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RESUMO

Buscando melhorar a qualidade do leite produzido no Brasil, mudancas no setor lacteo estdo sendo
implantadas, dando-se énfase a refrigeracdo do leite (4-7°C) nas propriedades produtoras e ao
transporte a granel em caminhdes isotérmicos. Entretanto, falhas processuais e operacionais tém
ocasionado danos a qualidade do produto por atuar de forma seletiva favorecendo a flora
psicrotrofica, capazes de produzir enzimas lipoliticas e proteoliticas termorresistentes, que mantém
sua atividade ap0s a pasteurizacdo comprometendo a qualidade do leite. Com o objetivo de Investigar
presenca de bactérias psicrotréficas no leite pasteurizado foi realizado um controle microbiolégico
normativo e comparativo desses microrganismos. Durante o estudo foram quantificadas bactérias
psicrofilas e psicrotréficas. Em seguida o leite foi termizado a 60°C/15 minutos para eliminacdo da
flora vegetativa termolébil e contagem para comparacéo confirmativa correlativa pds-termizagéo para
diferenciagéo caracteristica e numero da flora pscrotrofica presente no leite pasteurizado. A contagem
desses microrganismos mostra a termoresisténcia e sobrevivéncia apés tratamento térmico seguido
de refrigeragdo no sistema HTST. No leite empacotado s&o células termoresistentes que
sobreviveram ao beneficiamento e conseguem crescer nas temperaturas de estocagem do leite (2-
10°C). O controle analitico de microrganismos com termizacdo da amostra a 60°C seguido de
incubacé@o a 21°C permite avaliagdo microbioldgica da flora de degradacéo do leite pasteurizado da
nossa regiao.

Palavra chave: qualidade do leite termizado; avaliacdo microbioldgica;

1 INTRODUCAO

De acordo com as normas da Internacional Dairy Federation, os psicrotréficos
foram definidos como sendo os microrganismos que podem desenvolver-se a 7°C
ou menos, independente da temperatura 6tima de crescimento. Esse grupo é
extremamente importante em produtos que sado conservados ou armazenados em
condicbes de refrigeracdo (1 a 4 semanas), por provocar uma gradativa selecao
microrganica psicrotrofica.

Segundo SOARES, (2004) os microrganismos psicrotréficos contribuem para

deterioracdo do leite de duas formas: pela producdo de enzimas proteoliticas e
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lipoliticas qué sdo secretadas a baixas temperaturas e provocam alteragdes fisicas,
guimicas e organolépticas mesmo apos o tratamento térmico.

Os psicrotréficos ndo constituem um grupo taxondmico especifico de
microrganismos, apresentando aproximadamente 15 géneros diferentes que foram
isolados do leite e produtos derivados (MARTINS et. al, 2004). Estes géneros sao
compostos por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bacilos, cocos, vibrios,
formadores ou ndo de esporos; assim como microrganismos aerébios e anaerdbios.
Fazem parte deste grupo tanto bactérias Gram-negativas — Pseuddmonas,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e
Flavobacterium spp - como bactérias Gram-positivas: Bacillus, Clostridium,
Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e Microbacterium. Alguns géneros de
bolores e leveduras também apresentam caracteristicas do grupo dos psicrotroficos
e podem causar problemas de qualidade do leite sendo o género Pseudémonas o
predominante no leite armazenado a 4°C por mais de 8-11 dias (SANTANA, 2001).

Uma importante caracteristica dos psicrotréficos encontrados no leite e
produtos derivados € a sua capacidade de sintese, durante a fase log., de enzimas
extracelulares que degradam os componentes do leite. Ainda que durante a
pasteurizacdo do leite a grande maioria dos psicrotréficos seja destruida, este
tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das enzimas
termorresistentes produzidas por estes microrganismos (SANTOS e FONSECA,
2003).

Uma ampla gama de problemas de qualidade de produtos lacteos pode estar
associada a acdo de proteases e lipases de origem microbiana como: alteracdo de
sabor e odor do leite, perda de consisténcia na formacao do coagulo para fabricacédo
de queijo e geleificacdo do leite longa vida (DATTA e DEETH (2001)

CUNHA e BRANDAO, (2000) citam que as enzimas termorresistentes
originadas de psicrotréficos sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor

residual no leite pasteurizado, e pela deficiéncia de determinados processos na
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producdo de queijos, como a perda de rendimento e aparecimento de defeitos.
Dessa forma, causando grandes perdas econémicas para as industrias de laticinios.
A lipdlise resulta da acao de lipases (naturais e/ou microbianas), enzimas que tem a
propriedade de hidrolisar os triglicerideos da gordura, liberando os acidos graxos de
cadeia curta (butirico, capréico, caprilico e caprico), que sao 0s principais
responsaveis pelo aparecimento de odores desagradaveis no leite. A lipase natural
presente no leite € uma enzima termosensivel, facilmente destruida pelas
temperaturas de pasteurizacdo, ndo causando danos aos lipideos de um leite
manuseado e processado adequadamente. Entretanto, as lipases microbianas
podem causar alteracdes na gordura do leite apés o processamento térmico, uma
vez que sao resistentes a temperatura de pasteurizacdo e permanecem ativas em
temperaturas muito baixas. As lipases produzidas por bactérias psicrotroficas sao
resistentes a temperatura empregada na pasteurizacdo (72-76°C por 15-20
segundos) e no tratamento com temperatura ultra-alta (142-145°C por 4-6
segundos). Portanto, essas enzimas apresentam grande importancia na qualidade e
na vida de prateleira de produtos lacteos como queijos, leite longa vida e creme de
leite (PINTO et al, 2004).

Com o objetivo de investigar a presenca de bactérias psicrotréficas foi
realizado um controle microbiolégico normativo e comparacao correlativa poés-
termizacdo para diferenciacdo caracteristica e numero da flora presente em

amostras de leite pasteurizado comercializado em Campina Grande PB.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta das Amostras

No periodo de setembro a novembro de 2011 foram estudadas trés marcas
diferentes de leites pasteurizado as quais foram identificadas com A; B e C. As
amostras foram coletadas semanalmente, sempre no mesmo supermercado para

garantir as mesmas condi¢des de refrigeracdo e armazenamento. Em seguida foram
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encaminhadas para o laboratério de Microbiologia do Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Alimentos (NUPEA/DQ/CCT), onde foi realizada a contagem padréo

em placas (CPP) de microrganismos psicrofilicos e psicrotroficos,

2.2 Métodos Analiticos
2.2.1 Contagem padrédo de microrganismos psicrofilicos

Para contagem de microrganismos psicrofilicos, foram preparadas diluicdes
decimais até 107 e adicionado o meio Agar padrao para contagem (APC) incubada a
7° C por 10 dias.

2.2.2 Contagem padrédo de microrganismos psicrotroficos

Para contagem de microrganismos psicrotréficos utilizou-se a contagem de
microrganismos psicrotréficos modificada por OLIVEIRA e PARMELEE (1976),
preparando diluicbes decimais até 102., adicionado o Agar padrdo para contagem
(APC)

O bindmio tempo/temperatura (10 dias/7°C) utilizado na incubacéo das placas
neste método permite que apenas psicrotréficos se multipliquem facilitando a sua
enumeracdo (PEREIRA Jr. et al, 2002). OLIVEIRA e PARMELEE (1976)
desenvolveram uma contagem de psicrotroficos modificada que possibilita a
enumeragao dos microrganismos em menor tempo. A modificagdo realizada foi
simplesmente mudar o bindmio tempo/temperatura de incubacdo das placas para
21°C/25 horas (Psicrotroéficos ).

2.2.3 Teste Confirmativo dos microrganismos psicrotréficos
A amostra foi termizada a 65°C durante 15 minutos resfriada em &agua

corrente. Nessa amostra foi realizada a determinacdo de microrganismos

psicrotroficos, utilizando 1,0 mL da amostra e 1,0 mL da diluicdo 10, incubadas a
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21°C/25 horas (PEREIRA Jr. et al.,, 2002). OLIVEIRA e PARMELEE (1976).
(Psicrotroficos 11).

As determinacdes realizadas em triplicata.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade de um produto esta diretamente relacionada com a qualidade da
matéria-prima empregada na sua elaboracdo. A microflora inicial influencia
grandemente na qualidade do leite cru e consequentemente nos produtos com ele
fabricados. As técnicas usuais de manuseio de leite cru freqlentemente resultam
em altas contagens de psicrotroficos antes da fabricacdo de produtos lacteos, que
através de suas atividades proteoliticas e lipoliticas produzem substancias
indesejaveis aos produtos (FONSECA e SANTOS, 2001).

Apesar da importancia dos psicrotréficos, o Ministério da Agricultura néo
estipula um padrdo de qualidade e identidade do leite, baseado na contagem de
unidades formadoras de colonia destes microrganismos. No Brasil ndo existe uma
regulamentacdo sobre a qualidade microbiologica do leite in natura destinado a
fabricacdo de produtos lacteos especificos. Mesmo nas temperaturas de
refrigeracdo propostas pela legislacdo brasileira para a conservagdao do leite na
fonte de producéo e no estabelecimento industrial pode ocorrer perda de qualidade
da matéria-prima se um controle efetivo de contaminacéao inicial ndo for realizado
(MARTINS et al., 2004).

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados da contagem padrdo de bactérias
psicrofilas e psicrotréficas sem (Psicrotroficos 1) e com termizagéo (Psicrotroficos
Il).das 3 diferentes marcas de leite pasteurizado analisadas.

Tabela 1. Valores médios da contagem padrdo de bactérias psicrofilas e
psicrotroficas sem (Psicrotréficos 1) e com termizagcao (Psicrotréficos 1l). das 3

diferentes marcas de leite pasteurizado



> [Encontro Nacional pQ@
de Educagéo, Cién '
* ¢ Teecnologia/VEPB;

MARCAS PSICROFILOS PSICROTROFICO PSICROTROFICOS

DE S sem termizacao com termizacao
LEITE (Psicrotroficos 1).  (Psicrotroficos 1I).
A 3,9x10° UFC/mL  3,7x10*UFC/mL 4,6x10°UFC/mL
B 9,0x10*UFC/mL  6,2x10°UFC/mL 5,9 x 10° UFC/mL
C 1,9x10°UFC/mL  3,6x10°UFC/mL 1,3x10°UFC/mL

Para contagem padréo de bactérias psicrofilas o leite da marca “A” apresentou
valor médio de 3,9x10° UFC/mL. A marca “B” 9,0 x 10* UFC/mL, nGmero
populacional no limite minimo de eugenesia térmica (7°C). Valores de 1,9x10°
UFC/mL foram encontrados na marca “C”.

A contagem de psicrotroficos | (sem termizagdo) da marca “A” foi de
3,7x10"UFC/mL representando o nimero de microrganismos psicrotréficos na
temperatura ideal 21°C. A marca “B” apresentou valores de 6,2x10°UFC/mL e a
marca “C” 3,6x103UFC/mL. Em todos os resultados certamente encontram-se
mesofilos termoresistentes crescendo em faixa eugenésica baixa e resistente ao
beneficiamento do leite.

De acordo com a contagem de microrganismos psicrotréficos 1 (sem
termizacdo), em condi¢des de incubacgédo a 21°C, sdo microrganismos que resistiram
ao tratamento HTST e apresentaram multiplicacdo celular exatamente na média
térmica dos balcbes frigorificos. Esses microrganismos sao oriundos de leite
produzidos em regides aridas, suportam a média térmica diurna e noturna da regiao,
através do leite recebido nas unidades coletoras — entrepostos ou tanques de
refrigeracdo sdo submetidos a resfriamento, normalmente lentos em tanques de

expansao, novamente resfriado para estocagem na usina, beneficiados em HTST a
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75°C/20 seguhdos resfriados, empacotados, transportados e expostos no mercado
em balcbes frigorificos. Esses microrganismos sao termoresistentes em fase
vegetativa ou latente, adaptados ao crescimento mesdfilo baixo (18-25°C), séo
indicativos de falhas operacionais, maquinario deficiente de leite misturado ao leite
de retorno do mercado.

Quanto aos microrganismos psicrotréficos Il (com termizagdo 60°C/15min), 0s
leites das marcas “A” “B” e “C” apresentaram contagem padrao de 4,6x10°UFC/mL;
5,9x10° UFC/mL; 1,3x10°UFC/mL, respectivamente. A termizacdo empregada
eliminou os mesofilos termolabeis (ndo resistente ao calor) adaptados as condicfes
pscrotroficas (21°C), mas sem resisténcia ao tratamento térmico utilizado como
ponto diferenciativo analitico. Os resultados quantificam psicrotréficos
termoresistentes adaptados as variacdes térmicas de tratamento/beneficiamento.
Esses microrganismos representam o real risco para as industrias e consumidor,
pois misturado ao leite a ser beneficiado, seu reprocessamento agrega
contaminantes psicrotroficos em todo circuito da usina.

Desamasures e Gueguen (1997) estudando microrganismos psicrotroficos na
superficie das tetas de vacas recém ordenhadas ja encontraram altas contagens
como 2,1 x 10* UFC/mL e 2,2 x 10° UFC/mL. ANTUNES (2002) obteve resultados
médios de 4,8 x 10* UFC/mL gquando o leite encontrava-se ainda nas granjas
leiteiras. Os resultados encontrados por esses autores reforcam a idéia de que se
um controle inicial nas préprias granjas leiteiras ndo for realizado, o leite sofrera
prejuizos na qualidade mesmo estando sobre refrigeracéo.

Santos e Fonseca, (2003), ao quantificar, isolar e caracterizar bactérias
psicrotréficas contaminantes de leite cru refrigerado, produzido na regido da Zona
da Mata de Minas Gerais e Sudeste do Rio de Janeiro,analisaram amostras de leite
coletadas de 20 tanques coletivos e 23 tanques individuais. As contagens de
bactérias psicrotréficas nas amostras de leite para os dois tipos de tanques de

refrigeracdo variaram entre 10 e 10'UFC/mL, porém, um maior nimero de tanques
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coletivos aprésentou contagens acima de 1.0 x 10° UFC/mL. Foi verificada a
predominancia de bactérias psicrotréficas gram-negativas (81,2%) e relataram que
as Pseudbmonas foi o género mais isolado e P. fluorescens foi a espécie
predominante. A maioria dos isolados bacterianos apresentou atividade proteolitica
el/ou lipolitica a temperaturas de refrigeracdo de 4°C, 7°C el0°C, evidenciando seu

alto potencial de deterioracao do leite
4 CONCLUSAO

Micro-organismos resistentes ao beneficiamento do leite, em condigbes
psicréfilas de crescimento, sintetizantes de proteases degradativas nas
temperaturas de estocagem do leite pasteurizado.

Os resultados da contagem microbiana a 21°C (psicrotréficos 1) demonstram
condigbes de crescimento dos sobreviventes do beneficiamento térmico do leite
(HTST), ao resfriamento do circuito (4°C) e crescem nas condi¢bes térmicas dos
balcdes frigorificos do mercado. A condi¢do incubativa térmica a 21°C favorece o
crescimento mesofilo termoresistente, dos psicrotréficos em  condigbes
multiplicativas e aos psicrofilos em alta faixa térmica de crescimento.

ApOGs termizagdo (psicrotroficos IlI) os micro-organismos sobreviventes séo
resistentes a dupla termizacdo. Eliminados os termolabeis oriundos de pés
contamina¢do nos circuitos, esses sobreviventes apresentam flora de condigbes
mesofilas, psicrotréficas e psicrofilas.

A termizacdo das amostras a 65°C/5min favorece a interpretacdo analitica no
controle microbioldgico dos contaminantes lacteos da nossa regiao.
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