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MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITES SUBMETIDOS A
ULTRA ALTA TEMPERATURA ADQUIRIDOS EM CURITIBA, PARANA

PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN ULTRA-HIGH-TEMPERATURE MILK ACQUIRED IN
CURITIBA, PARANA

E.S. SOUZA!, D. R. ROSA? J. A. GALVAQ**

RESUMO

O tratamento do leite em ultra alta temperatura (UAT) possibilita a eliminacdo de patéogenos ¢ aumento do tempo de
prateleira, no entanto, bactérias psicrotroficas sdo associadas a efeitos negativos no produto, como lipdlise, rancifica¢do
¢ a geleificacdo. Resultado da resisténcia de alguns esporos ao processamento, ¢ a possivel atividade residual de
enzimas termorresistentes. Assim, o objetivo deste estudo foi enumerar bactérias psicrotroficas e realizar a prova de
lactofermentag@o em leites UAT comercializados na regido de Curitiba, Parana. Foram adquiridas 60 amostras de duas
marcas (30 da marca A e 30 da marca B) quinzenalmente em trés diferentes momentos. Em cada momento 10 amostras
de um mesmo lote eram separadas em dois grupos (DO e D7), sendo DO: cinco amostras avaliadas no dia da compra, e
D7: cinco amostras avaliadas apds incubacdao a 37+ 1°C/7 dias e analisadas quanto a enumeragdo de bactérias
psicrotroficas, coloracdo de Gram e prova da lactofermentagdo. Em DO, uma (3,4%) amostra (marca A) apresentou
crescimento de psicrotroficos (2,50 x 10° UFC/mL), Gram negativos. As amostras da marca B ndo apresentaram
crescimento microbiano. Vinte e cinco (83,3%) amostras ndo formaram coagulo, e cinco (16,7%) produziram coagulo
esponjoso. Em D7, nenhuma amostra apresentou contagem bacteriana, 20 (66,7%) ndo produziram coagulo ¢ 10
(33,3%) produziram coagulo esponjoso. O processo UAT utilizado pela marca A ndo garantiu efetividade na reducédo de
bactérias psicrotroficas, e o resultado do teste de lactofermentagdo indica a possivel contaminagdo por coliformes em
ambas as marcas. Ainda, a auséncia de coagulos em diversas amostras pode ser um indicativo do uso de conservantes, o
que ¢é considerado fraude.

PALAVRAS-CHAVE: Contaminacdo. Qualidade microbioldgica. Refrigeracéo.
SUMMARY

The beneficial effects of ultra-pasteurization milk treatment include elimination of milk pathogens, besides increasing
the product's shelf-life, however, psychrotrophic bacteria are associated with several negative effects in the final product
such as lipolysis, rancidification and gelation. This results from heat-resistant spores and its possible residual
extracellular heat-resistant enzymes activity. With that in mind, this paper aimed to quantify psychrotrophic bacteria and
perform a milk clotting test in UHT milk sold in Curitiba, Parana. 60 samples from two brands were acquired (30 from
A brand and 30 from B brand) each 15 days in different moments. Each time, 10 samples from a same batch were
separated in two groups (DO and D7), being DO: five samples analyzed in the purchase day, and D7: five samples
analyzed after incubation at 37+ 1°C/7 days and evaluated regarding enumeration of psychrotrophic bacteria, Gram
staining and milk clotting test. The heat-treating process effectiveness was evaluated by analyzing 30 samples from
each brand, A and B, totalizing 60, being 10 from each different production batches, through the surface inoculation
method in PCA, milk clotting test and classification of the isolated colonies by the Gram method. In DO, one (3,4%)
sample (from A brand) resulted in Gram negative psychrotrophic growing (2,50 x 10° UFC/mL) . Samples from B
brand did not result in bacterial growth. 25 samples (83,3%) did not clot, and five (16,7%) produced sponge clots. In
D7, none of the samples presented bacterial growth, 20 (66,7%) did not clot and 10 (33,3%) produced sponge clots.
Mesophilic bacterial culture was not done. The A brand UHT process did not grant sterilization regarding
psychrotrophic bacteria, and the milk clotting results indicate possible coliforms contamination in both brands.
Furthermore, clot absence in several samples could indicate preservatives usage, which is considered fraud.
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INTRODUCAO

A refrigeracdo do leite cru ¢ eficaz no controle
da multiplicagdo de bactérias classificadas como
mesofilas quando realizada corretamente (DAS et al.,
2015 ¢ PALUDETTI et al., 2018). Contudo, bactérias
psicrotroficas sdo capazes de se multiplicar em baixas
temperaturas (OLIVEIRA et al., 2015).

O processo conhecido como Ultra High
Temperature, UAT, ou ultrapasteurizagdo, tem como
objetivo garantir a esterilidade comercial do leite,
destruindo a totalidade dos patogenos presentes por
meio da utilizacdo do bindémio tempo/temperatura
130°C a 150°C por 2 a 4 segundos, seguido de
resfriamento a menos de 32°C e envase em condigdes
assépticas (BRASIL, 2020 e NERO et al., 2017).
Contudo, esporos de bactérias, como as psicrotroficas e
clostridios, sdo capazes de resistir ao processo,
posteriormente se multiplicando e produzindo enzimas
termotolerantes. Esse ¢ um dos principais meios pelo
qual esses microrganismos causam diversos problemas
como sabores indesejaveis no leite, instabilidade fisico-
quimica, entre outros devido a agdo de peptidases e
lipases. (MACHADO et al., 2017).

A permanéncia dessas enzimas, apesar da
redu¢do da carga microbiana pelo processo de
temperatura, ¢ um fator limitante da qualidade do leite
e derivados. Essas peptidases e lipases sdo enzimas
hidroliticas, que agem hidrolisando componentes
importantes do alimento, tais como proteinas e lipideos
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2018). Uma das proteinas
que podem ser hidrolisadas nesse processo € a caseina.
Sua quebra contribui para a desestabilizagdo do leite e
para a ocorréncia de sedimentacdo durante o
armazenamento (MATEOS et al., 2015), considerados
defeitos de fabricagao.

A Instrugdo Normativa 77/2018 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento estabelece
medidas para o controle de microrganismos mesofilos,
como a refrigeracdo do leite a 4°C, na utilizagdo do
tanque de expansdo direta, € 0 seu armazenamento nele
por no maximo trés horas. Entretanto, ndo existem
normas no Brasil que determinem limites para contagens
de psicrotroficos, ou instrugdes para seu controle. E
sabido que mesofilos sdo microrganismos indicadores
importantes para parametros higi€nicos-sanitarios na
produgdo, mas a pesquisa de psicrotroficos também sao
indicadores de qualidade. A presenga exacerbada dessas
bactérias pode significar condigdes higiénicas
insatisfatorias, uso improprio da refrigeracdo nos
produtos, entre outros (SANTOS, 2010).

A 10°C, o crescimento médio de psicrotroficos
pode ser até quatro vezes maior do que a 4°C
(SANTOS, 2010). Ou seja, para um controle efetivo do
crescimento desses microrganismos, a refrigeracio tem
que ser feita de forma correta e sistematica, 0 que nem
sempre € a realidade em propriedades, no transporte do
leite ou at¢é mesmo na indUstria, apesar de tamanha
importancia.

MOREIRA et al. (2013) verificaram a produgao
de proteases por 73% de 40 isolados psicrotroficos
realizados a partir de leite cru refrigerado. Tais enzimas

favorecem a lipdlise e a protedlise, com posterior
desenvolvimento de sabor amargo e de ranco no
produto desses locais. Consequentemente, isso acarreta
perdas financeiras significativas. Entretanto, ¢
necessario enfatizar que a refrigeracdo ndo corrige
falhas de higiene durante a ordenha.

A prova da lactofermentagéo tem como objetivo
verificar o tipo de microbiota predominante no leite, se
presente, baseado no aspecto, odor e tipo de coagulo
formado. Entretanto, a auséncia de coagulagdo também
pode ser indicadora de caracteristicas importantes,
como possivel presenca de agentes antimicrobianos
residuais no alimento. Em especial, amostras com
coagulos de aspecto digerido sugerem a presenca de
microrganismos que produzem enzimas proteoliticas,
como algumas espécies de psicrotroficos (PINTO et al.,
2006), tornando-se uma ferramenta valiosa, apesar de
ndo oficial, para detectar a presenga dessas bactérias
sem necessidade de cultura por um longo periodo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve
como objetivo enumerar bactérias psicrotroficas e
realizar a prova de lactofermentagdo em leites UAT
comercializados na regido de Curitiba, Parana.

MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas amostras de leite integral
UAT no comércio varejista de Curitiba, PR e regido.
Duas marcas (identificadas como A e B) que
frequentemente estdo disponiveis foram selecionadas,
consideradas amostras de ocasido. As aquisi¢des
ocorreram quinzenalmente em trés momentos distintos.
A cada aquisi¢do 10 unidades do mesmo lote eram
testadas, totalizando 60 amostras. Das 10 amostras
adquiridas na quinzena, cinco unidades foram
processadas no dia da compra (D0), e as outras cinco
foram processadas ap6s pré-incubagdo a 36°C + 1°C
por 7 dias (D7).

O processamento das amostras iniciou com a
higienizacdo das embalagens, com agua e detergente,
seguida de secagem e aplicagdo de alcool 70%. A
segunda etapa consistiu em submeter o leite a
contagem de microrganismos psicrotroficos. Para isso,
foram preparadas diluigdes em NaCl 0,85%. Em
seguida, foi realizada a semeadura de 1 mL da dilui¢ao
em superficie em Agar nio-seletivo Plate Count Agar
(PCA) em placas de Petri. Apds a semeadura, as placas
foram incubadas por 10 dias a 7+1°C, seguida de
contagem total das colonias (SWANSON et al., 2001).
Os resultados foram expressos em nimero de Unidades
Formadoras de Colonia por mL de leite diluido
semeado em cada placa. Em seguida, duas colonias de
cada placa foram submetidas a coloragdo de Gram, e
identificacdo morfoloégica em microscopia dptica.

Adicionalmente, para verificar a presenca da
atividade residual de proteases, e caracterizar a
microbiota presente no leite, foi realizada a prova de
lactofermentag@o para cada uma das 60 amostras, para
tanto, 10 mL de cada amostra foram adicionados em
tubos de ensaio estéreis com tampa de rosca, que foram
incubados a 36-37°C, com leituras apds 24, 48, 72 ¢ 96
horas (PINTO et al., 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 15 amostras analisadas em D0 da marca A,
uma (7,7%) apresentou contagem com resultado
detectavel de psicrotroficos (> 2,50 x 10° UFC/mL). As
demais analisadas em D7 da mesma marca apresentaram
placas sem contagem, ou seja < 1,0 x 10> UFC/mL, que é
o limite de deteccdo da técnica utilizada nesse estudo.
Quanto as amostras da marca B, nenhuma apresentou
contagem nas placas (< 1,0 x 10> UFC/mL).

E sabido que a presenca de bactérias
deteriorantes no leite UAT ¢ indicativa de condigdes
higiénicas-sanitarias inadequadas na cadeia produtiva,
principalmente na ordenha (uso de leite cru de baixa
qualidade, ou falta de Boas Praticas de Ordenha), no
sistema de envase e nos equipamentos de tratamento
térmico (WESTHOFF; DOUGHERTY, 1981).
Entretanto, tendo em vista que a amostra com
crescimento bacteriano ndo foi pré-incubada, e
nenhuma das pré-incubadas apresentaram contagem >
1,0 x 10° UFC/mL, existe a possibilidade dessa tinica
amostra ter sofrido contaminagao externa durante o seu
processamento no laboratorio.

Quanto as 30 amostras da marca B (tanto as
analisadas em DO, quanto em D7), nenhuma
apresentou contagem detectavel. Esses resultados sdo
semelhantes aos encontrados por SAEKI EK e
MATSUMOTO LS (2010) e ROSSI JUNIOR et al.
(2006), que também demonstraram a eficacia do
processo  UAT no controle da multiplicacdo de
bactérias psicrotroficas.

Esses parametros expressam garantia da qualidade
dos produtos avaliados, indicando eficiéncia no processo
UAT, na higiene geral da cadeia produtiva e de uso de
matéria prima adequada. Tais resultados podem ser
atingidos por qualquer industria de laticinios por meio da
adogdo de boas praticas de ordenha e refrigeragdo
adequada do leite cru. Sabe-se que a presenga de bactérias
psicrotréficas, como a Pseudomonas spp., pode afetar
negativamente o processamento térmico de derivados
lacteos, portanto, boas praticas higiénicas podem
contribuir diretamente para a melhoria da qualidade
desses produtos (VIDAL et al., 2017).

VIDAL et al. (2017), procurando as principais
fontes de contaminag@o por bactérias psicrotroficas em
tanques de expansdo de dez fazendas leiteiras,
verificaram que a ma higienizagdo da mao de
ordenhadores, da superficie dos tetos das vacas, das
teteiras e dos tanques de resfriamento sdo as principais
causas da presenga das bactérias no leite cru. O
resfriamento do leite ndo é garantia de boa qualidade.
O primeiro ponto de controle ¢ garantir que o leite cru
seja coletado sob condic¢des sanitarias adequadas e que
minimizem a contaminagio (RIBEIRO JUNIOR et al.,
2014). Outro fator de risco importante inerente a
presenca desses microrganismos no leite é a formagéo
de biofilme por bactérias do género Pseudomonas
(MANN e WOZNIAK, 2012), que sdo comunidades
bacterianas  envolvidas por uma matriz de
polissacarideos, conferindo alta resisténcia e
persisténcia a métodos de controle de contaminagao.

Quanto aos resultados observados na coloragdo de
Gram, a Unica amostra com contagem > 1,0 x 10°

UFC/mL foi isolada e analisada, apresentando bactérias
baciliformes Gram-negativas. Esse resultado estd de
acordo com estudos apresentados por STEPANIAK
(1997), que sugere que a grande maioria dos
contaminantes psicrotroficos do leite sejam Gram-
negativos.

As amostras submetidas ao teste da
lactofermentagdo no momento DO ndo apresentaram
coagulo, representando 25 amostras (83,4% do total
analisado), o que pode indicar a auséncia de células
microbianas por alta eficiéncia do processo UAT, ou a
presenca de agentes conservantes que impedem a
multiplicacdo bacteriana (PINTO et al., 2006). Por
outro lado, o processo também fez com que nenhuma
das amostras apresentasse coagulos uniformes, ou
gelatinosos, o que indicaria a presenga de bactérias
acido-laticas (BAL). Essas bactérias fazem parte da
microbiota ideal do leite-cru, e sdo desejaveis por
estarem relacionadas a efeitos benéficos como agdo
probidtica e regulagdo do transito intestinal (BELOTI,
2015). Os outros 16,6% das amostras apresentaram
coagulo do tipo esponjoso, sugerindo contaminagdo
por microrganismos do grupo dos coliformes
(SANTANA, 2016). Nenhuma das amostras apresentou
coagulo do tipo digerido, caracteristico de
microrganismos psicrotroficos proteoliticos
(SANTANA, 2016), em concordincia com a baixa
contagem bacteriana nas placas analisadas.

As amostras analisadas no momento D7
apresentaram resultados semelhantes, sendo a maioria
dos resultados sem coagulagdo, mas com o dobro de
amostras com coagulo esponjoso (10, sendo 7 da marca
A e 3 da marca B, representando 33,3% do total),
também com auséncia de coagulos do tipo digerido e
gelatinoso. No teste realizado sem incubag@o, cinco
amostras da marca A apresentaram coagulo do tipo
€spon;joso.

Os coagulos de tipo esponjoso caracterizam a
presenca de microrganismos do grupo dos coliformes
(SANTANA et al., 2016), que, através da produgdo de
gases oriundos do seu metabolismo, formam orificios
no leite coagulado. Essas bactérias ndo sdo desejaveis
no leite cru, muito menos no leite processado. Como
descrito por PEREIRA et al. (2013), por se tratar de
produtos UAT, ¢ provavel que a origem dessa
contaminagdo tenha acontecido pos-processo térmico,
caracterizando falhas no final da producdo. Porém,
também podem ser provenientes de mas condigdes
higiénicas ao longo da cadeia de produgdo (ordenha,
estocagem e transporte), podendo atingir o produto por
meio de contaminagdo cruzada.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, o processo UAT
utilizado por ambas as marcas ndo demonstrou completa
eficiéncia no controle de bactérias psicrotroficas, ja que
houve uma amostra com crescimento bacteriano
detectavel, o que ndo ¢ esperado de um produto que
deveria ser comercialmente estéril. Em adico, os testes
de lactofermentagdo revelam a provavel contaminagdo
por microrganismos mesofilos do grupo dos coliformes
em até um terco das amostras analisadas em D7. Nao
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houve formacao de codgulos gelatinosos em nenhum dos
produtos, indicando a auséncia de bactérias acido-
laticas.

Portanto, apesar do processo UAT ser efetivo
contra bactérias psicrotroficas, a industria de laticinios
pode desprender de medidas para evitar a presenca de
outros microrganismos contaminantes (coliformes,
como sugerido pela prova de lactofermentagdo),
investindo em boas praticas de fabricacdo, higienizagdo
correta dos equipamentos utilizados e identificando
possiveis pontos de contamina¢do dentro do processo
de produgdo.
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