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Resumo 
Objetivo: Avaliar a qualidade microbiológica do leite humano pasteurizado proveniente de um Banco de Leite 
Humano do Estado de São Paulo. 

Métodos: Estudo descritivo conduzido com 29 amostras de leite humano ordenhado pasteurizado (LHOP) 
obtidas entre julho de 2015 a março de 2016 por meio da avaliação dos registros da acidez titulável bem 
como da quantificação da microbiota heterotrófica (mesófilos, psicrófilos, termófilos), coliformes totais e 
termotolerantes, fungos filamentosos e leveduriformes e Staphylococcus spp. Realizou-se a avaliação dos 
parâmetros físico-químicos por meio do potencial hidrogeniônico-pH, teor energético-K e acidez Dornic-ºD. 
Análises estatísticas descritivas e bivariadas foram conduzidas. 

Resultados: Evidenciou-se nas amostras a presença de psicrófilos (17,24%), termófilos (27,59%), mesófilos 
(55,17%), fungos filamentosos e leveduriformes (41,38%) e ausência de Staphylococcus spp. Detectou-se a 
presença de 82,76% de coliformes no teste presuntivo. Já no teste confirmativo VB constatou-se a presença 
de 54,16% de coliformes totais e no teste EC 33,33% de coliformes termotolerantes. Os valores de pH e 
de K não apresentaram oscilações, enquanto que, na expressão da acidez entre 3º a 15°D detectou-se 
crescimento microbiano. O microrganismo mesófilo, apresentou correlação positiva com variável da acidez 
Dornic (r=0.44;p=0.01). 

Conclusão: A partir da avaliação da qualidade microbiológica das amostras de LHOP descartado e consideradas 
impróprias para consumo no referido BLH, especificamente com relação aos indicadores microbiológicos das 
condições de higiene, sugere que a inviabilidade das amostras possam estar associadas às boas práticas de 
manipulação do alimento.

Abstract
Objective: To assess the microbiological quality of pasteurized human milk from a Human Milk Bank in the 
State of São Paulo. 

Methods: This is a descriptive study conducted with 29 pasteurized expressed human milk (PEHM) samples 
obtained between July 2015 and March 2016 by assessing titratable acidity records as well as quantifying 
heterotrophic microbiota (mesophiles, psychrophiles, thermophiles), total and thermotolerant coliforms, 
filamentous and yeast-like fungi and Staphylococcus spp. The physical-chemical parameters were assessed 
via hydrogen-pH potential, K-energy content and Dornic-ºD acidity. Descriptive and bivariate statistical 
analyzes were conducted. 

Results: The presence of psychrophiles (17.24%), thermophiles (27.59%), mesophiles (55.17%), filamentous 
and yeast-like fungi (41.38%) and absence of Staphylococcus spp were evidenced in the sample. The 
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Introdução 

A literatura científica é bastante consistente ao rati-
ficar o Leite Humano (LH) como sendo a principal 
fonte alimentar em recém-nascidos e lactentes.(1–4) 
Dentre os benefícios desta prática destaca-se o au-
mento da sobrevivência, por meio da promoção da 
saúde e do desenvolvimento infantil, além dos be-
nefícios biológicos e psicossociais para o desenvol-
vimento do bebê.(1,5–7) No LH, além de anticorpos, 
encontram-se outros fatores com atividade antimi-
crobiana e imunomoduladora, como enzimas, cito-
cinas, componentes do sistema complemento, oli-
gossacarídeos, nucleotídeos, lipídeos e hormônios, 
que contribuem para a imunidade e maturação do 
sistema imunológico do neonato.(8–11) 

Estudiosos da área de aleitamento materno e 
LH apontam que em situações de vulnerabilidades 
incluindo a prematuridade, internações recorrentes 
dos recém-nascidos em unidades neonatais, bem 
como doenças da mãe, ou baixa produção láctea, 
podem gerar dificuldades no estabelecimento e na 
manutenção do aleitamento materno.(7,12,13) Nessas 
situações, o uso do LH doado se transpõe como uma 
eficiente opção para nutrição dos recém-nascidos 
em condições especiais(2,5)  e uma forma de manu-
tenção da produção de leite pelas nutrizes doadoras.
(5,14) Recente revisão sistemática que objetivou iden-

tificar as atividades dos Bancos de Leite Humano 
(BLH) evidenciou que as respectivas ações neles 
desenvolvidas repercutem positivamente na promo-
ção da saúde materno infantil, representando uma 
estratégia importante de promoção ao aleitamento e 
de apoio a amamentação dos bebês que não podem 
mamar diretamente no peito.(15) Os autores tam-
bém apontaram que pesquisas sobre os BLH como 
promotores da saúde materno infantil são escassas e 
mais estudos são necessários para subsidiar estraté-
gias de saúde pública em prol da amamentação.(15)

Para tanto, a existência e a operacionalização dos 
BLH enquanto serviço especializado é crucial para 
desencadear ações de promoção, proteção e apoio ao 
aleitamento materno bem como pela execução de ati-
vidades de coleta do LH, processamento, controle de 
qualidade e distribuição.(16,17) Nesse sentido, o proces-
so da qualidade do leite humano ordenhado (LHO) 
abrange desde a ordenha até sua administração e é 
resultante das condições higiênico sanitárias adequa-
das. Tal processo é definido por intermédio da avalia-
ção conjunta de múltiplos parâmetros incluindo as 
características nutricionais, imunológicas, químicas e 
microbiológicas, a fim de proporcionar a verificação 
da segurança do produto final.(16,18)

As etapas que envolvem os procedimentos para 
a coleta de LHO evidenciam riscos de contamina-
ção e, portanto, necessitam ser criteriosamente mo-

presence of 82.76% of coliforms was detected in the presumptive test. In the confirmatory VB test, the presence of 54.16% of total coliforms was found and, 
in the EC test, we verified 33.33% of thermotolerant coliforms. The pH and K values did not show oscillations, whereas, in the expression of acidity between 
3º and 15°D, microbial growth was detected. The mesophilic microorganism showed a positive correlation with the Dornic acidity variable (r=0.44; p=0.01). 

Conclusion: Based on the microbiological quality assessment of the HMB samples discarded and considered unfit for consumption in the HMB, specifically 
regarding the microbiological indicators of hygiene conditions, it suggests that the infeasibility of the samples may be associated with good food handling 
practices.

Resumen 
Objetivo: Evaluar la calidad microbiológica de la leche humana pasteurizada proveniente de un banco de leche humana del estado de São Paulo. 

Métodos: Estudio descriptivo realizado con 29 muestras de leche humana ordeñada pasteurizada (LHOP) obtenidas entre julio de 2015 y marzo de 2016 
por medio de la evaluación de los registros de acidez titulable, así como de la cuantificación de la microbiota heterótrofa (mesófilos, psicrófilos, termófilos), 
coliformes totales y termotolerantes, hongos filamentosos y levaduriformes y Staphylococcus spp. Se realizó la evaluación de los parámetros físico-químicos 
mediante el potencial de hidrógeno (pH), valor energético (K) y acidez Dornic-ºD. Se llevaron a cabo análisis descriptivos y bivariados. 

Resultados: Se observó en las muestras la presencia de psicrófilos (17,24  %), termófilos (27,59  %), mesófilos (55,17  %), hongos filamentosos y 
levaduriformes (41,38 %) y ausencia de Staphylococcus spp. Se detectó la presencia del 82,76 % de coliformes en la prueba presuntiva. Por otro lado, en la 
prueba confirmativa VB se confirmó la presencia del 54,16 % de coliformes totales, y en la prueba EC se verificó el 33,33 % de coliformes termotolerantes. 
Los valores de pH y de K no presentaron oscilaciones, mientras que se detectó crecimiento microbiano en la expresión de la acidez entre 3 y 15°D. El 
microrganismo mesófilo presentó correlación positiva con variable de la acidez Dornic (r=0.44; p=0.01). 

Conclusión: A partir de la evaluación de calidad microbiológica de las muestras de LHOP descartadas y consideradas inapropiadas para consumo en el BLH 
mencionado, especialmente respecto a los indicadores microbiológicos de las condiciones de higiene, se sugiere que la inviabilidad de las muestras pueda 
estar asociada con las buenas prácticas de manipulación del alimento.
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nitoradas.(16,19–23) É de responsabilidade do BLH o 
fornecimento de LHO invulnerável, inócuo, e que 
cumpra a sua função como alimento, já que a pasteu-
rização inativa 95% dos agentes patogênicos.(16,20–23) 

Em adição, sua qualidade é circunscrita pelo controle 
de inspeção em teste físico-químico e microbiológico 
até a liberação do produto final, sendo que as condi-
ções higiênicas sanitárias é o parâmetro aceito para 
viabilizar sua qualidade microbiológica.(20–24)

As causas de elevação de microrganismos no LH 
podem estar relacionadas às técnicas inadequadas 
de coleta, as condições de higiene da doadora e dos 
utensílios e a manutenção do leite fora da cadeia 
de frio. O crescimento de bactérias no LH produz 
acidificação e fermentação o que pode levar a dimi-
nuição dos componentes nutricionais e imunológi-
cos devido à utilização de nutrientes do leite pela 
microbiota contaminante e diminuição dos fatores 
imunoprotetores.(24–27)

Uma vez que o LH é um excelente meio de 
cultura e não dispõe de obstáculo para a flora mi-
crobiana que está associada com a disponibilidade 
e a qualidade do alimento, é de suma importância 
para a saúde materno infantil que as boas práticas 
no processo de manipulação sejam asseguradas para 
garantir a sua qualidade.(17,22,24–27) Dado a relevância 
do tema, somado a indefensabilidade materno in-
fantil no consumo do LH distribuído por BLH, é 
que esta pesquisa se faz pertinente.  

Embora existam dois estudos prévios, contudo, 
ambos abordaram a gestão do processo de trabalho 
das atividades assistenciais e de processamento de 
leite humano do BLH sob investigação nessa pes-
quisa com foco na melhoria da qualidade.(28,29) No 
entanto, ainda permanecem desconhecidas a ava-
liação e a qualidade microbiológica do leite huma-
no pasteurizado do referido BLH. Somado a isso, 
uma das diferenças deste estudo é que avaliamos 
o crescimento microbiano em diferentes tipos de 
temperatura, permitindo a associação da tempera-
tura com o ambiente, armazenamento, com a de-
gradação do leite, dentre outros parâmetros. Nesse 
contexto, o presente estudo objetivou avaliar a 
qualidade microbiológica do leite humano pasteu-
rizado proveniente de um Banco de Leite Humano 
do Estado de São Paulo.

Métodos

Trata-se de estudo descritivo, feito por meio da aná-
lise e processamento das amostras de LHO obtidas 
em 2015/2016 no BLH vinculado à Irmandade da 
Santa Casa de Misericórdia de São Carlos, São Paulo, 
Brasil. Este estudo obteve aprovação do Comitê de 
Ética em Pesquisa da Universidade Federal de São 
Carlos - UFSCar, sob parecer nº: 1.8088.916 de 12 
de maio de 2015, estando em consonância com as 
normas regulamentadoras contidas na Resolução 
466/12 do Conselho Nacional de Saúde no que 
diz respeito a condução de Pesquisas com Seres 
Humanos.(30) Além disso, obteve-se a aprovação 
junto a Comissão Interna de Ética da Irmandade da 
Santa Casa de Misericórdia de São Carlos - instân-
cia na qual o BLH é vinculado. 

O processo de amostragem foi do tipo não pro-
babilístico e por conveniência, abrangendo todas 
as amostras consecutivas de LH. Vinte e nove (29) 
amostras foram obtidas por coleta domiciliar e 01 
amostra foi obtida por coleta no BLH, por doado-
ras cadastradas no BLH vinculado à Irmandade da 
Santa Casa de Misericórdia de São Carlos no perío-
do pré-estabelecido da coleta de dados do presente 
estudo que ocorreu entre julho de 2015 a março de 
2016. Foram coletados 30 frascos, contendo 250 ml 
de LHO em cada um, qualificado como impróprio 
para o consumo, sendo 01 amostra de LHO cru 
que foi descartado na fase de sujidade e 29 frascos 
de LHO pasteurizado, os quais foram descartados 
na fase de avaliação da acidez titulável expressa em 
graus Dornic (ºD) e da qualidade microbiológica, 
conforme estabelecido na RDC nº 171.(20) Ressalta-
se que amostra de LHO cru foi descartada devido 
à ausência de amostras similares para comparações. 
Além disso, não obtivemos e nem utilizamos amos-
tras de LHO nas fases anteriores, de análise da em-
balagem, de sujidades, cor e off-flavor. Dessa forma, 
a amostra final do presente estudo foi constituída 
por 29 frascos de LHO pasteurizado. As amostras 
foram transportadas a cadeia de frio do local de co-
leta no BLH até o Laboratório de Microbiologia e 
Biomoléculas/UFSCar em recipientes isotérmicos, 
respeitando as normas estabelecidas pela RDC nº 
171,(20) acondicionadas no freezer sob a temperatura 
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de -3ºC para posterior processamento das análises 
microbiológicas em até 24h. A análise microbio-
lógica foi norteada pelo método preconizado pela 
American Public Health Association (APHA).(31)

A análise dos parâmetros físico-químicos do 
potencial hidrogeniônico (pH) do LH ocorreu 
logo após o degelo em banho-maria a 40°C, sen-
do controlada para que a temperatura da água per-
manecesse em até 5°C. Posteriormente, o frasco foi 
imerso, ficando acima da altura do nível do LH e 
realizando leves agitações. Após 5 minutos, o LH 
foi acondicionado em um Becker (50ml), proce-
dendo a mensuração do pH com a imersão do ele-
trodo no LH por 1 minuto para efetuar a leitura. 
Este procedimento foi repetido três vezes para cada 
amostra e obtivemos a média aritmética para o va-
lor de pH registrado para posterior análises estatís-
ticas. Salienta-se que os parâmetros físico-químicos 
do teor energético (K) bem como os resultados da 
avaliação da acidez titulável(32) foram realizados no 
BLH supracitado. 

A detecção de microrganismos heterotróficos 
iniciou-se com a realização da diluição seriada da 
amostra de LH em solução salina peptonada. Cada 
amostra foi pipetada em campo de chama em di-
luições seriadas, sendo a diluição inicial 100 consti-
tuída de 10ml de LH, seguida das diluições 10-1 e 
10-2. A identificação de microrganismos heterotró-
ficos foi realizada de acordo com o método descrito 
anteriormente pela APHA.(31) Alíquotas de 1ml da 
amostra de LH e de suas diluições decimais seria-
das foram semeadas em duplicatas, pela técnica de 
inoculação em placas de petri (90 x 15mm) estéreis 
contendo de 10 a 15ml utilizando o meio de cul-
tura Plate Count (PCA – Himedia®). A inoculação 
em superfície com auxílio de uma alça de Drigalski, 
possibilitou que as placas fossem incubadas inver-
tidas a 37°C por 24h para o grupo de mesófilos; 
a 42,5°C por 24h para o grupo de termófilos e a 
7°C por 7 dias para o grupo de psicrófilos. Foram 
contadas as colônias e os resultados foram expressos 
em unidades formadoras de colônia (UFC) por ml 
de LH. 

Para a análise de Staphylococcus spp. procedeu-se 
conforme o método proposto pela APHA(31) com 
a utilização do meio de cultura Agar Sal Manitol 

(Kasvi®), no qual as placas foram incubadas e in-
vertidas a 37°C por 24h para verificar a presença de 
colônias Staphylococcus spp. Os resultados foram ex-
pressos em unidades formadoras de colônia (UFC) 
por ml de LH. 

Para a quantificação de fungos filamentosos e le-
veduriformes procedeu-se novamente com o méto-
do descrito pela APHA.(31) Assim, utilizamos o meio 
de cultura Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi®), no 
qual as placas foram incubadas e invertidas a 37°C 
por 24h, para a detecção da presença de colônias 
desses fungos. Os resultados também foram expres-
sos em unidades formadoras de colônia (UFC) por 
ml de LH. 

A presença de coliformes totais e coliformes ter-
motolerantes foram determinados pela técnica do 
Número Mais Provável (NMP), de acordo com o 
método descrito em estudo prévio.(33) O teste no 
NMP de coliformes totais e termotolerantes foram 
assentados em dois testes, quais sejam, a presuntiva 
e a confirmativa para série de 3 tubos. O teste pre-
suntivo foi realizado por meio de uma alíquota de 
1ml de LH em um tubo contendo 9ml de Caldo 
Lauril Sulfato de Sódio (CLSS) (Kasvi ®) em dilui-
ções seriadas de 101, 10-2 e 10-3 sucedendo a incuba-
ção a 37°C por 24h. O teste confirmativo foi inicia-
do após a verificação da inoculação dos tubos posi-
tivos por meio da formação de gás e/ou turvação do 
meio. Essa fase consistiu na transferência de 1 ml da 
diluição seriada e em triplicada para tubos conten-
do 9ml de Caldo Verde Brilhante Bile Lactose (VB) 
2% (BGBL – (Kasvi®), e para tubos contendo 9ml 
de Caldo EC (Kasvi®), seguidos pela incubação a 
37°C e 42,5ºC por 24h à 48h. Os tubos com gás e/
ou turvação, nos dois testes foram registrados a fim 
de quantificar o NMP/ml de LH. 

Para análise dos dados, inicialmente foram di-
gitalizados em planilhas do Microsoft Excel™ e 
após codificação, foram exportados para o progra-
ma Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., 
Chicago, Estados Unidos), versão 20.0, para proce-
der-se com as análises estatísticas descritivas e biva-
riadas. As variáveis qualitativas ordinais e nominais 
foram apresentadas com base nos números absolutos 
e percentuais, por meio da distribuição de frequên-
cia relativa (%) e as variáveis quantitativas discretas 
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e contínuas, pela média, desvio-padrão (DP), me-
diana, valor mínimo (min) e valor máximo (máx). 
Em seguida, procedeu-se com as análises estatísticas 
bivariadas para investigar a correlação entre as variá-
veis da microbiota estudada e a acidez °Dornic por 
meio do coeficiente de correlação de Pearson. Para 
todas as análises, fixou-se α=5%, β=0,20 e Intervalo 
de Confiança de 95%, sendo o nível de significância 
estabelecido para p<0,05.

Resultados

Acidez titulável
A média dos resultados de avaliação da acidez ti-
tulável que identifica o nível de acidez expressa em 
graus Dornic (ºD) das amostras de LHO no BLH 

foi de 7,8ºD, desvio padrão (DP) = 2,29 ºD (va-
lor mínimo 3ºD, valor máximo 15ºD). Ademais, 
76,6% das amostras de LHO (n=23) apresentaram 
grau de titulação ≥ 8ºD, consideradas impróprias 
para consumo. No que concerne ao teor energéti-
co (K), observou-se nas amostras de LHO do BLH 
uma média de 587 Kcal/l, DP=77,4 Kcal/l. Além 
disso, a média do pH das amostras de LHO analisa-
das foi de 6,8 (DP=0,22). A tabela 1 apresenta o pa-
norama da análise físico-química da acidez Dornic, 
pH, K e a quantificação de cada grupo microbiano. 

Cultura microbiológica
Na tabela 2 é apresentado a quantificação de coli-
formes no teste presuntivo, teste confirmativo VB 
e EC respectivamente. Observou-se a ausência de 
coliformes em 17,24% das amostras. Detectou-se 

Tabela 1. Análise físico-química e quantificação bacteriana do Leite Humano Ordenhado Pasteurizado

Amostra 
Nº

Análise físico-
química

UFC/ml NMP g/ml

ºD pH K
Psicrófilos Mesófilos Termófilos Fungos 

filamentosos 
Staphylococcus sp Coliformes

10-1 10-2 10-3 10-1 10-2 10-3 10-1 10-2 10-3 10-1 10-2 10-3 10-1 10-2 10-3 Presuntivo VB EC

1 8 6,9 595,2 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

2 8 6,9 584,0 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

3 8 7,0 586,1 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

4 8 6,7 586,1 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 23x100 -- --

5 8 6,7 494,5 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 9,2x100 -- --

6 10 6,7 486,4 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 23x100 -- --

7 5 6,9 493,4 1,5 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 240x100 21x100 --

8 8 7,1 581,4 6 0,1 -- 45 0,2 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

10 8 7,2 486,4 -- -- -- -- -- -- 0,5 -- -- 1,5 -- -- -- -- -- 21x100 -- 21x100

11 3 6,6 584,7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 21x100 21x100 --

12 5 6,0 682,9 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 3,6x100 3,6 x100 --

13 8 6,7 583,6 -- -- -- 15 0,5 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 3,6x100 3,6 x100 --

14 9 6,7 593,6 5 -- -- 20 0,25 0,05 -- -- -- 16 -- -- -- -- -- 3,6x100 -- --

15 15 6,9 598,3 -- -- -- 30 0,5 -- -- -- -- 15 0,15 -- -- -- -- 160x100 21x100 23x100

16 8 6,5 688,8 -- -- -- 4 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 93x100 3,6x100 --

17 9 7,0 598,6 -- -- -- 45 0,4 0,05 9 0,4 -- 6 0,5 -- -- -- -- 93x100 -- --

18 8 6,4 593,6 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- --

19 8 6,8 682,9 -- -- -- 4 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 93x100 -- --

20 8 6,8 682,9 -- -- -- 20 0,5 -- 2 -- -- 1,5 -- -- -- -- -- 240 x100 93 x100 --

21 8 6,8 692,8 9 -- -- 26 0,1 -- 5 -- -- 4,5 -- -- -- -- -- 93 x100 -- 3,6x100

22 9 6,7 681,4 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 150 x100 -- 21 x100

23 8 6,8 596,7 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 93 x100 -- 21 x100

24 8 7,0 677,2 -- -- -- 3,5 -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 93 x100 21 x100 --

25 8 6,7 512,7 6 -- -- 7,5 1,4 -- 9 0,1 0,01 5 0,2 -- -- -- -- 15 x100 3,6 x100 --

26 10 6,9 666,3 -- -- -- 130 1,8 -- 16 1,4 -- 78 3,4 -- -- -- -- 150 x100 9,2 x100 9,2 x100

27 9 6,7 583,3 -- -- -- 9 0,1 -- 3 -- -- 10 -- -- -- -- -- 7,4 x100 3,6 x100 --

28 3 7,1 483,6 -- -- -- 13 1,3 0,01 4 -- -- 2,5 -- -- -- -- -- 14 x100 -- 3,6 x100

29 5 6,8 567,3 -- -- -- 78 0,1 -- -- 24 -- 58 2,7 -- -- -- -- 20 x100 9,2 x100 --

30 5 6,8 385,9 -- -- -- 60 0,8 -- -- 7 -- 90 3,5 -- -- -- -- 15 x100 -- 3,6 x100

AºD, acidez grau Doric; pH, potencial hidrogeniônico; K, teor energético; UFC/ml, unidades formadoras de colônia/mililitro; NMPg/ml, número mais provável grama/mililitro; VB, meio verde brilhante; EC, meio Escherichia coli. 
Observação: a amostra nº 9 foi descartada por ser um LHO cru
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a presença de 82,76% de coliformes no teste pre-
suntivo. Já no teste confirmativo VB constatou-se 
a presença de 54,16% de coliformes totais e no 
teste EC verificamos 33,33% de coliformes termo-
tolerantes. Entretanto, em 12,5% das amostras de 
LHO apresentaram teste positivo para coliformes 
totais e fecais. 

O microrganismo mesófilo apresentou mode-
rada correlação positiva com a variável da acidez 
Dornic (r=0.44; p=0.01) (Figura 1). O teste da cor-
relação linear de Pearson na presente amostra não 
demonstrou correlações estatisticamente significati-
vas entre os demais grupos de microrganismos e a 
acidez Dornic (p>0,05).

Tabela 2. Quantificação de coliformes na fase presuntivo, 
confirmativo VB e EC com a acidez ºD 

Amostra A ºD
NMP g/ml - Coliformes

Presuntivo Confirmativo VB Confirmativo EC

4 8 23x100 -- --

5 8 9,2x100 -- --

6 10 23x100 -- --

7 5 240x100 21x100 --

10 8 21x100 -- 21x100

11 3 21x100 21x100 --

12 5 3,6x100 3,6 x100 --

13 8 3,6x100 3,6 x100 --

14 9 3,6x100 -- --

15 15 160x100 21x100 23x100

16 8 93x100 3,6x100 --

17 9 93x100 -- --

19 8 93x100 -- --

20 8 240x100 93x100 --

21 8 93x100 -- 3,6 x100

22 9 150x100 -- 21 x100

23 8 93x100 -- 21 x100

24 8 93x100 21 x100 --

25 8 15x100 3,6 x100 --

26 10 150x100 9,1 x100 9,2 x100

27 9 7,4x100 3,6 x100 --

28 3 14x100 -- 3,6 x100

29 5 20x100 9,2 x100 --

30 5 15x100 3,6 x100 3,6 x100

AºD - acidez grau Dornic; NMPg/ml - número mais provável grama/mililitro; VB - meio verde brilhante; 
EC - meio Escherichia coli

A distribuição do percentual dos demais mi-
crorganismos (mesófilos, psicrófilos, termó-
filos, fungos filamentosos e leveduriformes e 
Staphylococcus spp.) nas amostras de LH em fun-
ção da quantificação e suas diluições seriadas são 
mostradas na tabela 3.

Tabela 3. Distribuição percentual da presença de 
microrganismos em amostras de leite humano

Microrganismo/Grupo

Distribuição percentual das amostras 
em função da quantificação e suas 

diluições seriadas

|— 100 100|— 10-1 101|— 10-2

Psicrófilos 17,24% 3,45% 0%

Termófilos 27,59% 17,24% 3,45%

Mesófilos 55,17% 44,83% 10,34%

Fungos Filamentosos e Leveduriforme 41,38% 20,69% 0%

Staphylococcus aureus 0% 0% 0%
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Figura 1. Correlação Linear da acidez °Dornic e mesófilos (n=30)

Discussão 

Evidenciou-se neste estudo que as amostras de lei-
te humano ordenhado pasteurizado (LHOP) eram 
compostas por uma oscilação de 3 a 15º de acidez 
Dornic, sendo que 20,7% delas apresentaram a 
acidez entre 3 e 5º D; 55,2% revelaram uma aci-
dez de 8º D e 24,1% acidez entre 9 e 15º D.  Em 
condições normais a acidez Dornic no LHOP tem 
uma variação de 2º a 7ºD, sendo que as amostras 
que apresentam acidez ≥ 8°D são consideradas im-
próprias para o consumo. Ademais, sabe-se que o 
descarte dessas amostras ocorre entre a fase pasteu-
rização e a análise microbiológica, ou seja, a pas-
teurização tem como finalidade inativar os agentes 
microbianos e acidez Dornic é um parâmetro físi-
co e indicador da qualidade higiênico sanitário do 
LHO.(12,16,20,32) Para este estudo o aumento da acidez 
Dornic está em linha com os achados de estudos 
prévios(32,34) pois,  a elevação da temperatura após 
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o degelo para o processo de pasteurização interage 
como modificador da acidez titulável, característica 
observada em 13,79% de nossas amostras, as quais 
identificaram a acidez 8ºD e ausência microbiana 
após a análise microbiológica. Nossos achados tam-
bém corroboram com outro estudo que durante o 
armazenamento de LHO ocorreu oxidação lipídica, 
elevando a acidez,(25) e 86,20% das amostras apre-
sentaram inviabilidade devido a presença de mi-
crorganismos. Outro estudo também demonstrou 
que a elevação da acidez Dornic é ocasionada pelo 
ácido lático degradado da lactose por meio da ação 
microbiana.(19) 

Em nosso estudo obtivemos um valor energéti-
co (K) médio das amostras analisadas de 587 Kcal/l, 
DP=77,4 Kcal/l. A variabilidade do teor energético 
é um conjunto de resultado das características in-
dividuais das doadoras, do período da lactação, de 
perdas durante o processo de estocagem e da pró-
pria amostra de leite (leite de início e/ou final da 
mamada).(19) A média do pH obtida nas amostras de 
LHOP analisadas foi de 6,8 e este valor corrobora 
aos achados de outro estudo que obteve uma varia-
ção para LHOP de 6,86 (DP=0,24).(34) Em nossas 
amostras, não detectamos a diminuição de pH em 
relação à acidez elevada e mesmo com a presença 
microbiana, provavelmente, devido a desestabiliza-
ção da caseína tornando o cálcio menos disponível, 
fenômeno que está relacionado com a conservação 
inadequada do LH após a coleta.(19) Um outro es-
tudo ressalta para além da qualidade higiênico sa-
nitária, que a acidez titulável se relaciona com o ar-
mazenamento em refrigeração a 4ºC no qual ocorre 
reações lipolíticas e proteolíticas liberando ácidos 
graxos e aminoácidos livres, resultando na diminui-
ção de pH e elevação da acidez.(25)

Foi evidenciado em 82,76% (n=24) das nossas 
amostras a presença de coliformes no teste presuntivo 
com o valor de 3,600 e 240,000 NMP/ml. Já no teste 
confirmativo VB constatou-se a presença de 54,16% 
de coliformes totais; no teste EC verificamos 33,33% 
de coliformes termotolerantes e 12,5% apresentaram 
teste positivo para coliformes totais e termotoleran-
tes. Este é um fator relevante considerando que sua 
presença é um indicador clássico para a detecção de 
coliformes e indica que houve a quebra das boas prá-

ticas de manipulação do LH, incluindo as técnicas 
inadequadas de coleta, higiene precária da doadora e 
dos utensílios, e manutenção do leite fora da cadeia 
de frio.(16,35) Além disso, a carga microbiana inicial 
elevada compromete a eficiência da pasteurização. 
Contrariamente aos nossos resultados, um estudo 
obteve a presença de coliformes em 10% (n=2) das 
amostras analisadas de LHOP,(34) o que corrobora a 
resultados de outra pesquisa(35) na qual a avaliação das 
condições higiênico sanitárias de LHOP, revelou a 
presença de 5,6% (n=8) coliformes totais e 25,9% de 
coliformes termotolerantes que sugeriram a contami-
nação fecal.(24) 

Identificamos em nosso estudo a presença dos mi-
crorganismos psicrófilos em 17,24% e de termófilos 
27,59% nas amostras de LHOP. Um estudo mostrou 
a presença de psicrófilos em 36,7% de suas amostras 
de LHOP e de 6,7% de microrganismos termófi-
los,(36) sugerindo contaminação secundária, com ma-
nipulação ou estocagem de refrigeração inadequada.

Nossos achados revelaram 55,17% de mesófilos 
e 4x101 a 130x101 UFC/ml.  Salienta-se que a quan-
tidade permitida de microrganismos aeróbios me-
sófilos é de até 1x102 UFC/ml.(35) Esses achados são 
superiores aos valores encontrados por outra pes-
quisa(24) na qual foi se identificou 48,2% de mesófi-
los. Diferentemente, um outro estudo(37) evidenciou 
a presença de 96% desse microrganismo em suas 
análises, corroborando aos achados de outras três 
pesquisas(38–40) as quais constataram respectivamen-
te uma população de 96% e 98,6% de mesófilos 
em suas amostras.(39) Em adição, em nosso estudo, 
especificamente o grupo aeróbio mesófilos, após o 
teste da correlação linear de Pearson, demonstrou 
correlação positiva com a variável da acidez Dornic 
(r=0.44; p=0.01).

A detecção de microrganismos mesófilos em 
amostras de LH superior ao valor de referência 
evidencia contaminação ocasionada à ausência das 
boas práticas de manipulação. As bactérias mesófilas 
funcionam como indicador da qualidade sanitária 
do LH.(27,38) Adicionalmente, a presença desses mi-
crorganismos está relacionada as técnicas inadequa-
das de coleta, higiene precária em relação a doado-
ras e dos utensílios bem como da manutenção do 
leite fora da cadeia de frio.(5,27,34,38,40)
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Identificamos ainda, 41,38% de fungos fila-
mentosos e leveduriformes em nossas amostras. 
Pesquisadores encontraram uma prevalência de 
fungos filamentosos e leveduriformes em 69,4% de 
suas amostras.(41) Já em outro estudo foi reportado 
a presença de fungos filamentosos e leveduriformes 
em 56% de suas amostras.(39) A incidência de fungos 
filamentosos e leveduriformes sugerem a transferên-
cia para as mãos das doadoras e consequentemente 
ao LHO, fato de extrema relevância para o controle 
da assepsia e da manipulação adequada durante a 
coleta de LHO a fim de evitar contaminação.(33) 

Ressalta-se que, em nosso estudo não foram en-
contradas crescimento microbiano de Staphylococcus 
spp semelhante a outros dois estudos com 20 e 14 
amostra de LHOP respectivamente.(34,40) Este mi-
crorganismo faz parte do grupo de bactérias mesó-
filas possuindo um crescimento ótimo a 37°C e na 
faixa entre 7 a 47,8°C, além de apresentar um cres-
cimento microbiano em pH de 4 e 9,8. Portanto, 
a presença desse microrganismo no LH é um in-
dicativo de contaminante externo, proveniente de 
manipuladores, utensílios e equipamentos.(21,36,40) 

Reconhecemos algumas limitações do presente 
estudo, dentre elas o tamanho pequeno da amostra 
que impossibilitou a condução de análises de sub-
grupos e análises multivariadas. Outra limitação é 
que a maioria dos estudos prévios na literatura re-
flete sobre o LHO cru e o nosso estudo utilizou o 
LHOP, o que pode ter dificultado algumas compa-
rações. Entretanto, este estudo diferentemente dos 
previamente publicados, utilizou o grupo de mi-
crorganismo indicador microbiológico das condi-
ções de higiene nos alimentos por meio da variação 
da temperatura, não optando em classificá-lo.

Conclusão 

A partir da avaliação da qualidade microbiológica das 
amostras de LHOP descartado e consideradas im-
próprias para consumo no referido BLH, especifica-
mente com relação aos indicadores microbiológicos 
das condições de higiene, sugere que a inviabilidade 
das amostras possam estar associadas às boas práticas 
de manipulação do alimento. Dentre elas, às técnicas 

inadequadas de coleta, à conservação inadequada do 
LHO após a coleta, e contaminação secundária, com 
manipulação ou estocagem de refrigeração inadequa-
da, que podem ter sido ocasionadas tanto pelas doa-
doras quanto pelo próprio BLH. Espera-se com os 
nossos achados possam contribuir para a reflexão de 
gestores e profissionais de saúde, destacando a neces-
sidade da Educação Permanente junto aos BLH a fim 
de melhorar as boas práticas de manipulação do LH, 
principalmente, em consonância com a qualidade hi-
giênico sanitária na coleta do mesmo, uma vez que ela 
não exerce monitoramento absoluto na coleta externa. 
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