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MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITES SUBMETIDOS A
ULTRA ALTA TEMPERATURA

(PSYCHROTROPHIC BACTERIA IN ULTRA-HIGH-TEMPERATURE MILK)

RESUMO

Os efeitos da ultra alta temperatura no leite incluem vantagens como destruicao de 100%
dos patogenos do leite e de aumento do tempo de prateleira do produto através da esterilidade
comercial em relacdo a micro-organismos deteriorantes. Tendo isso em vista, bactérias
psicrotroficas estdo associadas a diversos efeitos negativos nos produtos finais devido a resisténcia
de alguns esporos ao processamento, além da atividade residual de enzimas termorresistentes
extracelulares. Com isso, esse trabalho teve como objetivo quantificar bactérias psicrotroficas em
leites tratados por ultra alta temperatura de duas marcas populares comercializadas em grandes
redes de supermercado em Curitiba, Parana. Foram avaliadas 60 amostras de trés lotes diferentes
de cada marca por meio da contagem de bactérias psicrotroficas, lactofermentacao e classificacao
da colonia encontrada pelo método de Gram. As amostras foram avaliadas antes e apds incubacao
a 37°C = 1°C por 7 dias. Das 30 amostras pré-incubadas das marcas A e B, nenhuma apresentou
crescimento bacteriano, 20 (66,7%) nao produziram coagulo e 10 (33,3%) produziram coagulo
esponjoso. Das 30 que ndo foram pré-incubadas, apenas uma apresentou crescimento bacteriano
(3,4%), 25 (83,3%) nao formaram coagulo, ¢ 5 (16,7%) produziram coagulo esponjoso. Desta
forma, o processo UHT utilizado por ambas as marcas garantiu efetividade na esterilizacdo dos
leites quanto a bactérias psicrotroficas, mas os resultados encontrados no teste de lactofermentacao
indicam possivel contaminagdo por micro-organismos mesofilos.

Palavras-chave: microbiota psicrotrofica, qualidade microbiologica, leite longa vida.
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ABSTRACT

The beneficial effects of ultra-pasteurization include 100% destruction of milk pathogens,
besides increasing the product's shelf-life through commercial sterility regarding deteriorating
micro-organisms. With that in mind, psychrotrophic bacteria are associated with several negative
effects in the final product from the food industry because of heat-resistant spores and its residual
extracellular heat-resistant enzymes activity. This paper aimed to quantify psychrotrophic bacteria
in UHT milk from two different well-known brands sold in big supermarket chains from Curitiba,
Parand. The heat-treating process effectiveness was evaluated in a total of 60 samples from 3
different production batches of each brand through the surface inoculation method in PCA, milk
clotting test and classification of the colonies found by the Gram method. From the 30 preincubated
samples at 36°C = 1°C for 7 days of the A and B brands, none presented bacterial growth, 20 (66,7%)
did not clot, and 10 (33,3%) produced sponge clots. From the 30 not preincubated, only 1 showed
bacterial growth (3,4%), 25 (83,3%) did not clot, and 5 (16,7%) produced sponge clots. In
conclusion, the effectiveness of the UHT processes from both brands eliminating psychrotrophic
bacteria was granted, but the milk clotting test results indicates possible mesophilic microorganism
contamination.

Keywords: psychrotrophic microbiota, microbiological quality, UHT milk.

INTRODUCAO

A refrigeragdo do leite cru € eficaz no controle de bactérias classificadas como mesoéfilas
(DAS et al. 2015). Contudo, bactérias psicrotroficas sdao um subgrupo que desenvolve resisténcia

a baixas temperaturas por sintetizar fosfolipidios e lipideos, que permitem sua viabilidade por

2
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manter sua fluidez, transporte de solutos e secrecdo de enzimas extracelulares (OLIVEIRA et al.

2015).

O processo popularmente conhecido como Ultra High Temperature - UHT, ou
ultrapasteurizacdo, tem como objetivo garantir a esterilidade comercial do leite, destruindo 99,9%
dos micro-organismos presentes por meio da utilizagdo do bindmio 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 (NERO et al. 2017). Contudo, esporos de bactérias psicrotroficas sdo capazes de resistir
ao processo, posteriormente se multiplicando e produzindo enzimas termotolerantes. Esse ¢ um dos
principais meios pelo qual bactérias psicrotroficas causam diversos problemas como sabores
indesejaveis no leite, instabilidade fisico-quimica, entre outros devido a acdo de peptidases e

lipases. (MACHADO et al. 2017).

A permanéncia dessas enzimas, apesar da reducdo 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 quebrando componentes importantes do alimento - proteinas, e
lipideos, respectivamente (RIBEIRO JUNIOR et al. 2018). Apesar de sua importancia na indistria
alimenticia, quando manipuladas para efeitos benéficos - sabores de queijos, entre outras
caracteristicas (TAVANO, 2013), quando fora de controle, elas sdo responsaveis pela quebra das
principais estruturas do leite, como proteinas, gordura e lecitina (VON NEUBECK et al. 2015).
Uma das proteinas que podem ser hidrolisadas nesse processo ¢ a caseina. Sua quebra contribui
para a desestabiliza¢do do leite e para a ocorréncia de sedimentagdo durante o armazenamento

(MATEOS et al. 2015).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo enumerar bactérias psicrotroficas

em leites UHT comercializados na regido de Curitiba, Parana, avaliando a efetividade do processo
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térmico em eliminar esses micro-organismos, garantindo a esterilidade comercial do produto

durante sua vida de prateleira.

MATERIAIS E METODOS

Foram adquiridas amostras de leite integral UHT no comércio varejista (mercados e
supermercados) de Curitiba, PR e regido. Duas marcas (identificadas como A e¢ B) que
frequentemente estdo disponiveis no comércio varejista da regido 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 ao fim do experimento.
Das 10 amostras adquiridas na quinzena, cinco unidades foram processadas no dia da compra, ¢ as

outras cinco foram processadas apos pré-incubagdo a 36°C £ 1°C por 7 dias.

O processamento comegou com a higieniza¢do externa das embalagens, com agua e
detergente, seguida de secagem e aplicacdo de alcool 70%. A segunda etapa consistiu em submeter
o leite a contagem bacteriana total (CBT). Para isso, foram preparadas diluicdes em NaCl 0,85%.
Em seguida, foi realizada a semeadura em superficie em Agar nio-seletivo Plate Count Agar (PCA)
em placas de Petri. Apos a semeadura, as placas foram incubadas por 10 dias a 7+1°C, seguida de
contagem total das colonias (SWANSON et al. 2001). Duas colonias de cada placa foram

submetidas a coloragdo de Gram, e identificacdo morfoldgica em microscopia optica.

Adicionalmente foi realizada a prova de lactofermentacdo para cada uma das 60 amostras,
contendo 10 mL de cada amostra em tubos de ensaio estéreis com tampa de rosca, que foram

incubados a 36-37°C, com leituras nos intervalos de 24, 48, 72 ¢ 96 horas (PINTO et al. 2006).

As andlises foram processadas no Laboratorio de Controle de Qualidade e Seguranca de
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Alimentos (LACQSA) da UFPR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Poucas amostras apresentaram contagens de micro-organismos psicrotroficos. Das 15
amostras que ndo foram pré-incubadas da marca A, apenas uma (7,7%) apresentou crescimento
bacteriano, com > 2,50 x 10> UFC/mL (Tabela 1). J& das outras 15 amostras pré-incubadas da
mesma marca, as contagens foram < 1,0 x 10° UFC/mL.

E sabido que a presenga de bactérias deteriorantes no leite UHT ¢é indicativa de condi¢des
higiénicas inadequadas na cadeia produtiva, principalmente na ordenha (uso de leite cru de baixa
qualidade), no sistema de envase e nos equipamentos de tratamento térmico (WESTHOFF &
DOUGHERTY 1981). Entretanto, tendo em vista que a amostra com crescimento bacteriano nao
foi pré-incubada, e nenhuma das pré-incubadas apresentaram contagem significativa, existe a
possibilidade dessa linica amostra ter sofrido contaminacdo externa durante o seu processamento
no laboratoério.

Quanto as 30 amostras da marca B (pré-incubadas e ndo pré-incubadas), nenhuma
apresentou contagem superior a 1,0 x 10° UFC/mL. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por SAEKI EK & MATSUMOTO LS (2010) e ROSSI JUNIOR OD et al. (2006), que
também demonstraram a eficacia do processo UHT no controle da multiplicagdo de bactérias
psicrotroficas. Isso indica eficiéncia no processo UHT, na higiene geral da cadeia produtiva e de
uso de matéria prima adequada.

VIDAL et al. (2017), procurando as principais fontes de contaminagdo por bactérias
psicrotroficas em tanques de expansdo de dez fazendas leiteiras, verificaram que a ma higienizagado

da mao de ordenhadores, da superficie dos tetos das vacas, das teteiras e dos tanques de
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resfriamento ¢ a principal causa da presenca das bactérias no leite cru. O resfriamento do leite ndo
¢ garantia de boa qualidade. O primeiro ponto de controle ¢ garantir que o leite cru seja coletado
sob condicdes sanitarias adequadas e que minimizem a contaminacao (BEALES 2004). Outro fator
de risco importante inerente a presenca desses micro-organismos no leite ¢ a formagao de biofilme
por bactérias do género Pseudomonas (MANN & WOZNIAK 2012), que sdo comunidades
bacterianas envolvidas por uma matriz de polissacarideos (DONLAN 2002), conferindo alta
resisténcia e persisténcia a métodos de controle de contaminagao.

Quanto aos resultados observados na coloracdo de Gram (Tabela 2), a tinica amostra com
contagem significativa 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 psicrotréficos do leite sejam gram-negativos, e em
niimero muito menor, 0s gram-positivos.

A maioria das amostras que nao foram pré-incubadas submetidas ao teste da
lactofermentacdo ndo apresentaram coagulo (Tabela 3), representando 25 amostras (83,4% do total
analisado), o que indica a auséncia de células microbianas (PINTO et al. 2006) por alta eficiéncia
do processo UHT. Por outro lado, o processo também fez com que nenhuma das amostras
apresentasse coagulos uniformes, ou gelatinosos, o que indicaria a presenca 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 agao probidtica e regulacio do transito intestinal. Ja
os outros 16,6% das amostras apresentaram coagulo do tipo esponjoso. Nenhuma das amostras
apresentou coagulo do tipo digerido, caracteristico de micro-organismos psicrotroficos
proteoliticos, em concordincia com a baixa contagem bacteriana nas placas analisadas (Tabela 1).

As amostras incubadas a 36°C + 1°C por 7 dias apresentaram resultados semelhantes, sendo

a maioria dos resultados sem coagulacdo, mas com o dobro de amostras com coagulo esponjoso
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(10, sendo 7 da marca A e 3 da marca B, representando 33,3% do total), e também com auséncia
de coagulos do tipo digerido e gelatinoso. No teste realizado sem incubagdo, cinco amostras da
marca A apresentaram coagulo do tipo esponjoso.

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

atingir o produto através de contaminacao cruzada.

CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, o processo UHT utilizado por ambas as marcas se mostrou
eficiente no controle de bactérias psicrotroficas, com crescimento bacteriano em apenas uma das
amostras. Entretanto, os testes de lactofermentagdo revelam a provavel contaminagdo por
microrganismos meso6filos do grupo dos coliformes em até um ter¢o das amostras pré-incubadas.
Além disso, ndo houve formacao de codgulos gelatinosos em nenhum dos produtos, indicando a
auséncia de bactérias acido-laticas. Essas, por sua vez, sdo desejaveis no leite-cru e ndo sobrevivem
a0 processo térmico.

Portanto, apesar do processo ser efetivo contra bactérias deteriorantes, a industria de
laticinios pode desprender de medidas para evitar a presenca de coliformes, investindo em boas
praticas, higienizag¢do correta dos equipamentos utilizados e identificando possiveis pontos de

contaminacdo dentro do processo de produgao.
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TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Contagem de micro-organismos aerobios psicrotroficos em leites (pré-incubados e nao
pré-incubados a 36°C, +-1°C, por 7 dias) submetidos a Ultra High Temperature - UHT.
Table 1. Aerobial psychrotrophic microorganisms count in preincubated and not preincubated at

36°C, +-1°C, for 7 days, UHT milk

Marcas de Leite UHT
UFC/mL
An (%) B n (%)
<1 29 (96,6) 30 (100,0)
1-25 0(0,0) 0(0,0)
26-99 0(0,0) 0(0,0)
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100-250 0(0,0) 0(0,0)

>250 1 (3,4) 0(0,0)

Legenda: A n: amostras de leite UHT da marca “A”; B n: amostras de leite UHT da marca “B”.

Subtitle: A n: brand “A” UHT milk samples; B n: brand “B” UHT milk samples.

Tabela 2. Distribui¢do dos resultados da colora¢do de Gram de coldnia isolada de amostra de leite
UHT, coletadas no comércio de Curitiba-PR e regido.
Table 2. Results distribution obtained from Gram staining of colonies isolated from UHT milk

samples, obtained from local markets at the region of Curitiba-PR.

Classificacio Morfologica de Marcas de Leite UHT
Psicrotroficos Aerdbios An (%) B n (%)
B - 1 (100,0) 0(0,0)

Legenda: B -: Bacilo Gram negativo; A n: amostras de leite UHT da marca “A”’; B n: amostras de
leite UHT da marca “B”.
Subtitle: B-: Gram Negatice Bacille; A n: brand “A” UHT milk samples; B n: brand “B” UHT

milk samples.

Tabela 3. Distribuig¢do dos resultados do teste de lactofermentacdo sem pré-incubacao das
amostras a 36°C + 1°C por 7 dias
Table 3. Lactofermentation test results distribution of not preincubated at 36°C = 1°C for 7 days

samples

Forma de Marcas de Leite UHT Total n (%)

12



Coagulos An (%) B n (%)
Gelatinoso 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Esponjoso 5(33,3) 0(0,0) 5(16,6)
Digerido 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Sem coagulo 10 (66,7) 15 (100,0) 25(83,4)

267 Legenda: A n: amostras de leite UHT da marca “A”; B n: amostras de leite UHT da marca “B”.

268  Subtitle: A n: brand “A” UHT milk samples; B n: brand “B” UHT milk samples.

269

270 Tabela 4. Distribuicao dos resultados do teste de lactofermentacao com pré-incubagao das

271 amostras a 36°C + 1°C por 7 dias

272 Table 4. Lactofermentation test results distribution of preincubated at 36°C + 1°C for 7 days

273  samples

Forma de Marcas de Leite UHT
Total n (%)
Coagulos An (%) B n (%)

Gelatinoso 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Esponjoso 7 (46,7) 3 (13,3) 10 (33,3)
Digerido 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Sem coagulo 8(53,3) 12 (86,7) 20 (66,7)

274 Legenda: A n: amostras de leite UHT da marca “A”; B n: amostras de leite UHT da marca “B”.

275  Subtitle: A n: brand “A” UHT milk samples; B n: brand “B” UHT milk samples.



