bovinos de leite (COSTA, SILVA, ROSA,
2008; SPANAMBERG et al., 2008).

No Estado de Alagoas, na mesorregido do sertdo alagoano esta localizada a
bacia leiteira. Nessa, € comum o habito do consumo de leite cru; bem como a
fabricacdo de seus derivados, sem que antes haja um tratamento térmico para
destruicdo dos microrganismos patogénicos. Sendo esse habito também comum
em outras localidades do Estado. Assim, deve-se atentar para a presenca de
microrganismos, dentre 0s quais 0s fungos filamentosos e leveduras no leite, que
podem representar potencial risco a salde humana. Objetivou-se com esse
estudo, realizar a contagem de fungos filamentosos e leveduras e caracterizar os
contaminantes fangicos do leite proveniente de tanques de expansao produzidos
no Estado de Alagoas, foi realizada sinergicamente a avaliacdo das condi¢des

higiénico-sanitarias desses tanques.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Local e Coleta das amostras

Foram realizadas trés coletas em 45 tanques de expansdo comunitarios em
trés momentos diferentes nos meses de janeiro, fevereiro e maio de 2013,
totalizando 135 amostras de leite em 23 municipios do Estado de Alagoas:
Batalha (6), Belo Monte (2), Cacimbinhas (2), Craibas (2), Girau do Ponciano (2),
Ibateguara (1), Igreja Nova (6), Jacaré dos Homens (1), Jaramataia (1), Junqueiro
(1), Mar Vermelho (2), Paulo Jacinto (1), Penedo (4), Piacabucu (1), Porto Real
(2), Quebrangulo (1), Sao Braz (1), Sdo Sebastido (1), Senador Rui Palmeira (3),
Tanque D'arca (1), Teotbnio Vilela (1), Traipu (2), Vigcosa (1). Foram coletadas 500
mL de leite de cada amostra, em recipientes de vidro previamente esterilizados e
transportados em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel, para o Laboratorio
Inspecéo de Produtos de Origem Animal da Universidade Federal de Alagoas. As
amostras foram mantidas em temperatura de refrigeracdo (4°C+2°C) até a

realizacdo das analises, no maximo 24 horas ap0s as coletas.
3.2.2 Anédlise Microbiolbgica

Foram transferidos 25 mL da amostra para 225 mL de solucéo salina estéril
0,85%. Amostra e diluente foram homogeneizados para se obter a diluicao inicial
10™. Ap6s a homogeneizacéo, foi transferido 1 mL dessa diluicdo para um tubo
contendo 9 mL de solucdo salina a 0,85% (diluicdo a 10?) até a préxima diluicdo
de 103, para o plagueamento e posterior contagem de fungos filamentosos e
leveduras (em duplicata), segundo a metodologia do American Public Health
Association (APHA, 2001).

Para realizar o plaqueamento foi inoculado 0,1 mL de cada diluicdo em
placas contendo Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC)
previamente preparadas, espalhando o in6culo com auxilio da algca de Drigalski e
incubando a 22-25°C/7 dias.
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A contagem de fungos filamentosos e leveduras foi realizada de acordo
com o método descrito no Compendium of methods for the microbiological
examination of foods (APHA, 2001).

3.2.3 Identificacdo dos Contaminantes Fungicos do leite

ApOs crescimento e contagem, as colbnias foram selecionadas para
preparo de laminas para visualizagdo em microscopia direta. Para os fungos
filamentosos, utilizou-se a técnica da fita adesiva, onde a parte adesiva da fita era
pressionada sobre a colonia e colocada em contato com a lamina de microscépio
contendo uma gota de azul de metileno a 1%. Para visualizagdo do fungo
filamentoso no microscoépio, utilizou-se lentes de aumento objetivas de 40x. Para
a identificacdo das leveduras, foi realizada a técnica de coloracdo de Gram. Para
as leveduras, a visualizacdo das estruturas foi realizada em microscopio Optico,
com lentes de aumento objetivas de 100x, conforme LACAZ, et al. (2002). As
estruturas observadas, foram comparadas com as contidas em atlas de micologia

tanto macro como microscopicamente e identificadas a nivel de género.

3.2.4 Delineamento experimental

As varias categorias estdo representadas como frequéncias e

proporcdes. As variaveis continuas discretas aparecem como medianas.

A comparagao entre proporcdes foi feita por meio do teste “Z” para
duas proporcdes ou por meio do teste do qui-quadrado com procedimento de
Marascuilo para 3 propor¢des. De maneira similar, a comparacdo entre o nimero
de UFC foi feita pelo teste de Mann-Whitney quando apenas dois grupos foram

comparados e pelo teste de Kruskal-Wallis com 3 grupos comparados.
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Para todas as analises adotou-se um valor de alfa igual a 5%. As
analises foram conduzidas com auxilio do pacote estatistico Epi info v.7 (Epi info
Inc, Atlanta, IL).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Levando em conta as instalagbes onde os tanques se encontravam, pode-
se observar que 34/45 tanques estavam em condi¢cdes adequadas de higiene.
Desses, 11 encontravam-se na mesorregido do Agreste alagoano, 15 no Leste
alagoano e 8 no Sertdo de Alagoas. Observou-se que 08/45 tanques
encontravam-se sem forro, e que no entorno de duas das 45 localidades onde os
tanques estavam instalados, estava totalmente desorganizado podendo até
mesmo atrair pragas. 02/45 tanques estavam em local totalmente aberto.
Observou-se também que 04/45 tanques que se encontravam no Sertdo de
Alagoas estavam com temperatura inadequada de armazenamento do leite,
propiciando condicdes satisfatorias para o desenvolvimento de fungos. Dos 45
tanques onde foram coletados os leites, 05 encontravam-se extremamente sujos.
A condicdo ambiental € um fator determinante para as condi¢cdes higiénico
sanitarias dos alimentos, isso explica as contagens elevadas de fungos no leite
provenientes dos tanques de expansao comunitarios.

Outro fator que se deve levar em consideracdo € a heterogeneidade das
amostras. Tanques de expansdo comunitarios podem ter uma quantidade grande
de produtores depositando seus leites, tendo estes produtores conhecimento ou
nao em manipulagcdo de alimentos. A falta de conhecimento na manipulagéo de
alimentos amplia a possibilidade de contaminagcdo, acarretando em altas
contagens devido a falta de controle higiénico-sanitario.

De um total de 135 amostras de leite cru provenientes de 45 tanques de
expansao comunitarios localizados em 23 municipios que compde a cooperativa
de leite do estado, observou-se a presenca de fungos em 129/135 (95,56%) das
amostras analisadas, sendo que os fungos filamentosos estiveram presentes em
125/135 (92,59%) das amostras, ja as leveduras representaram 19/135 (14,07%).
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Com excecao das 06/135 (4,44%) das amostras que nao houve crescimento de
colénias, as col6nias isoladas do restante das amostras apresentaram-se acima
de 5000 UFC de fungos por mL de leite.

Quando se fez uma comparacao das contagens em UFC entre a mediana
dos meses ensolarados e més chuvoso, observou-se que nao houve diferenca
significativa no numero de UFC entre os periodos ensolarado e chuvoso.

Considerando-se as 135 amostras de leite oriundas de tanques de
expansdo comunitarios, a média das contagens em UFC de fungos/mL em mais
de um terco das amostras 49/135 (36,3%) foi de 3,58x10° UFC/mL de leite.
Observou-se também que 26/135 amostras (19,26%) apresentaram alto indice de

contaminag&do, com incontaveis coldnias (>250x10° UFC/mL de leite), (Tabela 1).

Tabela 1. Média de Contagem de fungos filamentosos e leveduras nas amostras
de leite provenientes de tanques de expansdo comunitarios localizados em 23
municipios do Estado de Alagoas nos meses de janeiro, fevereiro e maio de 2013.

Numero de Contagem de fungos filamentosos e
Amostras % amostras leveduras (Média em UFC/g)
06 4,44 0
07 5,18 5x 10°
37 27,41 3,64x 10*
49 36,30 3,58x 10°
10 7,41 2x 10°
26 19,26 Incontével
TOTAL 135 100,00

Fonte: Autora, 2014.

Quando comparadas as medianas entre as quantidades de unidades
formadoras de colonias de fungos/mL de leite cru colhidas de tanques de
expansdo das mesorregides de Alagoas; observa-se que nao houve diferenca
significativa entre a mesorregido sertdo e as mesorregides leste e agreste , nem

mesmo quando a amostra foi analisada em més chuvoso (maio), (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacdo da mediana em UFC, das amostras de leite provenientes
de tanques de expansdo comunitarios localizados entre as 3 diferentes
mesorregidoes do Estado de Alagoas nos meses de janeiro, fevereiro e maio de
2013, estratificado por més da coleta.

Més Mesorregiao “n” Mediana P-valor? Dunn?
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Agreste 12 32500

Janeiro Leste 17 10000 0,562 N&o houve diferencas
Sertéo 8 112500
Agreste 13 20000

Fevereiro Leste 17 70000 0,596 N&o houve diferencas
Sertéo 8 385000
Agreste 13 155000

Maio Leste 10 135000 0,393 N&o houve diferencas
Sertéo 10 302500

1 P-valor referente ao teste de Kruskal-Wallis.
2Teste post-hoc de Dunn indica entre quais grupos esta a diferenca significativa (se houver).
Fonte: Autora, 2014.

Em relacdo ao numero de Unidades Formadoras de Coldnias de
fungos, onde o crescimento foi em grande escala, sendo impossivel sua
contagem mesmo a coleta sendo feita em momentos diferentes e estagéo
diferente (més ensolarado - janeiro e fevereiro; e chuvoso - maio); ndo houve
diferenca significativa da frequéncia das amostras com o periodo da coleta.
Embora que, na mesorregido do Sertdo, a contagem de fungos nos dois primeiros
momentos tenha sido significativamente maior que nas outras mesorregides. Ja
no més de maio, a mesorregido Leste onde estava sendo impossivel a contagem,
0 numero de amostras apresentou-se maior que as outras mesorregides em

relacdo a quantidade de amostras (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacédo entre as frequéncias de amostras de leite de tanques de
expansdo comunitarios dos 23 municipio do Estado de Alagoas com incontaveis
UFC entre as 3 diferentes mesorregides, estratificado por més da coleta (janeiro,
fevereiro e maio de 2013).

Més Mesorregido  Frequéncia  P-valor? Marascuilo?
(%)
Agreste 3/15 (20%)
Janeiro Leste 0/17 (0%) 0,023 Entre Leste e Sertéao
Sertédo 5/13 (38,4%)
Agreste 2/15 (13,3%)
Fevereiro Leste 0/17 (0%) 0,015 Entre Leste e Sertéao

Sertdo 5/13 (38,4%)
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Agreste 2/15 (13,3%)
Maio Leste 7117 (41,1%) 0,194 N&o houve diferencas
Sertao 3/13 (23,07%)

1 p-valor referente ao teste do qui-quadrado para as 3 propor¢des de cada més.

2Procedimento de Marascuilo indica entre quais proporcdes estd a diferenca significativa (se
houver).

Fonte: Autora, 2014.

Os dados obtidos no estudo permitiram observar a grande variedade
de géneros de fungos isolados das amostras de leite analisadas, que totalizaram
18 géneros, dentre leveduras e fungos filamentosos (Tabela 4).

As frequéncias de isolamentos de 18/135 (13,33%) Penicillium spp.
(Figura 1e 2), 32/135 (23,70%) Absidia sp., 85/135 (62,96%) Aspergillus spp.
(Figura 1 e 2), 45/135 (33,33%) Fonsecaea sp. (Figura 1 e 2) e 19/135 (14,07%)
Candida sp. (Figura 2), foram estatisticamente maiores quando comparadas com

as dos demais fungos isolados (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de isolamento dos fungos em amostras de leite
provenientes de tanques de expansao comunitarios localizados em 23 municipios

do Estado de Alagoas nos meses de janeiro, fevereiro e maio de 2013.

Microrganismo identificado NUumero de amostras %
Absidia sp. 32 23,70
Aspergillus spp. 85 62,96
Actinomadura sp. 02 1,48
Alternaria sp. 09 6,67
Blastomyces sp. 12 8,89
Candida spp. 19 14,07
Coccidioidis sp. 16 11,85
Contaminacédo por bactérias 71 52,59
Epidermophyton sp. 01 0,74
Exserohilum sp. 02 1,48
Fonsecaea sp. 45 33,33
Geotrichum sp. 02 1,48
Microsporum sp. 04 2,96
Penicillium spp. 18 13,33
Pseudallescheria sp. 01 0,74
Scedosporium sp. 01 0,74
Sporothrix sp. 01 0,74
Stacylidium sp. 01 0,74
Trichophyton spp. 12 8,89

Fonte: Autora, 2014.
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FIGURA 1 — Colobnias isoladas de fungos filamentosos e leveduras nas
amostras de leite provenientes de tanques de expansao comunitario no

Estado de Alagoas no ano de 2013.

Fonte: Autora, 2014.

A - Aspergillus sp.
B - Fonsecaea sp.

C - Penicillium sp.
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Figura2 Microscopia das coldnias isoladas de fungos filamentosos e Leveduras
das amostras de leite provenientes de tanques de expansdo comunitario no

Estado de Alagoas no ano de 2013.

Ve

Fonte: Autora, 2014.

A - Aspergillus sp
B - Candida sp

C - Penicillium sp
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D - Aspergillus sp
E - Fonsecaea sp

F - Penicillium sp

Nesse estudo, foi isolado uma variedade de fungos filamentosos e
leveduras a partir de todas amostras de leite colhidas de tanques de expansao
comunitarios. E esses microrganismos podem estar associados a quadros de
micoses oportunistas, que séo infeccbes causadas por fungos de baixa viruléncia,
gue podem conviver de forma pacifica com o hospedeiro. No entanto, quando ha
condicBes que favorecem seu desenvolvimento, esses podem ser patdgenos ao
homem (RUZ-PERES et al., 2010).

VACHEYROU (2011) analisou amostras de leite cru em 16 fazendas na
Franca e encontrou fungos de diversos géneros como: Alternaria spp., outros
fungos,  Cladosporium  spp., Eurotium  spp., Leveduras brancas,
Leveduras vermelhas, Mucorales spp., Penicillium spp. e Wallemia sebi.

PEREIRA et al. (2013) ao observar os aerobios mesofilos em leites
UHT encontrou 26,2% de fungos filamentosos e leveduras no total das amostras.
Dentre os 26,2% fungos, houve predominio de fungos filamentosos com 67,8% e
leveduras corresponderam a 32,2%. Segundo a literatura, o género Candida sp. &€
0 mais comum presente em leite e ndo provoca alteragdes significativas no
produto (TRONCO, 2008). A presenca de fungos filamentosos e leveduras é um
indicativo de praticas sanitarias insatisfatorias e também para os produtos
beneficiados pode estar relacionada a falhas no tratamento térmico,
contaminacdo pos-processamento ou problemas na contaminacdo da embalagem
(PEREIRA et al., 2013).

RUZ-PERES et al. (2010), avaliando a resisténcia de fungos
filamentosos e leveduras isolados de leite cru bovino a pasteurizacéo e fervura,
observou em seu estudo que 27 estirpes de fungos filamentosos; 33,33%, 0% e
0%, respectivamente, foram resistentes a pasteurizacdo rapida, a pasteurizacéo
lenta e a fervura. Em relacdo as estirpes de leveduras, de um total de 275

pY

estirpes; 76%, 1,09% e 17,45% foram resistentes a pasteurizacdo rapida, a
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pasteurizacdo lenta e a fervura, respectivamente. Em virtude de que a maioria dos
produtores de derivados lacteos utilizam em sua tecnologia de fabricacdo a
pasteurizacdo rapida como ferramenta para reducéo da carga microbiana do leite;
a resisténcia de leveduras e fungos filamentosos, apds a realizacdo de tratamento
térmico, representa um risco para o consumo de leite e seus derivados.

Ao analisar o nivel de contaminacdo por fungos em 60 amostras de
leite cru e 40 amostras de produtos lacteos provenientes de pequenas industrias;
TORKAR e VENGUS (2008) observaram a presenca de fungos em 95% do leite
cru e 63,3% dos produtos lacteos, onde 51,5% das amostras estavam
contaminadas com o fungo do género Geotrichum.

DELAVENNE et al. (2011) caracterizando os contaminantes fungicos
dos leites de vaca, cabra e ovelha de nove amostras de leites provenientes de
tanques localizados em trés diferentes areas na Franca, encontrou valores
médios de contagem de fungos filamentosos e leveduras que variaram de 3.0x10°
a 4.7x10" UFC/mL, independentemente da sua origem.

MELVILLE (2006) colheu amostras de leite de 50 tanques de
refrigeracdo provenientes de propriedades de exploracéo leiteira em 3 regides do
interior do estado de Sao Paulo, considerando as 50 amostras de leite oriundas
de tanques de refrigeracdo, a mediana das contagens de U.F.C. de fungos/mL foi
de 28,5 x 10%mL (0,16 a 332,50 x 10%/mL) de leite. Observou a presenca de
fungos em todas as amostras de leite oriundas de tanques de refrigeracdo e
foram isolados os seguintes fungos filamentosos e leveduras: Aureobasidium
spp., Candida spp. (C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr, C. albicans, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. tropicalis), Rhodotorula spp., Geotrichum spp.,
Trichosporon spp., Mucor spp., Aspergillus spp., Chrysosporium spp.,
Acremonium spp., Penicillium spp. As frequéncias de isolamentos de C. krusei
(70%), C. tropicalis (54%), C. guilliermondii (52%), C. kefyr (34%), Geotrichum
spp. (52%) e Rhodotorula spp. (40%), foram estatisticamente maiores (p < 0,05)
guando comparadas com as dos demais fungos isolados. Segundo o autor a
contagem elevada e a variedade na contaminacao fungica dos leites provenientes

dos tanques de expansdo poderia estar associada a deficiéncias quanto as
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condi¢cBes higiénicas de obtencdo e acondicionamento do produto. No presente
estudo, por sua vez, observou-se que com excecao dos 4,44% das amostras que
nao houveram crescimento de colonias, as colonias crescidas do restante das
amostras apresentaram-se acima de 5000 UFC de fungos por mL de leite. Entre
os estudos de contagens de bolores e leveduras com leite discutidos neste
trabalho, observa-se que neste, apresentou contaminagdo maior que os estudos
dos autores citados.

A legislacdo brasileira ndo regulamenta limites aceitaveis de fungos
filamentosos e leveduras em leite. No entanto, observa-se que a contagem
elevada desses microrganismos indica condi¢cdes inadequadas de obtencéo, bem
como higiene insatisfatoria dos tanques de expansao onde sdo acondicionados 0s
leites até seu processamento. Deve-se observar atentamente que a presenga em
alta contagem desses fungos acarreta em problemas, como: infeccfes, micoses
oportunistas e até mesmo a formacao de seus metabdlitos, como as micotoxinas.

As boas praticas agropecudrias de transporte e de armazenagem
continuam sendo a melhor forma de prevenir a contaminagao de alimentos por
altas contagens de fungos filamentosos e leveduras. Assim, estratégias e
procedimentos legais sdo necessarios na agropecudria e na indastria de
alimentos para assegurar a qualidade de produtos de origem animal (QUEIROZ et
al., 2009).

O Género Candida tendo como principal espécie a C. albicans pode ser
isolado a partir de mucosa vaginal, pele, orofaringe e fezes, podendo causar
infeccbes. Ao caracterizar os fungos nesse estudo, observou-se que 14,07% das
amostras apresentaram leveduras do género Candida. ZARAGOZA et al. (2011),
em sua pesquisa de identificacdo de leveduras das glandulas mamaéarias de
animais com mastite, analisou o leite de animais sadios e em diferentes estagios
da mastite. Em sua pesquisa, dos leites dos animais analisados, 44.32%
apresentavam um quadro de mastite clinica. Também observou que 25.75% do
total de leites analisados apresentava presenca de leveduras do género Candida

de diferentes espécies.
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A fim de se obter um leite de boa qualidade, os cuidados devem ser
dirigidos primariamente ao campo, onde o0 leite esta mais sujeito a contaminacao.
Para isso, sdo necessarias adocao de boas praticas agropecuarias, com obtencao
higiénica do leite. Dessa forma, os ordenhadores deverdo receber treinamento
periédico, a fim de minimizar todas as formas de contaminac&o no leite. E de
fundamental importancia o resfriamento do leite através de tanques de expanséo,
no entanto, esse resfriamento devera ser o mais rpido possivel, sendo
necessario logo apdés a ordenha, em tanques previamente limpos e higienizados
(TEIXEIRA, 2014). Nesse estudo, pdde-se observar um numero consideravel de
género de fungos nas amostras de leite dos tanques de expansdo comunitarios,
somente fazendo uso de medidas higiénicas adequadas € que serd possivel a
redugéo da carga microbiana e consequentemente, evitar os problemas causados

por esses microrganismos.
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4. CONCLUSAO

A contaminagdo por fungos no leite armazenado em tanques de
expansdo, acontece devido aos seguintes condicionantes: manejo da ordenha
com higiene insuficiente, temperatura inadequada de armazenamento,
heterogeneidade das amostras provenientes de varias propriedades, instalacfes
inadequadas dos tanques de expansao; esses fatores contribuem para o aumento
da carga microbiana no leite, tornando-se um risco para a saude publica.

Os microrganismos fangicos de maior contaminacdo no leite
proveniente de tanques de expansdo comunitario no Estado de Alagoas sao
filamentosos, e as altas contagens e grande variedade desses contaminantes
derivam provavelmente das préaticas agropecudrias inadequadas e higiene

insuficiente nos tanques de expansao.
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