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BACTERIAS PSICROTROFICAS EM LEITE CRU REFRIGERADO
Psychrotrophic bacterials in raw milk refrigerated
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RESUMO
O objetivo deste trabalho foi verificar a qualidade microbioldgica de amostras de leite

cru de tanques refrigerados recebidos por uma Cooperativa localizada no Estado de
Minas Gerais. Amostras de quatro tanques de refrigeracio coletivos e quatro tanques de
refrigeracdo individuais foram coletadas e analisadas para a presenca de bactérias
psicrotréficas. Coletaram-se duas amostras de cada um dos tanques, sendo as mesmas
em seguida plaqueadas em duplicata em Agar Padrio para Contagem (PCA) utilizando-
se a metodologia de pour plate. Apés dez dias de incubagdo a 7°C as placas foram
analisadas. Na andlise dos tanques comunitdrios as contagens variaram de 10° a 10°
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) mL, enquanto que para 0s tanques
individuais a variagdo foi de 10" a 10* UFC mL". Embora alguns estudos demonstrem
que as contagens acima de 10° UFC mL™" é que podem interferir com a qualidade do
leite e derivados, um monitoramento continuo de boas priticas para prevenir a
contaminagdo e multiplicacdo microbiana no leite deve ser implementado a fim de
garantir a producdo de leite de maior qualidade e evitar perdas para os produtores.

Termos de indexacdo: refrigeracdo; Instru¢do Normativa 62; qualidade microbioldgica;

temperatura.

ABSTRACT
The objective of this work involved to monitoring microbiological quality of raw milk
samples from refrigerated tanks received at a Minas Gerais state’s cooperative. Milk
samples were collected from four collective and four individuals refrigerated containers
and psychrotrophic bacteria were enumerated. Two samples of each tank were collected
and pour plated in duplicate using Plate Count Agar (PCA). After 10 days of incubation
at 7°C the plates were counted. Psychrotrophic bacterial numbers varied from 10° to 10°
colony forming units (CFU) mL" and from 10' to 10* CFU mL" for collectives and
individuals tanks, respectively. Although some studies demonstrated that more than 10°
CFU mL" are need to altering the quality of milk and milk products, it is suggested a
continuous monitoring of good manufacturing practices in order to prevent the

psychrotrophic bacterial contamination and multiplication in milk, therefore, to

Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria é uma publicacao semestral da Faculdade de Ensino Superior e
Formacao Integral de Garca - FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdo Cultural e Educacional de Garca - ACEG. .
CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000
www. revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA DE MEDICINA VETERINARIA-ISSN:1679-7353

Ano XII-Nimero 22 — Janeiro de 2014 — Periddico Semestral

guarantee the microbiological quality of milk and to avoid significant farmers”
economic losses.
Index therms: refrigeration; Normative Instruction 62; microbiology quality;

temperature.
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1. INTRODUCAO

A Instrugdo Normativa 62/2011 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento, estabelece a refrigeracdo do leite a 4 °C e seu armazenamento na
propriedade rural por um periodo mdximo de 48 horas. Essa exigéncia visa a
diminuicdo da multiplicacdo de micro-organismos mesdfilos. No entanto, as bactérias
psicrotrdficas, caracterizadas pela capacidade de desenvolver-se a temperaturas de
refrigeracdo podem estar presentes e serem as responsaveis pela deterioracdo do leite
cru refrigerado e de seus derivados (ARCURI et al., 2008; BRASIL, 2011)

A granelizacdo, embora tenha possibilitado a melhoria da qualidade do leite
recebido pela industria, pela diminui¢do da multiplicacio de micro-organismos
mesofilos, os quais aumentam a acidez do leite, prejudicando seu beneficiamento, a
estocagem do leite a temperaturas de refrigeracdo tem substituido a microbiota de
bactérias deteriorantes mesofilicas por uma microbiota de bactérias psicrotrdficas, ja
que esta temperatura ndo € capaz de controlar o desenvolvimento desses micro-
organismos (ALMEIDA, 1999; SANTANA et al., 2001; SANTOS e FONSECA, 2001;
ARCURYI, 2003).

Os psicrotréficos sdo micro-organismos capazes de se multiplicarem a baixas
temperaturas (< 7°C), embora sua temperatura 6tima de crescimento seja maior. Ndo
constituem um grupo taxondmico especifico, pois estdo distribuidos em
aproximadamente 15 géneros distintos. Sdo encontrados no leite em decorréncia de
falhas nos procedimentos de limpeza e sanitizacdo durante a producio e sdo na maioria
bactérias Gram negativas dos géneros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas,
Alcaligenes, embora algumas Gram positivas como as pertencentes aos géneros
Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus e Arthrobacter também facam parte desse grupo
(THOMAS e THOMAS, 1973; COUSIN, 1982; SUHREN, 1989; BRITO et al., 2000;
SANTOS e FONSECA, 2001; HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007, ARCURI et

al., 2008). Segundo Stulova et al. (2010), 50% das bactérias psicrotréficas presentes em
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leite cru refrigerado pertencem ao género Pseudomonas, sendo Pseudomonas
fluorescens a espécie predominante.

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condi¢des
adequadas de higiene, a populacio de psicrotréficos pode alcancar niveis elevados com
uma condi¢do higi€nica precaria e/ou com um elevado nimero de células somadticas. Por
esta razdo, a contagem de psicrotréficos em leite cru pode atingir mais de 90% da
populacio bacteriana total (SAMARZIJA et al., 2012; GARGOURI et al., 2013).

Além da capacidade de desenvolver-se as temperaturas de refrigeracdo, bactérias
psicrotréficas possuem habilidade de produzir enzimas hidroliticas termorresistentes, as
quais retém de 30 a 100% de sua atividade enzimdtica apds tratamento térmico de
pasteurizagdo e de Ultra Alta Temperatura (UAT) (COUSIN, 1982; SORHAUG e
STEPANIAK, 1997; NORNBERG et al., 2009; SAMARZIJA et al., 2012).

As enzimas termorresistentes, principalmente lipases e proteases, sdo a grande
preocupacdo, pois reduzem rendimento de fabricacdo de queijos, limitam a vida de
prateleira, alteram sabores, odores e aparéncia. As proteases possuem atividade
hidrolitica em vdrias fracdes de caseina, sendo a caseina facilmente degradada, devido
sua estrutura ndo helicoidal. A k-caseina localizada na superficie da micela de caseina
quando hidrolisada causa desestabilizagdo da micela, podendo levar a coagulacio e
alteracdes nas caracteristicas organolépticas do leite. Ja as lipases, podem hidrolisar os
fosfolipidios presentes na camada dos glébulos de gordura, havendo a formagdo de
dcidos graxos livres, mono e digliceridios, resultando em altos niveis de acido butirico e
caproéico, causando o sabor de rango no leite e seus derivados. Além disso, estima-se perda
de aproximadamente 10% de proteina e gordura do leite pela presenga de psicrotréfico (BRITO
et al., 2000; HANTSIS-ZACHAROV e HALPERN, 2007).

Com isso, torna-se imprescindivel assegurar a adocdo de boas praticas de
produgdo para limitar a contaminacio (CHAMPAGNE et al., 2000; BRITO e
PORTUGAL, 2003; MIGUEL et al., 2007). Desse modo, os micro-organismos
indicadores ideais para avaliacdo da qualidade microbioldgica de leite refrigerado s@o os
psicrotréficos, ja que a contagem de meséfilos quando ndo ha boas pratica implantadas,
pode subestimar o niimero real de micro-organismos presentes no leite (SANTANA et

al., 2001; ARCURI et al., 2008).
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O objetivo desse trabalho foi de quantificar bactérias psicrotréficas de leite cru

refrigerado em tanques de refrigerac@o coletivos e tanques de refrigeracao individuais.

2. MATERIAL E METODOS

Amostras de leite cru foram coletadas de quatro tanques individuais (A, B, C e
D) e quatro tanques coletivos (E, F, G e H) em propriedades de Associados da industria
de laticinio - Cooperativa Agropecudria de Sdo Jodo Nepomuceno no municipio de Sdo
Jodao Nepomuceno, MG. Ap6s agitacdo do leite no tanque coletaram-se cerca de 500 mL
de leite utilizando-se coletor de aco inoxiddvel e frascos estéreis. Em seguida as
amostras foram transportadas em caixas isotérmicas a uma temperatura média de 5 °C
para o Laboratério de Microbiologia da Universidade Presidente Anténio Carlos,
Campus VI e imediatamente analisadas. Para todos os tanques as amostras foram
coletadas em duplicata.

A contagem foi realizada ap6s as amostras serem submetidas a dilui¢des seriadas
até 10 em 4gua peptonada estéril (0,1%). De cada dilui¢do retirou-se uma aliquota de
0,1 mL plaqueando-a, por meio da técnica de pour plate em placas contendo meio de
cultura Agar Padrdo para Contagem (PCA). As andlises foram feitas em duplicata,
seguindo sua incubagdo a 7°C por 10 dias. Os resultados foram expressos em UFC mL"
1, considerando as diluicdes com nimero de colonias entre 25 e 250 (SILVA et al.,

2007).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As contagens de bactérias psicrotréficas foram diferentes para os dois grupos de
tanques comunitdrios, sendo esses classificados de acordo com o nimero de bactérias
psicrotréficas em tanques com baixa contaminagido (<50.000 UFC mL") ou tanques
com alta contaminacao (>50.000 UFC mL™), de acordo com Molineri et al. (2012).
Enquanto a média de cada um dos tanques individuais néo atingiu 50.000 (5,0 X

10%) UFC mL", classificando-os como de baixa contaminag¢do, para dois dos tanques
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comunitarios observaram-se contagens acima de 5,0X10° UFC mL™, sendo esses

considerados de elevada contaminagao (Figuras 1 e 2).

20000 -

17500 -

5

=]

=]

S
L

réficos
3
<)
.

3200

onfggem ée psigrot
g g8 8
S 3 3
. . .

C

2500 -

4000

40

22500 - Contagem de bactérias psicrotréficas em leite cru refrigerado em tanques de expansao individuaiso800

A

Propriedade c

D

Figura 1 — Contagem de bactérias psicrotréficas em leite cru refrigerado em tanques de

expansdo individuais.
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Figura 2 - Contagem de bactérias psicrotroficas em leite cru refrigerado em tanques de

expansdo comunitarios.

De acordo com Hantsis-Zacharov e Halpern (2007) e Gaucher et al. (2008), o

limite méximo de psicrotréficos no leite cru que ndo interferiria na sua qualidade seria

de até 10° UFC mL™, enquanto para Cempirrkova e Mikulovd (2009) o limite
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considerado como de segurangca o de 5,0 X 10° UFC mL". Embora nio haja na
legislacdo brasileira limites para a presenca desse grupo microbiano no leite, estudos
tém demonstrado que as proteases termoestaveis produzidas mesmo por baixo nimero
de Pseudomonas fluorescens podem ativar o sistema plasmina no leite e acelerar a
protedlise em queijos (STULOVA et al., 2010; DE JONGHE et al., 2011).

No presente trabalho observou-se que as contagens de bactérias psicrotréficas no
leite de tanques de refrigeracdo individuais variaram de 4,0X10"' UFC mL™" a 2,1X10"
UFC mL", sendo que apenas uma amostra encontrou-se na ordem de 10* UFC mL"
(Amostra D). Para os tanques de refrigeracdo comunitdrios, a variacdo foi de 7,2X10°
UFC mL"' a 8,8X105 UFC mL’l, tendo dois tanques obtendo contagens na ordem de 10°
UFC mL™".

Stulova et al. (2010) ao analisarem leite cru refrigerado de tanques comunitarios,
encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo, entre 10° a 10* UFC mL™..
Por outro lado, Pinto et al. (2006), ao realizarem contagens de psicrotréficos em leite
cru refrigerado de tanques individuais verificaram contagens na ordem de 10’ UFC mL™
e de cerca de 10° UFC mL" para os tanques coletivos.

Arcuri et al. (2008) apesar de terem encontrado contagens para os dois tipos de
tanques (individuais e coletivos), entre 10*e 10’ UFC mL", observaram que a maioria
dos tanques individuais apresentaram contagens abaixo de 10° UFC mL’ (baixa
contaminag@o) e que os tanques coletivos apresentaram contagens acima de 10° UFC
mL"! (elevada contaminacio).

Os resultados apresentados pelo presente trabalho e por Arcuri et al. (2008)
indicam que o leite de tanques de refrigeracdo comunitdrios apresentam contagens mais
elevadas que o leite de tanques individuais, sendo aqueles, normalmente, classificados
como de elevada contaminacdo. Ainda, observam-se nesses trabalhos, que o nimero de
bactérias psicrotroficas quantificadas variam entre si.

Bactérias psicrotréficas sdo, normalmente, encontradas em dgua contaminada,
solo e vegetacdo. Assim, as variacdes de contagens encontradas para as diferentes
propriedades, assim como para os dois grupos de tanque, podem estar relacionadas as
condicdes de ordenha, de manejo, de higiene e de armazenamento do leite cru de cada

propriedade, havendo nos tanques de expansdo comunitirios um somatorio das falhas

Revista Cientifica Eletrénica de Medicina Veterinaria é uma publicacao semestral da Faculdade de Ensino Superior e
Formacao Integral de Garca - FAEF e Editora FAEF, mantidas pela Associacdo Cultural e Educacional de Garca - ACEG. .
CEP: 17400-000 - Garca/SP - Tel.: (0**14) 3407-8000
www. revista.inf.br - www.editorafaef.com.br - www.faef.edu.br.



REVISTA CIENTIFICA DE MEDICINA VETERINARIA-ISSN:1679-7353

Ano XII-Nimero 22 — Janeiro de 2014 — Periddico Semestral

individuais, comprometendo a qualidade final do produto (BUENO et al., 2004;
MARTINS et al., 2008, ARCURI et al., 2008; MOLINERI et al., 2012).

O armazenamento do leite cru sob refrigeracdo, possibilita a reducdo de custos
operacionais de producio e evita perdas dessa matéria-prima pela atividade acidificante
de bactérias mesofilicas. Entretanto, as temperaturas baixas e o armazenamento por
periodos prolongados podem resultar em queda de qualidade dos produtos lacteos e
reducdo significativa na vida de prateleira dos derivados lacteos, especialmente quando
as contagens iniciais sdao elevadas (COUSIN e BRAMLEY, 1981; SANTOS e
BERGMAN, 2003; MARTINS et al., 2005; CORREA et al., 2011; IZIDORO et al.,
2013)).

A baixa contagem de psicrotroficos no leite é de fundamental importincia para
sua qualidade, visto que a producdo de enzimas termorresistentes, como proteases e
lipases, e a atividade metabdlica desses micro-organismos e das enzimas levam a
alteracdes bioquimicas nos constituintes do leite (NADER FILHO et al., 1982; AMIOT,
1991; HAYES, 1993; GERMANO e GERMANO, 2001).

4. CONCLUSAO

O leite cru refrigerado em tanques de expansdo individuais apresentaram
contagens de psicrotréficos menores que em tanques de expansdo comunitérios e,
variaram entre si. Essas variacdes de contagens entre as amostras podem esta
relacionadas as condi¢gdes de ordenha e armazenamento do leite cru de cada
propriedade, havendo nos tanques de expansdao comunitdrios um somatoério das falhas
individuais. Contagens elevadas de psicrotroficos podem interferir diretamente na
qualidade do leite e dos produtos finais, devendo haver um controle rigoroso da limpeza
e higienizacdo dos tetos dos animais, pessoal, ambiente, equipamentos e utensilios, afim

de reduzir a contaminagéo do leite.
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