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Por ser um alimento rico em componentes nutritivos, o leite é um ótimo meio de cultura para vários 
microrganismos. Quando obtido ou processado em más condições higiênico-sanitárias, pode tornar-se 
importante veículo de transmissão de patogenias ao homem ( HOFFMANN et al., 1999; PONSANO et 
al., 1999; FRANCO et al., 2000) .Os processos de beneficiamento garantem a qualidade do leite. O 
tratamento térmico é relevante na evolução da tecnologia alimentar . Ele é eficiente se for respeitado o 
binômio  tempo  X  temperatura,  para  que  sejam  eliminados  os  microrganismos  e  preservadas  as 
características sensoriais e o valor nutricional do produto. No mercado são encontrados leites tratados 
pelo calor, como é o caso do leite pasteurizado, e leite submetido a ultra alta temperatura (UAT) ou 
longa vida (PRATA, 1998). O tratamento térmico é um processo de grande importância na evolução 
da tecnologia alimentar , garantindo a qualidade dos produtos a ele submetido. O termo UAT é usado 
para  designar  produtos  lácteos  submetidos  ao  tratamento  em  alta  temperatura  e  embalados 
assepticamente  (DUNKLEY  e  STEVENSON,  1987). Apesar  de  o  tratamento  UAT  eliminar 
totalmente as formas vegetativas de microrganismos presentes no leite, formas esporuladas, altamente 
resistentes  ao  calor  poderão  estar  presentes  no  produto,  decorrentes  das  condições  precárias  de 
obtenção da matéria-prima (FOSCHINO et al., 1990; SCHOCKEN- ITURRINO et al., 1996).  E uma 
das principais bactérias esporuladas resistentes ao calor e de importância na microbiologia alimentar, 
pertencem ao gênero Bacillus, a espécie B. cereus (ROBINSON e PHILL, 1987)

O presente  trabalho,  tem por  objetivo  verificar,  durante  as  etapas  da  produção  e  da  vida 
comercial do leite UAT, pontos ou situações que possam comprometer sua qualidade no que se refere 
à contaminação por  Bacillus cereus  e,  em seguida,  avaliar o potencial  enterotoxigênico das cepas 
isoladas e realizar estudo epidemiológico das mesmas através de PCR-RAPD.

Para isto, foram analisados, quanto a presença e população de  Bacillus cereus, seis lotes de 
leite,  cada  um destes  lotes  composto  de  10  tipos  de  amostras  (leite  cru  no  início  e  no  final  do 
enchimento do tanque de recepção, leite pasteurizado no início e final do enchimento do tanque de 
armazenagem,  leite  UAT recém obtido e  aos  30,  60,  90,120 e  150 dias  de  armazenamento),  em 
número de 5 por ponto de colheita, totalizando 300 amostras.  No laboratório, para a contagem de 
Bacillus  cereus,  inicialmente  foram  preparadas  diluições,  pipetando-se  25  mL  da  amostra  e 
transferindo para um frasco tipo Erlenmeyer contendo 225 mL de água peptonada a 0,1%  (diluição 
10-1).  A partir  desta diluição inicial  foram preparadas diluições  até 10-7,  empregando-se o mesmo 
diluente. Em seguida, 0,1 mL de cada uma das diluições foram inoculados em placas de Petri contendo 
ágar manitol-gema de ovo-polimixina B (MYP). Após distribuição do inóculo com alça de Drigalsky, 
as placas foram  incubadas a 30oC por 18 a 40 horas e, ao final do período, foram contadas as colônias 
que se apresentavam róseas, de aspecto rugoso e seco, medindo entre 3 e 6 mm de diâmetro, rodeadas 
por um halo esbranquiçado formado pela ação da lecitinase. Cinco colônias com estas características 
foram transferidas para tubos de ensaio contendo ágar soja triptona (TSA) inclinado e, após incubação, 
foram submetidas às provas da catalase, da motilidade, da redução do nitrato a nitrito, de Voges-
Proskauer, da fermentação anaeróbica da glicose, da hemólise em sangue de carneiro e do crescimento 
rizóide, para a caracterização como pertencentes ao grupo do  Bacillus cereus.  Para a pesquisa do 
Bacillus cereus 10 mL de cada uma das amostras de leite foram enriquecidas em 90 mL de caldo soja 
triptona adicionado de polimixina B na proporção de 20 ug/mL e o conjunto incubado a 30oC por 24 a 
48  horas.  Após  a  incubação  foi  realizado  plaqueamento  em  ágar  MYP e  as  colônias  sugestivas 
caracterizadas conforme já descrito.

As populações de Bacillus cereus variaram de < 1,0x101  a 2,0x109 UFC/mL nas amostras de 
leite cru, de 1,0x101 a 1,0x104 UFC/mL nas de leite pasteurizado, e de < 1,0x101 a 2,0x102 UFC/mL 
nas de leite UAT, conforme apresentado nas tabelas 1 e 2.  



Tabela 1 – Bacillus cereus em amostras de leite colhidas durante o fluxograma de produção e vida comercial do leite UAT.

Tipo de amostra Nº da amostra Colônias Sugestivas 
UFC/mL

Colônias Sugestivas 
UFC/mL

Colônias 
Sugestivas 

UFC/mL

Leite cru final

1 9,0 x 107 <1,0 x 101 7,8 x 105

2 1,2 x 108 <1,0 x 101 1,0 x 106

3 2,0 x 109 1,0 x 101 3,2 x 105

4 1,8 x 108 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 1,2 x 108 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite pasteurizado 
início

1 1,0 x 103 4,0 x 103 <1,0 x 101

2 3,0 x 102 5,0 x 103 <1,0 x 101

3 1,0 x 103 1,0 x 104 2,0 x 101

4 3,0 x 102 7,0 x 103 2,5 x 102

5 2,0 x 102 1,0 x 103 3,0 x 101

Leite pasteurizado 
final

1 1,0 x 101 <1,0 x 101 9,3 x 102

2 3,0 x 103 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 4,0 x 102 <1,0 x 101 1,0 x 101

4 5,0 x 102 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 6,0 x 102 1,0 x 104 <1,0 x 101

Leite UAT

1 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

2 < 1,0 x 101 1,0 x 101 <1,0 x 101

3 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

4 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite UAT após 30 
dias

1 2,0 x 102 <1,0 x 101 <1,0 x 101

2 2,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

4 1,4 x 102 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite UAT após 60 
dias

1 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

2 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

4 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite UAT após 90 
dias

1 < 1,0 x 101 9,0 x 101 <1,0 x 101

2 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

4 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite UAT após 120 
dias

1 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

2 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

4 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 1,0 x 100 <1,0 x 101 <1,0 x 101

Leite UAT após 150 
dias

1 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

2 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

3 < 1,0 x 101 1,0 x 101 <1,0 x 101

4 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

5 < 1,0 x 101 <1,0 x 101 <1,0 x 101

* dados referentes às colheitas A, B e C, respectivamente



Tabela 2 – Bacillus cereus em amostras de leite colhidas durante o fluxograma de produção e vida comercial do leite UAT.

Tipo de amostra Nº da amostra Colônias Sugestivas 
UFC/mL

Colônias Sugestivas 
UFC/mL

Colônias 
Sugestivas 

UFC/mL

Leite cru final

1 1,0x101 <1,0x101 <1,0 x 101

2 <1,0x101 1,0x101 1,0 x 101

3 <1,0x101 <1,0x101 1,0 x 101

4 <1,0x101 1,0x101 1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 <1,0 x 101

Leite pasteurizado 
início

1 1,0x101 1,0x101 <1,0 x 101

2 1,0x101 2,0x101 <1,0 x 101

3 1,0x101 2,0x101 <1,0 x 101

4 1,0x101 2,0x101 1,0 x 101

5 2,0x101 2,0x101 <1,0 x 101

Leite pasteurizado 
final

1 1,0x101 1,0x101 2,0 x 101

2 1,0x101 1,0x101 1,0 x 101

3 1,0x101 1,0x101 2,0 x 101

4 1,0x101 1,0x101 3,0 x 101

5 1,0x101 2,0x101 1,0 x 101

Leite UAT

1 <1,0x101 <1,0x101 2,0 x 101

2 <1,0x101 1,0x101 4,0 x 101

3 <1,0x101 <1,0x101 1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 1,0 x 101

5 <1,0x101 1,0x101 2,0 x 101

1

Leite UAT após 30 
dias

1 <1,0x101 1,0x101 < 1,0 x 101

2 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

3 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 <1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

Leite UAT após 60 
dias

1 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

2 1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

3 1,0x101 <1,0x101 <1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

Leite UAT após 90 
dias

1 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

2 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

3 1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

Leite UAT após 120 
dias

1 1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

2 1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

3 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

< 1,0 x 101

Leite UAT após 150 
dias

1 1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

2 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

3 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

4 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

5 <1,0x101 <1,0x101 < 1,0 x 101

* dados referentes às colheitas D,E e F respectivamente



Os resultados obtidos evidenciaram a presença de Bacillus cereus nos diferentes tipos de leite 
colhidos  ao  longo  do  processo  de  produção  do  leite  UAT,  inclusive  neste  último  recém obtido, 
demonstrando a capacidade do microrganismo de resistir aos tratamentos térmicos e a necessidade de 
medidas higiênico-sanitárias mais rigorosas na obtenção do produto.  
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