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RESUMEN

La leche es un alimento altamente nutritivo y consumido por gran parte de la poblacién,
y debido a su composicién nutricional, su calidad puede ser alterada por la cantidad
de microorganismos presentes. El objetivo de este estudio fue evaluar la calidad
microbiolégica de la leche cruda proveniente de tanques de expansion comunitarios
en el estado de Alagoas. Se recolectaron asépticamente 160 muestras de leche en
las tres mesorregiones del estado para analisis microbioldgicos. Se observé que el
10,83% (13/120) de las muestras tenian recuentos de Staphylococcus coagulasa
positiva inferiores a 105 UFC/mL y el 10,83% (13/120) tenian recuentos superiores a
105 UFC/mL. Para coliformes se encontré que el 18,8% (30/160) de las muestras
tenian recuentos inferiores a 1,1x103 NMP/mL y el 81,2% (130/160) de las muestras
tenian valores superiores a 1,1x103 NMP/mL. Se constato la ausencia de Salmonella
spp. Y Listeria spp. en todas las muestras. Aeromonas spp. se encontré en el 28,7%
(46/160) de las muestras. Para los microorganismos mesdofilos, el 15% (24/160) de las
muestras se encontraban dentro del estandar requerido por la legislacion, mientras
gue el 85% (136/160) estaban fuera del limite establecido de hasta 6x105 UFC/mL.
Los recuentos de microorganismos psicrotroficos fueron superiores a 5x106 UFC/mL
en el 41,9% (67/160) de las muestras analizadas. Se concluye con este estudio que
los elevados recuentos de microorganismos en la leche analizada y la temperatura
inadecuada de los tanques en el momento de la recolecciéon permiten obtener un
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producto de baja calidad, debido a la accion deterioradora o patégena del
microorganismo. Por lo tanto, se sugiere la implementaciéon de buenas practicas
durante el ordefio, transporte y almacenamiento de la leche cruda refrigerada, para
prevenir la contaminacioén de la materia prima, garantizando un producto de calidad
certificada.

Palabras clave: Microbiologia de los Alimentos, Produccion Animal, Seguridad

Alimentaria.
1 INTRODUCCION

En la dltima década, ha habido un crecimiento significativo en la ganaderia lechera de
Brasil, resultado relacionado con la mejora en el desarrollo productivo, lo que ha
llevado al pais a estar clasificado como uno de los principales en la actividad lechera,
alcanzando la marca de 33,8 mil millones de litros por afio, donde obtuvo la reputacion
de ser el tercer mayor productor mundial de leche durante el afio 2018 (Embrapa Gado
de Leite, 2020).

Ante este potencial para la explotacion lechera y el alto crecimiento de la produccion,
es de suma importancia que la calidad acomparie el desarrollo productivo. La garantia
de calidad en la materia prima promueve un mayor rendimiento de los productos
beneficiados en la industria, asi como también reduce los riesgos inherentes a la
seguridad alimentaria de la leche que no cumple con los estandares requeridos por la

legislacién (Guimaraes et al., 2020).

Por tanto, el control de calidad de la leche debe abordarse de acuerdo con los analisis
microbiolégicos en la leche cruda, por lo que altas recuentos de microorganismos
mesofilos y psicrotréficos, que tienen accién patdégena y deteriorante respectivamente,
representan una limitacion para el procesamiento, asi como un riesgo para la salud

publica (Maciel; Birkheuer; Rempel, 2018).

Es importante destacar que la calidad de la leche producida en Brasil no cumple con
los estandares microbiolégicos establecidos (Hervert; Alles; Martin, 2020), y altas
recuentos de microorganismos patdgenos no garantizan la seguridad alimentaria,

como por ejemplo: Staphylococcus coagulasa positiva, meséfilo comunmente
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asociado con brotes de toxiinfecciones alimentarias (Oliveira; Oliveira; Moraes, 2020);
Enterobacteriaceas que reducen la vida util y causan diversas enfermedades de
interés para la salud publica como la Salmonelosis (Schu y Zat, 2023); Aeromonas sp.
que se multiplican bajo refrigeracion en la leche y son fuertes formadores de biofilm
(Canellas y Laport, 2022); Listeria monocytogenes, que tiene un potencial patégeno y
se transmite a través de la leche cruda refrigerada causando Listeriosis en humanos
(Silva; Lopes; Bastos, 2022).

Por lo tanto, para mejorar la calidad microbioldgica de la leche cruda, la publicacion
de la Instrucciéon Normativa N° 76 (Brasil, 2018) establece los requisitos minimos para
los productores con el fin de adecuar la produccion, identidad y calidad de la leche.
Es extremadamente importante monitorear los microorganismos contaminantes en la
leche, provenientes de condiciones de manejo, higiene o relacionadas con la salud
animal (Rosa et al., 2023). Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la calidad
microbiolégica de la leche cruda proveniente de tanques de expansion comunitarios

en el estado de Alagoas.
2. MATERIALES Y METODOS

Se recogieron 160 muestras de leche adquiridas entre enero y agosto de 2013,
periodo que abarca las estaciones de verano e invierno del noreste brasilefio,
realizadas en cuatro momentos diferentes (enero, febrero, mayo y agosto),
procedentes de tanques de expansidn pertenecientes a una cooperativa de

productores de leche del estado de Alagoas.

El estudio se llevé a cabo en 23 municipios pertenecientes a las tres mesorregiones
del estado, que presentan diferentes caracteristicas en términos fisicos, econémicos,
sociales y culturales (Agreste Alagoano, Leste Alagoano y Sertdo Alagoano), siendo
el agreste alagoano la region con el mayor nimero de municipios en el estudio, y la

mayor cantidad de muestras provenia de la region este del estado.

Las muestras de leche se recolectaron en frascos esterilizados de aproximadamente

500 mL, verificando previamente la temperatura del tanque de expansion, y se
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almacenaron en cajas isotérmicas. En el laboratorio, la preparacion de las muestras
se realiz6 de acuerdo con la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO) 6887-
2. De esta manera, se preparo la suspension inicial y sus diluciones, de las cuales se
retiraron, de manera aséptica, 25 mL de leche de cada muestra, se afiadieron a 225
mL de agua peptonada tamponada (APT), se homogeneizé en el homogeneizador
Stomacher durante dos minutos para obtener la suspension inicial (dilucion 10-1),
seguido de diluciones sucesivas (10-2, 10-3, 10-4, 10-5), totalizando 120 muestras para
analisis microbioldgicos. Para los analisis de Staphylococcus coagulasa positiva,
Salmonella spp. y Listeria spp. se siguio la metodologia de la ISO 688-2, ISO 6579 e
ISO 11290-1 respectivamente (1ISO, 2002; ISO, 2003).

En el analisis para el recuento de coliformes se utilizo la técnica del nUmero mas
probable (NMP.g-1), segun el protocolo recomendado por Silva et al. (2001). Para la
investigacion de Aeromonas spp., se inocul6 100 pL de todas las diluciones en placas
de Petri de tamafio 90x15mm conteniendo medio "Aeromonas Medium Base",
distribuyendo el inéculo en la superficie en duplicado, seguido de la incubacion en una
estufa bacteriolégica a 30 °C durante 24-48 horas, y la lectura de la presencia de
colonias caracteristicas. El recuento de bacterias psicrotréficas se realizé sembrando
en la superficie 0,1 mL de las diluciones en placas de Petri conteniendo el medio de

cultivo Plate Count Agar (PCA) solidificado en duplicado.

Las placas se colocaron en una estufa a 7°C durante 7 dias, realizando el recuento
de las unidades formadoras de colonias. A partir de los datos obtenidos, se expresaron
los resultados en UFC/mL (Brasil, 2003). Para el recuento de bacterias mesofilas, se
deposité 1 mL de cada diluciébn seleccionada en placas y luego se afiadieron
aproximadamente 15 a 20 mL de Plate Count Agar (PCA) fundido en bafio maria a
46-48°C, homogeneizando el agar con el in6culo en duplicado y dejando solidificar,

seguido de la incubacion a 36°C durante 48 horas.

Los céalculos del numero de microorganismos presentes en la muestra del andlisis se
expresaron en UFC/mL (Brasil, 2003). El analisis de los datos se realiz6 mediante
estadisticas descriptivas, y para evaluar la asociacion entre los resultados de los

parametros investigados y los momentos de recoleccion, se realizé un andlisis
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univariado a través de la prueba de Chi-cuadrado (Sampaio, 1998). Se utiliz6 el
programa SPSS for Windows, version 19,0 - Statistical Package for the Social Science,

para la ejecucion de los céalculos estadisticos.
3. RESULTADOS Y DISCUSION

Se observdé que el 78,3% (94/120) de las muestras fueron negativas para
Staphylococcus Coagulasa Positiva (SCP), difiriendo de lo encontrado por Martins;
Araujo; Ribeiro (2023) quienes realizaron una investigacion sobre Staphylococcus
Coagulasa positiva y la susceptibilidad antimicrobiana de leche cruda comercializada
en las calles del municipio de Agailandia-MA y encontraron el microorganismo en el
100% de las 120 muestras de leche cruda. Segun la mayoria de los productores que
envian la leche producida a los tanques estudiados, los casos de mastitis en los
rebafios son poco frecuentes, lo que puede explicar el alto porcentaje de muestras

negativas para este microorganismo.

De acuerdo con un estudio realizado por Nascimento et al. (2023), estos
microorganismos pueden estar presentes en el conjunto de tetinas, en el equipo de
ordefio y en las manos de los ordefiadores, transmitiéndose a los animales, causando
mastitis y afectando la calidad de la leche mediante las toxinas producidas por estos

microorganismos.

Dado que la Instruccion Normativa vigente n° 76, del Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Abastecimiento (MAPA), no establece estandares microbiol6gicos para
Staphylococcus coagulasa positiva en leche cruda, el mayor porcentaje de las
muestras descritas por estos autores estaba dentro del limite establecido por el tratado
que instituye la Comunidad Europea, que es el reglamento (CE) n° 1441/2007, que
establece para el recuento de SCP en leche cruda un valor de 105 UFC/g. De acuerdo
con este parametro, el 10,83% (13/120) de las muestras de este estudio estaban
dentro de este limite, mientras que el 10,83% (13/120) presentaron recuentos
superiores a 105 UFC/mL, lo que segun Costa y Dias (2013), los valores superiores a
105 UFC/mL se consideran significativos para causar intoxicacion alimentaria por

Staphylococcus Coagulasa Positiva.
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Para los coliformes se encontré que el 18,8% (30/160) de las muestras tenian
recuentos inferiores a 1,1x103 NMP/mL y el 81,2% (130/160) de las muestras tenian
valores superiores a 1,1x103 NMP/mL, no coincidiendo con los de Silva et al., (2010)
quienes analizaron 33 muestras de leche cruda en el municipio de Umuarama, PR, y
solo el 12,12% (4/33) fueron superiores a 1,1x103 NMP/mL.

Se puede correlacionar el elevado nimero de coliformes encontrados con la mala
calidad del agua utilizada por algunos productores para la limpieza de utensilios y de
los tanques de enfriamiento debido a las regiones mas castigadas por la sequia,
ademas, se observé que los mayores indices se encontraron precisamente en los
meses menos lluviosos. Dado que, segun Silva, Lopes y Oliveira (2019), la presencia
de coliformes puede provenir del agua de mala calidad utilizada en la limpieza de
equipos, utensilios y manos de los ordefiadores.

En los resultados encontrados por Freitas, Travassos y Maciel (2013), quienes
analizaron muestras de leche cruda producidas en el estado de Paraiba, encontraron
que el 44,44% (4/9) tenia valores por encima de 1,1x103 NMP/mL, lo que se refleja
en la obtencién de productos derivados que no cumplen con los estandares exigidos
por la legislacion. Como los coliformes se inactivan durante la pasteurizacion, su
presencia en leche pasteurizada por encima del limite permitido por la ley es una alerta
de que hubo un procesamiento inadecuado de la leche cruda o una contaminacion

posterior al procesamiento (Craven; Mcauley; Hannah, 2021).

Segun Leira, Botelho y Santos (2018), en el periodo de 2012 a 2021, hubo 6,347
notificaciones de enfermedades transmitidas por alimentos en Brasil, donde las
bacterias Escherichia coli y Salmonella spp, (Enterobacteriaceae), y Staphylococcus

aureus (Staphylococcaceae) fueron los principales agentes etiolégicos involucrados.

Se observo la ausencia de Salmonella spp. y Listeria spp. en todas las muestras
probadas en este estudio. Por otro lado, Yamaguchi et al. (2013) encontraron
Salmonella spp. en el 1,57% (4/255) de las muestras de leche en polvo provenientes
de empresas procesadoras de alimentos en la ciudad de Maringa-PR.
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Es importante destacar que los brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
asociados con la leche pasteurizada son frecuentes, especialmente cuando la leche
cruda tiene un alto recuento de microorganismos, lo que favorece una mayor
supervivencia de estos y la contaminacion posterior a la pasteurizacion (Calahorrano-

Moreno; Ordofiez-Bailon; Baquerizo-Crespo, 2022).

Conceicéo et al. (2023) no encontraron Listeria ni Salmonella spp. en ninguna de las
15 muestras de quesos artesanales en ferias del municipio de Sao Luiz en Maranhéo,
lo que coincide con los resultados encontrados en este estudio.

Aeromonas spp. se encontro en el 28,7% (46/160) de las muestras analizadas, lo que
no coincide con Cereser et al. (2013), quienes analizaron Aeromonas spp. en 25
muestras de leche cruda y encontraron Aeromonas spp. en el 96% (24/25), y
destacaron que la leche cruda contaminada con Aeromonas spp. es la mayor fuente

de contaminacion en los lacteos.

En Brasil no hay regulacion para la calidad microbioldgica de la leche cruda en relaciéon
con los microorganismos psicrotréficos. Segun Cruz et al. (2019), es inviable utilizar
leche con recuentos de microorganismos psicrotréficos superiores a 5,0 x 106
UFC/mL. De esta forma, el 41,9% (67/160) de las muestras analizadas tenian

recuentos de estos microorganismos superiores a 5,0 x 106 UFC/mL.

Las muestras con recuentos elevados observados pueden estar relacionadas con la
permanencia de algunos tanques con grandes cantidades de leche durante mas de
48 horas debido a la dificultad de acceso del camidn recolector en ciertas localidades.
Ademas, también se observaron condiciones precarias de higiene en algunos cubos

y tanques de expansion.

La Instruccion Normativa n°® 76 de 2018 establece una temperatura para la
refrigeracion de la leche en tanques de expansion comunitarios de hasta 7°C, por lo
tanto, el 75% (120/160) de las muestras estaban en conformidad con lo establecido
por la legislacion (Tabla 1).
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Tabla 1 - Temperaturas de enfriamiento de la leche encontradas

TEMPERATURA N
Por debajo de 7°C 120
Por encima de 7°C 40
Total 160

Fuente: Instruccion Normativa N° 76 de 2018.

Es necesario informar que durante la investigacion, la region del sertéon alagoano
experimento una lamentable falta de energia en el momento de las recolecciones, este
hecho afecta el mantenimiento de la temperatura de refrigeracion de los tanques de
expansion comunitarios y justifica la falta de conformidad encontrada en algunas

muestras de leche cruda.

En el mes de mayo se observaron las temperaturas mas altas, lo que favorece el
crecimiento de microorganismos mesodfilos y coliformes a 45°C, de los cuales se

encontraron altos recuentos en el estudio (tabla 2).
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Tabla 2 - Resultados de los parametros analizados en muestras de leche procedentes de tanques de

expansion de propiedades en el estado de Alagoas, 2013

MESES

. TOTAL

VARIAVEIS Janeiro Fevereiro Maio Agosto Valor P
N Positivos N Positivos N Positivos N Positivos N Positivos

SCP
< 100000 UFC/mL 40 10(25,0%) 40 - 40 0(0,0%) 40 3(7,5%) 120 13 (10,83%) Indefinido
> 100000 UFC/mL 40 5(12,5%) 40 - 40 3 (7,5%) 40 5(12,5%) 120 13(10,83%)
Coliformes fecais a
45°C
<1100 NMP/mL 40 4(10,0%) 40 4(10,0%) 40 2(5,0%) 40 20(50,0%) 160 30(18,8%) <0,001*
> 1100 NMP/mL 40 36(90,0%) 40 36(90,0%) 40 38(95,0%) 40 20(50,0%) 160 130(81,2%)
Mesofilos
< 600000 UFC/mL 40 8(20,0%) 40 6(15,0%) 40 4(10,0%) 40 6(15,0%) 160 24 (15%) 0,666
> 600000 UFC/mL 40 32(80,0%) 40 34(85,0%) 40 36(90,0%) 40 34(85,0%) 160 136 (85%)
Psicotréficos
< 5000000 UFC/mL 40 28(70,0%) 40 30(75,0%) 40 21(52,5%) 40 14(35,0%) 160 93 (58,1%) 0.001%
> 5000000 UFC/mL 40 12(30,0%) 40 10(25,0%) 40 19(47,5%) 40 26 (65,0%) 160 67 (41,9%)
Aeromonas sp. 40 0(0,0%) 40 6(15,0%) 40 40(100,0%) 40 0(0,0%) 160 46 (28.7%) <0,001*
Listeria sp. 40 0 (0,0%) 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 160 0 (0,0%) 1,000
Salmonella sp. 40 0(0,0%) 40 0(0,0%) 40 0 (0,0%) 40 0(0,0%) 160 0(0,0%) 1,000

N - Amostras; SCP - Staphylococcus Coagulase Positivos; * Associagio significativa

Fuente: Autores, 2023.

Ademas de la temperatura de almacenamiento de la leche, el tiempo es igualmente
importante para comprometer la calidad, y segun Luz et al. (2011), la calidad
microbiolégica de la leche proviene de las condiciones de higiene durante el ordefio,
la limpieza de utensilios y equipos antes y después de la pasteurizacion, ya que la
leche ofrece excelentes condiciones para la multiplicacion de microorganismos en

poco tiempo.

Al tratarse de un alimento completo en términos nutricionales, la leche sirve como
sustrato para el desarrollo de microorganismos, por lo tanto, la multiplicacién de
bacterias psicrotroficas en la leche deteriora el material proteico y lipidico incluso

después de haber sido procesado industrialmente (Maciel; Birkheuer; Rempel, 2018).

Para el andlisis de microorganismos mesdfilos, el 85% (136/160) estaba fuera del
limite establecido en 6x105 UFC/mL (Brasil, 2011), en contraste con Citadin et al.

(2009), quienes analizaron la calidad microbiolégica de la leche cruda refrigerada en
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31 muestras de propiedades lecheras en Parand y encontraron que el 25,8% (8/31)

estaba fuera del estandar establecido.

La leche proveniente de los tanques con altas temperaturas encontradas en este
estudio favorecio la multiplicacion de microorganismos mesofilos. Amorim et al.
(2023), en su estudio sobre la evaluacion fisico-quimica y microbioldgica de las natas
UHT, también encontraron valores de aerdbicos mesoéfilos por encima del estandar, lo

gue caracteriza las muestras como no aptas para el consumo humano.

Por lo tanto, es necesario investigar la calidad, implementar las acciones correctivas
necesarias, evaluar la seguridad del consumo y garantizar la retirada de los productos
lacteos que representen un riesgo o perjuicio para la salud del consumidor, ya que
estas bacterias sefalan la presencia de patdégenos o toxinas, promoviendo la
insalubridad del alimento (Brasil, 2022).

Sin embargo, la microbiota presente en la leche presenta una gran diversidad,
dependiendo principalmente de las condiciones higiénicas del ordefio, los utensilios y
los equipos, la conservacion de la leche, el tiempo y la temperatura de
almacenamiento, la calidad microbioldgica del agua, las condiciones climéaticas y los
indices de mastitis (Vallin et al., 2009).

4. CONCLUSION

Se concluye con este estudio que los altos recuentos de microorganismos en la leche
analizada y la temperatura inadecuada de los tanques en el momento de la recoleccion
resultan en la obtencion de un producto de baja calidad, debido a la accién
deteriorante o patogénica de los microorganismos. Se sugiere la implementacion de
buenas préacticas para la prevencién de la contaminacion y el crecimiento microbiano

en la cadena productiva de la leche para garantizar un producto de calidad.
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