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Deus nosso Pai, que Sois todo Poder e Bondade, dai a forca a aquele que passa
pela provacao, dai a luz a aquele que procura a verdade, pondo no coracéo do
homem a compaixao e a caridade.

Deus, dai ao viajor a Estrela Guia, ao aflito a consolagéo, ao doente o repouso.
Pai, dai ao culpado o arrependimento, ao Espirito a Verdade, a crianca o Guia ao
orfao o pai.

Senhor, que a Vossa Bondade se estenda sobre tudo que criastes.

Piedade, Senhor, para aqueles que Vos ndo conhecem, esperanca para aqueles
que sofrem.

Que Vossa Bondade permita aos Espiritos Consoladores derramarem por toda a
parte a Paz, a Esperanca e a Fé.

Deus! Um raio, uma faisca do Vosso amor pode abrasar a terra; deixai-nos beber na
fonte dessa bondade fecunda e infinita, e todas as lagrimas secardo, todas as dores
se acalmaréo.

Um sO coragao, um sé pensamento subira até Vos, como um grito de
reconhecimento e de amor.

Como Moisés sobre a montanha nés vos esperamos com os bracos abertos. Oh!
Poder! Oh! Bondade! Oh beleza! Oh! Perfeicdo! E queremos de alguma sorte
merecer a Vossa misericordia.

Deus! Dai-nos a for¢a de ajudar o nosso progresso a fim de subirmos até Vos. Dai-
nos a caridade pura, a humildade, a fé e a razdo. Dai-nos a simplicidade Pai, que
fara das nossas almas o espelho onde se ha de refletir a Vossa divina imagem.

Que assim seja.

Prece de Caritas
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RESUMO

Objetivou-se com o0 presente trabalho isolar e caracterizar bioquimicamente a
microbiota psicrotrofica, bem como avaliar seu poder deteriorador no leite cru
refrigerado, armazenado em tanques de expansao, individuais e coletivos, de
propriedades das regifes Agreste e Sertdo do Estado de Alagoas. Foram analisadas
amostras de leite coletadas em 23 tanques individuais e 13 coletivos, onde se
verificou a presenca de bactérias psicrotroficas nos dois tipos de tanques de
refrigeragdo, sendo um total de 105 isolados bacterianos. Foi detectada a
predominancia de bactérias psicrotroficas gram-negativas 78,09% (82/105), dos
géneros Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Burkholderia, Acinetobacter e
Shigella, enquanto que as bactérias gram-positivas foram da ordem de 21,90%
(23/105) dos géneros Streptococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus
e Bacillus. Pseudomonas foi o género predominante com 43,81% (46/82). A grande
maioria dos isolados bacterianos demonstrou alto poder de producdo de enzimas
extracelulares — protease, lipase e/ou lecitinase, evidenciando assim potencial
deteriorador do leite e derivados. Estatisticamente, nao foi significativa a diferenga
de producdo enzimatica pelos isolados entre tanques individuais e coletivos, ndo
havendo dependéncia entre o numero de isolados bacterianos produtores de

enzimas e o tipo de tanque.

Palavras-chave: Gram-negativas, Proteases, Lipases, Pseudomonas,

Termoddricos.



ABSTRACT

The goal of this study was the isolation and biochemical characterization of
psychotrophic microbiota, evaluating its deteriorating potential on refrigerated raw
milk stored in both individual and collective expansion tanks located in farms from
Agreste and Sertdo regions of Alagoas State. Milk samples from 23 (individual) and
13 (collective) tanks were analyzed, and the presence of psychotropic bacteria was
diagnosed in both types of refrigeration tanks, totalizing 105 bacterial isolates. There
was a predominance of gram-negative psychotropic bacteria 78,09% (82/105) from
genus Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Burkholderia, Acinetobacter e
Shigella, whereas gram-positive bacteria represented 21,90% (23/105) of total
isolates, from genus Streptococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus
and Bacillus. In general, Pseudomonas was the most prevalent genus isolated
43,81% (46/82). The majority of bacterial isolates had high extracellular enzymes
production — protease, lipase and/or lecithinase, which evidenced elevate
deteriorating potential for milk and its derivatives. There was no significant difference
on enzymatic production among isolates or between individual and collective tanks,
as well as no dependency between total humber of enzymatic producer bacterial

isolates and tank type.

Keywords: Gram-negative, Proteases, Lipases, Pseudomonas, Thermoduric.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o elevado grau de desenvolvimento dos microorganismos que se
multiplicam no leite cru, caracteriza seu status como de qualidade inferior (LANGONI
et al., 2011; CATANIO et al., 2012). Problemas no perfil microbiolégico das aguas,
utensilios e equipamentos de ordenha com ineficiente higienizacdo, além da
sanidade animal e dos trabalhadores, patrocina efetivamente essa condi¢do. E
primordial que se reduza a carga microbiana — deterioradora e patogénica, do leite.
Para tanto, a implantacdo de medidas higiénico-sanitérias, envolvendo toda a cadeia
produtiva, desde instalacdes, utensilios e equipamentos de ordenha, passando pelos
colaboradores e animais, se torna primordial para que se obtenha matéria-prima e
produtos finais de qualidade satisfatoria (YAMAZI et al., 2010).

A Instrucdo Normativa N° 62, de 29 de dezembro de 2011, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2011), estabelece o Regulamento
gue fixa a identidade e os requisitos minimos de qualidade que deve apresentar o
Leite Cru Refrigerado nas propriedades rurais.

O leite, por si sO, contém em sua constituicdo proteinas, vitaminas, gorduras,
carboidratos e sais minerais, tornando-se um alimento bastante rico em nutrientes.
Dessa forma, sua qualidade é foco de vérias discussdes dentro da producéo leiteira
em nosso pais. Apoés ser secretado na glandula mamaria, pode sofrer contaminacéo
por microrganismos, de trés formas principais: dentro do Ubere, na superficie exterior
deste e tetos e ainda, através dos equipamentos e utensilios de ordenha e/ou
tanque de refrigeracdo (SANTOS; FONSECA, 2001; YAMAZI, et al., 2010). Portanto,
a sanidade da glandula mamaria, a implantacdo de medidas higiénicas durante a
ordenha, bem como a limpeza adequada dos equipamentos e utensilios, além do
ambiente em que o animal esta instalado para tal, sdo fatores essenciais para que
se reduza significativamente a proliferagcdo microbiana no leite cru (GUERREIRO et
al., 2003). Nao podendo esquecer que, sdo de extrema importancia a temperatura e
o tempo de retencdo do leite no tanque, visto que, estes dois aspectos, estédo
rigorosamente atrelados a proliferacdo microbiana e, tem como principal
consequéncia, 0 aumento da carga bacteriana total (FONSECA, 1998; HORST
2006; PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006).
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Lorenzetti (2006), afirma que a contaminagdo microbiana prejudica a
gualidade do leite, interfere na industrializacdo, reduz o tempo de prateleira do leite
fluido e derivados lacteos e pode colocar em risco a saude do consumidor.

Apesar de representar menos de 10% da microbiota inicial em condi¢des
sanitarias adequadas, 0s microrganismos psicotroficos podem ter suas
concentracbes aumentadas significativamente quando em condi¢cdes de higiene
deficientes (NORNBERG; TONDO; BRANDELLI, 2009).

Dessa forma, com esse trabalho objetivou-se Isolar e identificar, ao nivel de
género, bactérias psicrotréficas no leite cru refrigerado, bem como determinar a

atividade enzimatica — proteolitica, lipolitica e lecitinolitica das mesmas.
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2 REVISAO

2.1 Legislacao

A Instrucdo Normativa n° 62, de 29 de dezembro de 2011 (IN 62), do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), aprovou o Regulamento
Técnico de ldentidade e Qualidade do Leite Cru Refrigerado. Neste regulamento
foram fixados os requisitos microbioldgicos, fisicos e quimicos que o leite deve
atender. Dentre estes, merece destaque a Contagem Bacteriana Total (CBT) e a
Contagem de Células Somaticas (CCS). Disciplina também, entre outros, as
condicbes higiénico-sanitarias gerais para a sua Obtencdo, bem como sua
manutencgdo e transporte em tanques refrigerados (BRASIL, 2011).

Esta Instru¢do Normativa em seu artigo 1° determina:

Art. 1° Alterar o caput, excluir o paragrafo Unico e inserir os 88 1° ao 3°, todos
do art. 1°, da Instrucdo Normativa MAPA n°® 51, de 18 de setembro de 2002, que
passam a vigorar com a seguinte redacao:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico de Produgéo, Identidade e Qualidade
do Leite tipo A, o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Leite Cru
Refrigerado, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leite
Pasteurizado e 0 Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru Refrigerado e seu
Transporte a Granel, em conformidade com os Anexos desta Instrugdo Normativa.

8§ 1° Esta Instrugdo Normativa é aplicavel somente ao leite de vaca.

8§ 2° Os aspectos relacionados a remuneracdo ao produtor baseada na
gualidade do leite devem ser estabelecidos mediante acordo setorial especifico.

8 3° O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento- MAPA instituira
Comissdo Técnica Consultiva permanente, com vistas a avaliacdo das acodes
voltadas para a melhoria da qualidade do leite no Brasil.

Esta IN 62 também estabelece o limite maximo para a contagem bacteriana
total (CBT). A contaminacdo no leite passa a ser expressa em Unidade Formadora
de Coldnia por mililitro (UFC/ml), como também os limites para Contagem de Células

Somaéticas (CCS), expressa em CS/mL. Assim, ficou determinado que, devera haver
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um decréscimo na CBT maxima ao longo dos anos. O quadro 1 demonstra estes

valores.

Quadro 1 Requisitos microbiolégicos, e de CCS, a serem avaliados pela Rede
Brasileira de Laboratdrios de Controle da Qualidade do Leite

A partir de 01.7.

A partir de

A partir de

A partir de

indice medido | 2008 Até 31.12. | 01.01.2012  até | 01.7.2014 até | 01.7.2016
(por propriedade | 2011 Regides: S/ | 30.6.2014 30.6.2016 Regibes: S/ SE /
rural  ou por | SE / CO A partir | Regibes: S/ SE / | Regibes: S/ SE /| CO A partir de
tanque de 01.7. 2010 até | CO A partir de | CO A partir de | 01.7.2017
comunitario 31.12.2012 01.01.2013  até | 01.7.2015 a | Regibes: N/ NE
Regides:N/NE 30.6.2015 30.6.2017
Regifes:N/NE Regides:N/NE
Contagem
Padréo em
Placas (CPP),
expressa em
UFC/mL

(minimo de 01
analise mensal,

com média
geométrica
sobre  periodo

de 03 meses)

Maximo de 7,5 x
10°

Maximo de 6,0 x
10°

Maximo de 3,0 x
10°

Maximo de 1,0 x
10°

Contagem de
Células
Somaticas
(CCS), expressa
em CS/mL
(minimo de 01
andalise mensal,

com média
geomeétrica
sobre  periodo

de 03 meses)

Maximo de 7,5 x
10°

Maximo de 6,0 x
10°

Maximo de 5,0 x
10°

Maximo de 4,0 x
10°

Fonte: Brasil (2011)

Ao introduzirmos mecanismos eficientes para a obtencéo higiénica do leite,

abrangendo todo o processo produtivo, desde a ordenha, passando pela estocagem

até o seu transporte, certamente 0s riscos de contaminacéo serao reduzidos.

2.2 Leite

De acordo com a IN 62 — MAPA, entende-se por leite, sem outra

especificacdo, o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes

de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite de outras

espécies deve denominar-se segundo a espécie da qual proceda (BRASIL 2011).



16

Entende-se por Leite Cru Refrigerado, o produto definido acima, refrigerado e
mantido nas temperaturas constantes no Regulamento Técnico IN 62 - MAPA,
transportado em carro-tanque isotérmico da propriedade rural para um posto de
refrigeracdo de leite ou estabelecimento industrial adequado, para ser processado
(BRASIL, 2011).

2.2.1 Importancia

O leite € um fluido biolégico complexo, um alimento rico em nutrientes
considerado como importante fonte de proteina, energia, calcio, fésforo e vitaminas
e, em funcdo de suas caracteristicas bioquimicas e fisicas, torna-se um substrato
ideal para a proliferagdo de micro-organismos deteriorantes ou patogénicos (PINTO;
MARTINS; VANETTI, 2006; REIS et al., 2013).

Por possuir uma variada gama de nutrientes, tais como proteinas, vitaminas,
minerais, principalmente o calcio, gordura, carboidratos e agua, € considerado um
alimento perfeito para o consumo humano, indicado para todas as idades, além de

sua grande importancia em nossa economia (SOUZA, 2006).

2.2.2 Composicao

Fisico-quimicamente é constituido de uma mistura homogénea contendo um
variado nimero de componentes (proteinas, gorduras, vitaminas, sais, enzimas,
lactose, etc.), onde umas se encontram em emulsdo (gorduras e substancias
associadas), outras em suspensdo (caseinas ligadas a sais minerais), tendo ainda
uma série de substancias em dissolucdo (lactose, vitaminas hidrossolaveis,
proteinas do soro, sais, etc.) O percentual de sua composicdo certifica a sua
qualidade (PEREDA et al., 2005).

Percentualmente, o leite demonstra como principais constituintes: agua, mais
abundante, com 87,5%; gordura — 3,6%; proteina — 3,6%; lactose — 4,6%; sais
minerais — 0,7%. Na agua estdo dissolvidos os demais constituintes (BEHMER,
1999). Pacheco (2011), afirma que as expressfes Solidos Totais (ST) ou Extrato

Seco Total (EST), abrangem todos os constituintes do leite, com excec¢éo da agua.
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De acordo com a IN 62, o leite cru refrigerado, deve se apresentar como um
liguido branco opalescente homogéneo; com odor e sabor caracteristicos, isentos de
sabores e odores estranhos; ainda com auséncia de neutralizantes da acidez e
reconstituintes de densidade (BRASIL, 2011).

Deve ainda seguir os requisitos fisicos, quimicos, microbioldgicos, de
contagem de células somaticas e de residuos quimicos relacionados nos Quadros 2
e 3.

A denominacdo qualidade engloba todo o procedimento de produgdo.
Abrange desde a higiene da ordenha até o resfriamento do leite, sendo estes,
conseguentemente, aspectos primordiais para que seja alcancada (RANGEL et al.,
2009; GALVAO JUNIOR et al., 2010).

Além do mais, as etapas de higiene condizentes aos procedimentos de
ordenha manual e mecanica, das propriedades rurais carecem adotar os métodos
descritos pelo Regulamento Técnico de Producdo, Identidade e Qualidade (RTIQ)
(BRASIL, 2011).

Quadro 2 Requisitos Fisicos e Quimicos do Leite

REQUISITOS LIMITES
Matéria Gorda, g /100 g Teor Original, com o0 minimo de 3,0 (1)
Densidade relativa a 15/15 C g/mL O (2) | 1.028 a 1.034

Acidez titulavel, g acido latico/100mL 0,14 a 0,18

Extrato seco desengordurado, g/100 g minimo 8,4

indice Crioscopico - 0,530°H a -0,550°H (equivalentes a -
0,512°C e a -0,531°C)
Proteinas, g /100g minimo 2,9

Fonte: Brasil (2011)

Nota n° (1): é proibida a realizacé@o de padronizacéo ou desnate na propriedade rural.

Nota n° (2): dispensada a realizagdo quando o ESD for determinado eletronicamente.
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Quadro 3 Requisitos microbiolégicos, fisicos, quimicos, de CCS, de residuos
guimicos a serem avaliados pela Rede Brasileira de Laboratérios de Controle da
Qualidade do Leite

indice medido

A partir de 01.7.
2008 Até 31.12.
2011 Regides: S

A partir de
01.01.2012 até
30.6.2014

A partir de
01.7.2014  até
30.6.2016

A partir de 01.7.2016
Regides: S/ SE / CO
A partir de 01.7.2017

(por / SE /| CO A | Regibes: S/ SE | Regides: S / SE | Regides: N/ NE
propriedade partir de 01.7.|/ CO A partir de | / CO A partir de

rural ou por | 2010 até | 01.01.2013 até | 01.7.2015 a

tanque 31.12.2012 30.6.2015 30.6.2017

comunitério Regides:N/NE Regides:N/NE Regides:N/NE

Contagem

Padréo em

Placas (CPP),

expressa em

UFC/mL

(minimo de 01
andlise mensal,
com média
geométrica
sobre periodo
de 03 meses)

Maximo de 7,5
x 10°

Maximo de 6,0 x
10°

Maximo de 3,0 x
10°

Maximo de 1,0 x 10°

Contagem de
Células
Sométicas
(CCs),
expressa em
CS/mL (minimo
de 01 analise
mensal, com
média
geométrica
sobre periodo
de 03 meses)

Maximo de 7,5 x
10°

Maximo de 6,0 x
10°

Maximo de 5,0 x
10°

Maximo de 4,0 x 10°

Pesquisa de Residuos de Antibiéticos/outros Inibidores do crescimento microbiano: Limites
Maximos previstos no Programa Nacional de Controle de Residuos MAPA

Temperatura maxima de conservacao do leite: 7° C na propriedade rural/Tanque comunitério e 10°
C no estabelecimento processador.

Composicédo Centesimal: indices estabelecidos na Tabela 1 do RTIQ.

Fonte: Brasil (2011)

2.3 Principais microorganismos contaminantes do leite

As bactérias sdo 0s principais microrganismos contaminantes do leite.

Contudo, virus, fungos e leveduras participam desse processo minimamente, apesar

de serem elementos consideraveis em certas circunstancias (BRITO et al., 2003).

A microbiota que predomina no leite cru, € a mesma encontrada no Ubere e

pele dos animais, bem como nos objetos e equipamentos usados quando se
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procede a ordenha, predominando em circunstancias habituais os microorganismos
gram-positivos (MELDAU, 2005). Dentre os géneros que predominam, incluem-se
Lactococcus, Lactobacillus spp., Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus spp,
Pseudomonas spp, Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus, Listeria, Proteus,
Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Aeromonas, Arthrobacter,
Corynebacterium, Brevibacterium e Propionibacterium, além de leveduras, porém em
menor proporcédo (LAFARGE et al., 2004; MELDAU, 2005).
As bactérias que contaminam o leite sdo classificadas em trés grupos

principais, de acordo com a temperatura em que se desenvolvem:

I- Mesofilas;

[I- Termoddricas;

I1l- Psicotroéficas.

2.3.1 Mesobfilas

Microorganismos que tém sua presenca quantificada pela Contagem
Bacteriana Total (CBT), e que se desenvolvem muito bem em temperaturas entre 20
e 40°C e metabolismo fermentativo (HARDING, 1995).

Os aerbbios mesdfilos, junto com os coliformes, sdo considerados o0s
principais grupos de bactérias indicadores da qualidade do leite, indicando
gualitativamente, como este produto foi obtido. Dependendo de onde se origine a
amostra, seu aparecimento em elevado numero, indica falhas nos mecanismos de
higiene na sua producéo, beneficiamento ou conservacdo (FRANCO; LANDGRAF,
1996). E considerado por Jay (2005), o grupo de bactérias que engloba o maior
namero de agentes da contaminacéo do leite, sejam deterioradores ou patogénicos.

Werncke (2012) relatou que esses microorganismos apresentaram contagens
mais elevadas em propriedades com menor producgéo leiteira, quando comparadas
com as de maior producdo, como resultado da falta ou ineficiente incremento de
boas praticas de manejo da produgcdo como pré-dipping e secagem dos tetos. Vale
salientar ser de extrema importancia a qualidade da agua que se utiliza, uma vez
gue é sabido da veiculacdo de bactérias através dos equipamentos de ordenha e
refrigeradores para o leite (JOAO et al., 2010; GUERRA et al., 2011).
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Vallin et al. (2009), demonstraram que com o minimo de ac¢des de higiene
durante a ordenha, tais como pré-dipping, limpeza e sanitizagcdo dos utensilios e
tanques de refrigeracdo com detergente alcalino clorado a 2%, a populacao
microbiana foi reduzida em média de 87,90% nas propriedades com ordenha manual
e 86,99% nas que utilizam ordenha mecanica.

2.3.2 Termoddricas

S&0 0s microorganismos que se caracterizam por resistirem ao processo da
pasteurizacdo (30 minutos a 63°C ou 15 segundos a 72°C). Certamente sao
inativados a 120° C por 20 minutos (BRITO et al., 2003).

Essa microbiota resistente ao tratamento da pasteurizacdo € composta por
micro-organismos termorresistentes (termoduricos), e por aqueles formadores de
esporos (esporulados). Os primeiros resistem a altas temperaturas, porém, nao
multiplicam-se a essas temperaturas (FRANCO; LANDGRAF; 2008). Ja os
esporulados tém a habilidade de alterar sua forma vegetativa para que assim possa
sobreviver as condicdes extremas do meio (FORSYTHE, 2002; FRANCO;
LANDGRAF, 2008) somando-se ainda serem capazes de resistir aos processos de
esterilizacéo do leite, tais como: termizacdo, secagem, concentracdo, pasteurizacao
e esterilizacdo (OLIVEIRA et al., 2000; WALSTRA et al., 2001). Destacam-se como
termorresistentes 0os géneros Micrococcus, Microbacterium, Lactobacillus e
Streptococcus, enquanto que Clostridium e Bacillus sdo formadores de esporos
(WALSTRA et al., 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Alguns destes microorganismos sao capazes de se desenvolverem sob
temperaturas de refrigeracdo do leite, produzindo muitas vezes proteases e/ou
lipases, enzimas deteriorantes. Pertencem ao grupo dos microorganismos
psicrotréficos (JAY, 2000).

Essas bactérias psicrotréficas, além de resistirem aos tratamentos
esterilizantes, difundem e elaboram enzimas deteriorantes, dinamizando assim o
processo. Em contra-ponto, os psicrotréficos ndo termoduiricos sdo termo-labeis,

sendo eliminados pela pasteurizagdo e ultra-alta temperatura (UHT). No entanto,
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também sdo capazes de produzir enzimas termorresistentes e deteriorar o leite
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2017).

Algumas bactérias termorresistentes ndo sao esporuladas e suas células
vegetativas sdo capazes de sobreviver a pasteurizacdo, como o0 Streptococcus
thermophilus, Microbacterium lacticum e algumas espécies de micrococos
(WALSTRA et al. 2001). Segundo Silva et al.(2007), Enterococcus faecalis e
Enterococcus faecium podem apresentar essa caracteristica frente a pasteurizacao
do leite.

Estudos preliminares demonstram que alguns microrganismos termoduricos
psicrotréficos também desempenham papel fundamental na deterioracdo do leite
pasteurizado, uma vez que resistem a pasteurizacdo e continuam a produzir
enzimas proteoliticas, podendo estar diretamente relacionados a reducao da vida util
desse leite. Ribeiro Junior et al. (2014) avaliaram 20 amostras de leite cru
refrigerado na regido norte do estado do Parana e encontraram média de 3,5 x 103
UFCImL de termoduricos psicrotréficos. Esses mesmos autores isolaram 347
colonias puras e verificaram que 142 (40,1 %) apresentam halos de protedlise em
agar leite suplementado com solucéo de leite em p6 desnatado.

N&o sé bactérias fazem parte desse grupo. Fungos também tém habilidade
para se desenvolverem sob refrigeracdo e gerar enzimas proteoliticas. Alguns deles
ainda sao utlizados na industria de alimentos, por apresentarem caracteristicas
desejaveis, transmitindo caracteres sensoriais peculiares para alguns produtos
(POTTIER et al., 2008). Todavia, € necessario que novas pesquisas sejam
realizadas, objetivando o estudo quanto a sua presenca no leite cru, sua
termorresisténcia, temperaturas de resfriamento que melhor se adaptam e poder
deteriorante, para que assim se desenvolvam novas estratégias para o seu controle
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2017).

Em estudo conduzido por Ribeiro Juanior et al. (2017), 20 amostras de leite
foram analisadas, das quais 8(40%) demonstraram desenvolvimento, sendo obtidos
01 isolado bacteriano e 10 isolados psicrotroficos termoduricos fungicos. A partir da
avaliacdo dos halos produzidos pela protedlise ao redor das colbnias cultivadas em
placas de Agar de leite suplementadas, verificaram potencial proteolitico em todos

os isolados, demonstrando que podem comprometer as caracteristicas normais de
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40% das amostras ndo considerando a contaminacao pos-pasteurizacdo. Os autores
ainda afirmam que 90,9% da microbiota psicrotréfica termodurica do leite observada
no estudo, era composta por leveduras e fungos filamentosos, os quais também
apresentavam acao deteriorante, fato este que recomenda que as industrias
busquem medidas de controle para esse grupo de microrganismos, em vez de sO

fazé-lo com as bactérias do leite cru.

2.3.3 Psicrotréficas

Os microorganismos que se desenvolvem sob baixas temperaturas recebem
diversas denominacdes, dentre elas, as mais usadas sdo: psicrofilo, psicrotrofico e
cri6filo. Etimologicamente, a palavra psicrofilo deriva do grego — psychro, que quer
dizer frio, e philos que quer dizer gostar, afinidade. Assim sendo, o vocéabulo
psicrotréfico resulta em microorganismos que se multiplicam em temperaturas baixas
(COUSIN, 1982). Contudo, a utilizacdo deste vocabulo tem sofrido restricbes por
alguns pesquisadores, pelo fato de resultar em microorganismos que preferem se
desenvolver em temperaturas baixas, porém estes tém uma temperatura 6tima de
desenvolvimento variando em torno de 20°C ou mais (THOMAS; DRUCE, 1969,
citado por COUSIN, 1982).

Ja se sabe que existe um entendimento a respeito do fato de que alguns
microorganismos possam conviver em dois grupos térmicos contiguos. Os termos
psicro-tolerante e psicrotrofico, certamente sdo os mais utilizados para aqueles
mesofilicos que tém a habilidade de desenvolvimento proximo de 0°C, sendo o
ultimo de utilizacdo mais frequente na literatura (MORITA, 1975). Enfim, o termo
psicrotrofico foi recomendado em 1960 para qualquer microorganismo capaz de
crescer sob temperaturas iguais ou menores que 7°C, independente de qual seja a
melhor (THOMAS; THOMAS, 1973; MORITA, 1975; KRAFT; REY, 1979; COUSIN,
1982; PRATA, 2001).

As bactérias psicrotréficas se caracterizam por terem a habilidade de se
desenvolverem em baixas temperaturas — menor ou igual de 7°C, embora a
temperatura ideal para seu crescimento, seja entre 20 e 30°C. Sdo as principais

responsaveis pelo deterioramento do leite cru refrigerado e de seus derivados. Ao
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produzirem proteases, lipases e fosfolipases (lecitinases), as quais hidrolisam a
proteina e a gordura do leite, estas bactérias desencadeiam a atividade deteriorante.
Apesar de, a maior parte das bactérias psicrotroficas ndo resistirem ao processo da
pasteurizacdo, muitas de suas enzimas hidroliticas sdo termorresistentes,
persistindo mesmo ao tratamento UHT, continuando assim em atividade. A
existéncia dessas enzimas termotolerantes, no leite cru, tem como consequéncia
principal o prejuizo que tras a qualidade do leite UHT, uma vez que, seu
armazenamento € por vastos periodos e em temperatura ambiente. Podemos
elencar outros prejuizos trazidos pela acdo dessas enzimas, tais como: variagées no
sabor e cheiro em diferentes produtos, como também a diminuicdo do rendimento
dos queijos. (CHAMPAGNE et al., 1994; SORHOUG; STEPANIAK, 1997; CHEN et
al., 2003; ARCURI et al., 2008).

No leite, os principais géneros de bactérias psicotroficas sédo: Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium e Pseudomonas (Gram-negativos);
Bacillus e Clostridium (Gram-positivos). Destes, o Género Pseudomonas spp € o
mais frequente. O processo de pasteurizacdo elimina essas bactérias, porém, por
resistirem a temperaturas altas, certas enzimas e esporos, produzidos
respectivamente pelas gram-negativas e gram-positivas, S840 responsaveis por
reacdes bioquimicas nos componentes do leite, ocasionando variacdes nas
propriedades naturais do produto (HORST, 2006). Todavia, algumas bactérias
psicotréficas estdo relacionadas com intoxicacdes alimentares apos a utilizacdo do
leite ou seus derivados, como € o caso da Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica e Bacillus cereus (SHIRAY, 2010).

Os microorganismos do género Pseudomonas spp detém uma melhor
capacidade de desenvolvimento em meio resfriado, demonstrando um tempo de vida
médio inferior que amostras de leite contendo outros géneros bacterianos, ao serem
armazenados sob temperaturas que variam em torno de 4 a 7°C (SMITHWELL,;
KAILASAPATHY, 1995).

Segundo Molineri et al. (2012), as bactérias psicotréficas sdo incorporadas ao
leite originadas da contaminacdo dos utensilios e equipamentos de ordenha, como
também da superficie externa do Ubere e tetos, uma vez que, estas estdo presentes

normalmente nas aguas nao tratadas e ambiente em geral — solo e vegetagéo.
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Murphy e Boor (2000) reforcam ainda que o leite e derivados podem se contaminar
também através de mastites. Sao microorganismos que tendem a predominar na
populacdo do leite cru devido a capacidade de crescimento em ambientes
refrigerados (ENEROTH; AHRNE; MOLIN, 2000; HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN,
2007).

Quando o leite é obtido por meio de deficientes condicBes higiénico-
sanitarias, a populacdo psicrotrofica pode ultrapassar o patamar de 75% de sua
microbiota, contrariamente, quando este € obtido adequadamente, essas bactérias
atingem até 10% da populacgéo do leite cru (SERRA, 2004).

Arcuri et al. 2008, relataram haver encontrado, ap6s estudo na zona da mata
mineira e sudeste carioca, pesquisando amostras de leite colhidas a partir de
tanques de expanséo refrigerados individuais e coletivos, nimeros variando entre
100 e 10.000.000 de bactérias psicotroficas, predominando as gram-negativas,
destacando-se as dos géneros Pseudomonas, Aeromonas, Alcaligenes,
Acinetobacter, Burkholderia, Chryseomonas, Enterobacter, Ewingella, Klebsiella,
Hafnia, Methylobacterium, Moraxella, Pantoea, Serratia, Sphingomonas e Yersinia.
Relatam ainda que o género Pseudomonas foi o mais isolado e P. fluorescens a
espécie de maior predominio. Ainda de acordo com o presente estudo, as bactérias
psicotréficas gram-positivas mais evidenciadas, foram as dos Géneros Bacillus,
Brevibacterium, Microbacterium, Kurthia e Staphylococcus. Evidenciaram também,
contagens de bactérias psicotréficas em tanques individuais, menores que 100.000
UFC/ml, contrastando com o numero destas na maioria dos tanques coletivos, 0s
quais ultrapassaram este montante. Sendo correto assim dizer, que a mescla de
leite oriundo de varios produtores, como € o caso dos tanques coletivos, favorece
demasiadamente os riscos de contaminacao.

Garg (1990), Bramley e Mckinnon (1990) e Craven e Macauley (1993),
verificaram em seus estudos com leite resfriado a existéncia de Pseudomonas
fluorescens, sendo ainda a espécie que mais desenvolveu atividades proteoliticas e
lipoliticas.

Nornberg, Tondo e Brandelli (2009), verificaram em sua pesquisa nao ter

havido diferencas significativas quanto aos valores médios das contagens
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bacterianas psicrotroficas cultivadas nos diferentes laticinios, sendo estas variando
de 6,0 e 6,5 log UFCml .

Jayarao e Wang (1999) relatam ja ter isolado microorganismos de grande
importancia na saude publica, tais como: Campylobacter spp, Salmonella spp,
Yersinia spp, além de cepas hemorrdgicas de Escherichia coli associadas com
eventos de enfermidades originadas a partir do consumo de leite, mesmo em
reduzidas proporcdes, em tanques resfriadores de leite. Do mesmo modo, cepas de
Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, Escherichia coli
enteropatogénica e Clostridium perfringens, responsaveis por varios casos de
toxiinfeccBes alimentares através da ingestéo de leite e derivados, ja foram isolados.
Todavia, merece especial atencdo quando do consumo de produtos lacteos
resfriados, as espécies Bacillus cereus e Yersinia enterocolitica, as quais tém a
capacidade de crescer em baixas temperaturas (COUSIN, 1982).

Zeni et al. (2013) citaram n&do haver padrdo descrito na legislacdo para as
contagens de microorganismos psicrotroficos. Porém, varios estudos tém
demonstrado contagens bacterianas com grande potencial de interferir na qualidade
dos produtos lacteos. Furtado (2005) revela que, se a contagem da microbiota
psicrotréfica variar de 5,0 x 10°a 1,0 x 108 /ml, no leite refrigerado e, esse leite seja
imediatamente pasteurizado, ndo h& necessidade para apreensdo. No entanto, a
partir do momento que essa contagem bacteriana exceda 5 x 108/ ml, promove um
potencial risco de modificacdes das proteinas e gordura do leite. Ainda de acordo
com o autor, a resisténcia térmica das enzimas elaboradas pelos psicrotréficos € o

maior entrave dentro do processo.

2.4 Multiplicag&o de Psicrotroficos

Furtado (2005) relata que a maioria dos microorganismos psicrotroficos se
desenvolvem melhor a uma temperatura que varia de 20 a 30°C, demonstrando
serem microorganismos mesofilos com capacidade de adaptacdo a temperaturas
baixas devido a mudancas em seu metabolismo, sendo este crescimento alcangado

de forma lenta. De modo geral, se submetidos a uma temperatura de 10°C,
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alcancam um crescimento em 14 horas, contagem que pode se multiplicar por 10
guando mantidos a 4°C, e por 4 a 1°C.

O desenvolvimento de microorganismos psicrotroéficos em baixas
temperaturas se caracteriza por uma etapa de laténcia ou adaptativa, denominada
lag, que apresenta uma insignificante taxa de desenvolvimento. Sua continuidade
transcorre de acordo com a temperatura de manutencdo do leite, sendo mais
duradoura quando essa € mais baixa (FOSTER, 1965).

Dentre os microorganismos psicrotroficos, os do género Pseudomonas
envolve espécies que apresentam um crescimento em menor espago de tempo com
temperaturas que variam de 0 a 7°C. Estas bactérias, isoladas do leite cru,
apresentaram crescimento acelerado, com um tempo de multiplicacdo variando
entre 08 e 12 horas quando submetidos a 3°C. Quando essa temperatura variou de
3 a 5°C, o crescimento ocorreu em um espaco de 5,5 a 10,5 horas, que € um tempo
habil para que um leite que contenha somente uma UFCmI* se deteriore num prazo
de cinco dias (ARCURI, 2003).

Kumaresan, Annalvilli e Sivakumar (2007) em um de seus estudos, relataram
gue o menor desenvolvimento bacteriano significativo, foi sob a temperatura de 2°C,

apresentando também uma reduzida atividade enzimatica.

2.5 Fontes de Contaminacgao

Os microorganismos psicrotroficos sdo considerados ubiquos por serem
encontrados nos mais distintos ambientes, a qualquer época do ano (DRUCE;
THOMAS, 1970; COUSIN, 1982). Seus isolamentos ja foram relatados nos mais
diversos substratos, tais como: aguas doces e salgadas, a4guas paradas e correntes,
cloradas ou ndo, na superficie e interior de diversos peixes, nos solos, plantas,
gramas, fenos, cevadas, aveias, vegetacOes, hortalicas, residuos, lixos, estercos,
dejetos, animais, carnes, leites, sorvetes, farinhas, ar e poeira (THOMAS; THOMAS,
1973; COUSIN, 1982; JAYARAO; WANG, 1999).

A &gua, solo e vegetacdo, figuram como as mais importantes fontes de
contaminacgao do leite (DRUCE; THOMAS, 1970; COUSIN, 1982).
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7

O leite produzido na glandula mamaria em situagcbes normais é estéril.
Durante sua obtencdo, manipulacdo, e armazenagem na propriedade, pode sofrer
contaminagdo por microorganismos existentes no ambiente, Ubere, acessorios e
equipamentos de ordenha e estocagem. A higiene adequada das salas e
equipamentos de ordenha, como também de utensilios que tém contato com o leite,
tais como, baldes, latdes e tanque de refrigeracdo, irdo determinar o nivel de
contaminacgao e a constituicdo da microbiota bacteriana. Dessa forma, um adequado
padrdo de limpeza e um eficiente processo de desinfeccdo das instalacdes,
equipamentos e utensilios, favorecem ao baixo desenvolvimento bacteriano no leite
cru (BRITO et al., 2003).

Apoés pesquisarem a ocorréncia de psicrotréficos no leite e em salas de
ordenha, Prabha e Shankar (1994) constataram um percentual destes
microorganismos da ordem de 81,26%.

O quadro 4 relaciona os microorganismos que mais contaminam o leite cru
refrigerado com a origem e onde se deve atuar para que se minimize 0 processo.

Boas praticas de higiene resultam em contagem bacteriana total (CBT)
abaixo de 20.000 UFC/ml, enquanto que elevadas taxas de CBT, denotam erros nos
processos de sanitizacdo e higiene de equipamentos e da ordenha, bem como
irregularidades na armazenagem refrigerada do leite (RIBEIRO NETO et al., 2012).

Acdes de controle da populacdo bacteriana sdo definidas através da
identificacdo dos microrganismos contaminantes do leite, quando observamos falhas

no processo de higiene na producéo priméria (BRITO et al.,2003).
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Quadro 4 Interpretacdo das analises microbiolégicas do leite total do rebanho para
identificar as possiveis fontes de contaminacao do leite cru na fazenda

Grupos de bactérias

Fonte

Controle

Psicrotréficos

- Deficiéncias na higiene da
ordenha;

-Refrigeracéo inadequada do
leite;

- Agua contaminada.

- Ordenhar tetos limpos e secos; -
Fazer a desinfeccdo dos tetos
antes da ordenha;

- Manter o leite refrigerado a 4°C ou
ligeiramente menos. O leite deve
alcancar esta temperatura em até
trés horas apés a ordenha.

- Fazer andlise microbioldgica da
agua e realizar o tratamento, se
necessario;

- Fazer regularmente a limpeza das
caixas d'agua.

Termoduricos

- Deficiéncias crbnicas ou
persistentes na limpeza dos
equipamentos de ordenha; -
Tetas com sujeiras do solo

- Ordenhar tetos limpos e secos; -
Fazer a desinfeccdo dos tetos
antes da ordenha;

- Rever a pratica de limpeza dos
equipamentos de ordenha, tanque
de refrigeracao e utensilios.

- Trocar regularmente 0s
componentes de borracha dos
equipamentos de ordenha.

Coliformes

- Contaminacdo da cama e
tetas com fezes; - Agua
contaminada.

- Ordenhar tetos limpos e secos; -
Fazer a desinfeccdo dos tetos
antes da ordenha;

- Fazer andlise microbioldgica da
agua e realizar o tratamento, se
necessario;

- Fazer regularmente a limpeza das
caixas d'agua.

Fonte: Brito et al., (2003)

2.6 Qualidade do Leite

Em se tratando do termo qualidade, Ishikawa (1993) assim o definiu:

“‘Qualidade é desenvolver, projetar, produzir e comercializar um produto que é mais

econdbmico, mais util e sempre satisfatério para o consumidor’. A Organizagao

Internacional de Normatizacdo (ISO) define qualidade dos alimentos como “a

totalidade de atributos e caracteristicas de um produto ou servigo”.

O perfil microbioldgico do leite € um poderoso critério para que se determine a

sua qualidade, servindo, sobretudo, como indicador das circunstancias higiénicas de

sua obtencdo e armazenagem, passando pela ordenha até o seu aproveitamento. J4

€ um parametro bastante utilizado em varios paises, servindo em programas de

remuneracao, bonificando o produtor pela qualidade do produto (BRITO et al., 2003).
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Em boas condicfes de higiene, o leite cru pode ter um nivel de contaminacao
baixo. No entanto se o seu processo de obtencdo como um todo, ndo observar
padrbes de higiene e limpeza eficientes, esta contaminacdo podera atingir altas
proporcdes (BRITO et al., 2003).

No Brasil, varias razbes corroboram para que 0 nosso leite tenha uma
gualidade questionavel, dentre eles, destacamos problemas de cunho social,
cultural, econébmico e adversidades climaticas, que sdo agravados pela falta de
apoio do setor publico, principalmente pela magnitude da representatividade do leite
na alimentagdo humana. Sendo apontado como um alimento perfeito devido a sua
constituicdo dispor de nutrientes de facil assimilacdo, o transforma em especial
ambiente para o crescimento bacteriano, trazendo dificuldades para o alcance da
gualidade (ZENI et al., 2013).

Somente com a refrigeracéo, o leite ndo atinge a qualidade necesséria. E
imprescindivel a implantacéo rotineiramente de medidas que visem promové-la em
todos os elos do setor produtivo. Requer entdo a implementacdo de um
planejamento de acdes, que envolvam capacitacdo de produtores, manejo animal e
da ordenha, além de boas praticas agropecuarias, sempre na busca da reducao da
carga bacteriana do leite cru. Este recurso € primordial para a qualidade final dos
derivados do leite (ZENI et al., 2013).

Reche (2013), citando Santos e Cortinhas (2010), afirma que a qualidade
microbioldgica do leite assume um importante papel na busca de matéria-prima de
gualidade, a qual, se deficiente, impde limitagcbes ao processamento, rendimento e
aceitacdo dos derivados do leite, principalmente com a elevada competicdo que
esses produtos enfrentam no mercado externo, além da aceitabilidade pelo mercado
de consumo.

Brito et al. (2003) afirmam que diversos fatores interferem na qualidade do
leite e seus derivados. Por exemplo, leite de vacas portadoras de mastites,
apresenta teores menores de caseina, lactose, gordura, calcio e fésforo, além de
reduzir a producéo animal. A acao lipolitica e proteolitica traz aos produtos lacteos
alteracOes na textura, rancificacdo, odores e sabores estranhos, afora a gelificacéo
do leite UHT, favorecida pelo longo periodo de refrigeracdo sob temperaturas mais

altas.
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Em propriedades que utilizam boas préticas de obtencéo do leite, foi realizada
uma pesquisa com duracdo de dois anos e verificagdo mensal da qualidade
microbiologica. Os resultados demonstraram que Pseudomonas foi o mais
frequente, porém com concentracfes diversas nas amostras em que foram
verificadas. Staphylococcus aureus e Escherichia coli, agentes patogénicos,
ocorreram de modo ocasional. Listeria monocytogenes foi isolada somente em uma
propriedade e o0 microorganismo Yersinia enterocolitica ndo foi detectado
(DESMASURES; GUEGUEN, 1997).

A baixa qualidade microbioldgica do leite vem sendo seriamente agravada por
sua intensa contaminacao por microrganismos psicotroficos, ja que, alguns géneros
sdo patogénicos. Apesar disso, o MAPA néo estabelece um padrdo de identidade e
gualidade para o mesmo, baseando-se no numero de unidades formadoras de
colénia (UFC/mI) destas bactérias. No entanto, o uso do leite se torna impraticavel
guando esta contagem ultrapasse o limite de 5 x 106 UFC/ml (PINTO; MARTINS;
VANETTI, 2006; SHIRAI, 2010).

Devido a exigéncia, cada vez maior, do mercado consumidor por produtos de
exceléncia, faz-se necessario que os fornecedores invistam em medidas que
preservem as caracteristicas normais dos produtos, garantindo sua qualidade
(MONARDES, 2004).

2.7 Refrigeragao

O advento da utilizacdo da tecnologia da refrigeracdo para manter em niveis
aceitaveis a microbiota do leite, visando preservar as caracteristicas microbiolégicas
e organolépticas do mesmo, ndo estando atrelada as medidas primérias de higiene
em sua producdo, resulta fortemente no surgimento dos microrganismos
psicrotréficos dentro da industria lactea. Isto se torna relevante face ao alto poder
deteriorador desses microorganismos (MUNSCH-ALATOSSAVA; ALATOSSAVA,
2006), assumindo assim um importante papel limitador no que concerne a qualidade
e a vida util do leite e seus derivados (DOGAN; BOOR, 2003).
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A IN 62 regulamenta o resfriamento do leite pds-ordenha, o qual foi adotado
em nosso pais em meados dos anos 90, objetivando diminuir as alteracbes em suas
caracteristicas normais por mesofilos (PINTO et al 2015). Porém, segundo Jay
(2005), a proliferacdo bacteriana no leite, ndo é inibida dentro de um intervalo de
temperatura compreendido entre 4 a 10°C, uma vez que 0S microorganismos
psicrotréficos se desenvolvem em temperaturas menores ou iguais a 7°C.

De modo geral, quando o leite permanece em temperaturas mais elevadas,
proximas aos 30°C, e quanto maior seja sua carga bacteriana, menor serd seu
tempo de durabilidade, demonstrando que, via de regra, a sua qualidade esta
diretamente ligada a carga microbiana presente (MUTUKUMIRA et al., 1996).

Reche et al. (2015), relataram que aqui no Brasil estdo disponiveis para
comercializacdo dois modelos de refrigeradores, chamados tanques de duas e de
guatro ordenhas, sendo capazes de refrigerar 50 e 25% de seu volume a 4°C em até
3h depois da ordenha. E sabido que variacdes quanto ao custo do equipamento,
consumo de sanitizantes e de energia bem como reposicdo de pecas e manutencao
em geral, é afetado pela diferenca entre os tipos de tanques (VINHOLIS; BRANDAO,
2009). Contudo sdo necessarias maiores informacfes a respeito da capacidade de
se manter a qualidade microbiol6gica do leite durante o periodo de estocagem,
levando-se em conta a particularidade de que ao volume de leite refrigerado é
adicionado uma outra parte com temperatura superior a cada periodo de ordenha,
promovendo alternancia de temperatura do leite durante o intervalo de estocagem.

A relagdo Tempo x Temperatura a que se submete o leite durante o seu
armazenamento é crucial para a sua adequada conservacdo. Para tanto, a IN 62
estabelece que o produto seja mantido a uma temperatura de até 4°C, quando se
tratar de tanque de refrigeracéo direta, sendo resfriado em até 3h apos o término da
ordenha, independendo a sua capacidade, tendo um tempo maximo para transporte,
transcorrido o periodo entre a ordenha inicial e o estabelecimento beneficiador de no
maximo 48h, sendo recomendado como ideal um periodo de tempo nao superior a
24h. Em se tratando de tanques de refrigeracdo por imersdo, adimite-se uma
temperatura de resfriamento igual ou inferior a 7°C, também em até 3h apds o final
da ordenha (BRASIL, 2011).
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O desenvolvimento de bactérias psicrotroficas é favorecido quando o leite é
submetido a condi¢cdes de temperatura indevida e armazenamento prolongado, tanto
na propriedade produtora como no estabelecimento beneficiador. A pasteurizacéo
destréi estes microorganismos, no entanto, suas enzimas resistem ao tratamento
UHT, fator que vai acarretar alteragdes sensoriais relevantes para o término da
validade do produto e seus derivados. Alteracbes no sabor e na consisténcia dos
produtos sdo promovidas pela atividade enzimatica desencadeada pelos
psicrotréficos quando estes alcancam nimeros iguais ou superiores a 108 UFC/ml
(ANTUNES, 2013).

A situacdo assume uma maior gravidade pelo fato dos produtores nao
seguirem o que determina a legislacdo vigente. Em estudo realizado por Santos et
al. (2009), verificaram que somente 38,24% das amostras de leite haviam sido
coletadas dentro do prazo previsto de até 48h, onde também, 61,76% tiveram seu
tempo de coleta com até 216 horas de armazenamento. Relataram também que em
11,76% das amostras, foi verificado que as mesmas estavam com temperatura
acima do estabelecido, constatando ainda distincdo entre a temperatura mensurada
do produto e a observada no reldgio do tanque de expansao no momento da coleta.

Santos e Laranja (2001), revelam que a temperatura de resfriamento na maior
parte das propriedades leiteiras, varia num intervalo de 5 a 10°C, denotando uma
refrigeragdo periférica do leite, provendo um meio bastante propicio ao
desenvolvimento da microbiota psicrotrofica.

Nornberg, Tondo e Brandelli (2009) propdem néao ser suficiente a temperatura
de resfriamento do leite preconizada na legislacdo de até 7°C, dependendo de
guanto tempo esse leite permaneca nessa condicdo, para que se mantenha sua
qualidade microbiolégica.

Izidoro et al.(2010) demonstraram em pesquisa relacionanda ao periodo de
tempo em que o leite era refrigerado, que houve acréscimo na contagem de
microorganismos psicrotroéficos, sendo o leite cru estocado a 4, 8 e 12°C por 12, 24 e
48h. Os autores relataram ter havido aumento na populagéo psicrotrofica quando do
armazenamento a temperaturas mais altas. Afirmaram ainda que quando o leite cru
apresentava uma contagem bacteriana priméria até 4 log UFCml! armazenado a 4 e

8°C por 48h, demonstraram um incremento de até dois ciclos logaritimicos.
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Contrariamente, a partir do momento em que microbiota inicial foi mais elevada que
4 log UFCmI?, as populacdes finais foram mais elevadas que 6 log UFCmlt, sem
levar em conta a temperatura de armazenamento.

Contrariamente, a partir do momento em que microbiota inicial foi mais
elevada que 4 log UFCmI?, as populacdes finais foram mais elevadas que 6 log
UFCmI?, sem levar em conta a temperatura de armazenamento.

Lorenzeti (2006) pesquisou a relacdo do periodo de tempo de armazenagem
resfriada do leite cru com o crescimento da microbiota psicrotréfica. Observou que o
leite que foi estocado no entreposto antes de ser levado ao estabelecimento
beneficiador por mais de 72h de armazenamento resfriado, demonstrou contagem
bacteriana bastante elevada, atingindo 9,8x10° num periodo compreendido entre 24
e 48h depois da ordenha, apresentou nimeros da ordem de 1,5x10° UFCmI*. Esse
fato reforca ser indispensavel que o leite passe o0 menor tempo possivel estocado
para ser entregue a industria. Santos et al. (2009) demonstraram também que o leite
cru resfriado a 5°C, sofreu aumento em sua contagem bacteriana psicrotrofica,
passando de 3,0 log UFCmI?! depois de 24h de estocagem, para 4,9 log UFCml?
apods 96h, chegando ao patamar de 6,5 log UFCmI* depois de 216h de estocagem,
mantendo-se a mesma temperatura.

Em outro estudo, realizado por Haryani et al. (2003), revelou que a populacao
psicrotréfica levou 9 dias para chegar a uma contagem de 10” UFCmI?, com o leite
cru armazenado a 2°C, no entanto a microbiota chegou ao mesmo numero quando
armazenado por 7 e 4 dias, a 4 e 7°C, respectivamente. Observaram também que
quando o leite foi armazenado a 2, 4 e 7°C por 6, 4 e 2 dias, respectivamente, houve
uma variacdo quanto o menor tempo de verificacdo de atividade proteolitica. Viana
(2010) verificou que o leite alcangou uma contagem bacteriana psicrotréfica de 10°
UFCmI! quando armazenado por 5 dias a 4°C, e observou a mesma contagem em
3-4 dias a uma temperatura de 7°C. Também foi observada, uma elevagéo
significante na contagem bacteriana total e na atividade proteolitica por Sanvido
(2007), onde apdés um periodo de estocagem resfriada de 4 e 7 dias, a uma
temperatura de 5°C,0 nimero de microorganismos passou de 7,4 x 10° para 6,1 x

10 e 1,83 x 108 UFCmI?, respectivamente. Relataram ainda que o nimero de
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psicrotréficos que inicialmente era de 103, atingiu 10° e 10’ no mesmo espaco de
tempo.

A qualidade dos produtos fabricados a partir de leite cru refrigerado pode ser
comprometida caso a sua refrigeracdo ndo seja adequada. Lisita (2010) observou
que leite UHT processado com leite cru que foi estocado inicialmente a 10°C,
demonstrou uma maior atividade proteolitica e lipolitica, com consequente
decréscimo da relacédo caseina/proteina e elevacao da quantidade de acidos graxos
livres ao longo do tempo de armazenamento quando contrastado ao leite UHT
produzido com leite cru estocado a 3 e 7°C durante 3 dias.

Diante do exposto é correto afirmar que o resfriamento do leite até 3h apos a
ordenha a uma temperatura de 4°C e seu transporte a unidade beneficiadora em até
48h, associado a implementacdo de medidas higiénico-sanitarias adequadas para
sua producao, corrobora para a obtencédo de um produto final de qualidade, uma vez
gue essa relacao esta intrinsecamente ligada a carga bacteriana presente no mesmo

ao chegar a industria.

2.8 Atividade Enzimética

Muitos microrganismos necessitam de acuUcares, proteina ou gordura para
crescerem ou multiplicarem, a maioria possui vias metabdlicas alternativas ou
secundarias. Os nutrientes frequentemente sdo moléculas grandes, que nao
penetram facilmente na célula microbiana, a maioria das reacfes de degradacédo
ocorre fora da célula. Desta forma, os microrganismos precisam lancar suas enzimas
para fora da célula, para que o substrato seja degradado até uma molécula que
tenha tamanho e carga elétrica que tornem possivel sua interiorizacdo (BELOTI,
2015).

Enzimas sintetizadas por bactérias ndo sdo estritas no leite cru, existindo
também enzimas nativas do produto. O fato do leite de vaca ser ativo biologicamente
favorece o desencadeamento de diversas atividades enzimaticas imediatamente
apos a ordenha, como ja discutido por varios pesquisadores. Para Muir (1996), em

se tratando dessas enzimas naturais, somente uma peguena parcela tem
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importancia no sentido de promover alteragbes para o leite e seus derivados
(PEREIRA, 2016).

Arcuri (2003) relatou que a atividade enzimatica produzida pelos psicrotréficos
traz os maiores prejuizos a qualidade do leite e produtos lacteos. Esses prejuizos
decorrem do crescimento desses microorganismos no leite cru, ou mesmo apés
tratamento térmico, pela acdo de enzimas termorresistentes, pelo desenvolvimento
de agentes termoduricos e, ainda, por contaminacao pos-pasteurizacao.

Os microorganismos psicrotroficos produzem as enzimas proteoliticas, onde a
maior parte destas é termorresistente, desenvolvendo agdo mesmo apos tratamento
térmico do leite (SOGRHAUG; STEPANIAK, 1997; NIELSEN, 2002; BAGLINIERE et
al., 2013).

Ordofiez et al. (2005) defendem que o resultado dessa grande resisténcia
térmica das proteases e lipases geradas pelos microorganismos psicrotréficos, € a
sua atuacdo nos derivados lacteos ocasionando desnaturacdo das proteinas e
lipideos, especialmente no leite UHT, manteiga e queijos que sdo estocados por
longo tempo. A reducado do rendimento na fabricacdo de queijo e aparecimento de
sabor amargo resulta da degradacdo das proteinas pelas proteases,
comprometendo assim a coagulacao.

Os microorganismos psicrotroficos presentes no leite cru refrigerado,
demonstra grande poder de deterioracdo devido a sua producdo de proteases,
lipases e lecitinases, especialmente a microbiota gram-negativa, e capacidade de
adesao em superficies de aco inoxidavel a temperatura de refrigeracdo como 6,5 °C
(PINTO et al., 2015).

A deterioracéo do leite e derivados lacteos € marcada pela acdo das enzimas
extracelulares produzidas pelos psicrotroficos, tendo como mais importantes as
proteases e as lipases, e em menor expressao, as fosfolipases (lecitinases) e outras
enzimas metabdlicas (LAW, 1976; ARCURI, 2003). Essa producdo enzimatica esta
ligada com a temperatura, etapa de desenvolvimento da bactéria, oferta de oxigénio,
constituicdo do meio, dependendo para sua atividade, temperatura, PH e
concentracdo do meio (NUNEZ; NUNEZ, 1983).

ZENI et al 2013, citando Furtado (2005), afirmam que a resisténcia as

elevadas temperaturas que as enzimas oriundas dos microrganismos psicotréficos
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possuem, é o principal problema no processo, uma vez que as proteases e as
lipases resistem a pasteurizacdo, ou até mesmo, no caso de algumas, quando
submetidas a temperatura de até 100°C por alguns minutos, ou ainda, diante de
tratamentos UHT, enquanto que as bactérias sdo exterminadas. Essa contaminacao
se da facilmente por serem bactérias regularmente encontradas em utensilios nédo
higienizados adequadamente, como também livres na dgua (HORST, 2006).

Para que haja alteracdo no leite e seus derivados, a producao de proteases e
lipases, necessita apenas um pequeno numero de bactérias psicrotroficas, com
contagens variando de 10° a 10" UFCml' (MAHIEU, 1991; MUIR, 1996). Shirai
(2010) revela que, uma vez que a contagem bacteriana no leite extrapole 5 x 10°
UFCmI%, inviabiliza sua utilizagdo devido a, quase certa, existéncia de enzimas
proteoliticas e lipoliticas na fase log. Wiking et al. (2002) verificaram acdo de
proteases aumentada, em leite refrigerado em 3 diferentes temperaturas, 2, 4 e 8°C,
com contagem psicrotrofica reduzida.

Kraft e Rey (1979) e Silveira et al. (1998), sugerem que as aclOes das
proteases e lipases tendem a crescer quando se reduz a temperatura do leite no
armazenamento, porém sao inibidas a altas temperaturas (31 a 37°C).

Arcuri et al (2008) afirmam que a uma temperatura de 20 a 30°C, estirpes de
Pseudomonas tém uma menor producdo de enzimas que em temperaturas mais
baixas, e estes microorganismos em refrigeracdo, as produzem ao final da fase log
de desenvolvimento celular e na fase de laténcia (MAHIEU, 1991).

De acordo com Sorhaung e Stepaniak (1997), a ativagdo das proteases
produzidas por Pseudomonas se da em pH e temperaturas baixas, e estas,
produzem proteases em numero seis vezes maior a 3°C que a 29°C. Ja de acordo
com Arcuri et al. (2008), apos isolamento de 94 cepas de P. fluorescens, em leite cru
refrigerado, todas foram lipoliticas a 4°C, 7°C, 10°C e 21°C, sendo que a atividade
proteolitica a estas temperaturas foi verificada, respectivamente, em 66%, 74,5%,
88,3% e 95,7% das estirpes. Segundo Mahieu (1991), o pH étimo para proteases €
7,8, ocorrendo a atividade maxima entre 40°C e 45°C, mantendo-se ativas mesmo
em temperatura e pH inferiores.

Shah (1994) relata que os problemas causados pela acao lipolitica ndo tém a

mesma gravidade da acdo das proteases, e que 0s géneros Pseudomonas,
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Achromobacter e Serratia sdo produtores de lipases resistentes a temperatura,
sendo as espécies P. fragi e P.fluorescens as principais produtoras. No entanto,
Walstra, Wouters e Geurts (2006) sustentam que, comumente, o principal problema
gue sucede no leite cru é a lipdlise, ndo podendo desconsiderar a acdo das
proteases e lecitinases, que também ocasionam importantes modificacdes fisico-
guimicas no leite. Nutricdo inadequada, etapa da lactacdo, mastite, ciclo hormonal,
agitacdo mecanica, sao fatores que também podem favorecer a lipolise do leite
(MUIR, 1996).

2.9 Protedlise

A protedlise lactea pode ter duas origens, através da acao de uma enzima
natural, a plasmina, ou através das enzimas produzidas pelos psicrotréficos, quando
este leite esta armazenado sob refrigeracdo. Tais enzimas apresentam distingéao
entre si devido a ligacdo com as proteinas do leite. A plasmina tem a serina, um
aminoéacido, como ponto ativo, enquanto que as de origem psicrotrofica, geralmente
sdo metaloproteinases, necessitando de um ion como o calcio para alcancar seu
melhor desempenho (NIELSEN, 2002).

As proteinas do soro a lactoalbumina e 3 lactoglobulina, sdo mais resistentes
a acao das proteases, enquanto que estas destroem preferencialmente a k-caseina,
seguindo-se a [3-caseina e a-caseina (LAW, 1979; COUSIN, 1982; ARCURI, 2003).
Adams, Barach e Speck (1975) afirmam que a destruicdo da k-caseina leva a
coagulacédo do leite, uma vez que ela tem grande importancia na estabilizacdo da
micela de caseina. De acordo com Silva (2005) citando Bengtsson et al. (1973),
essa degradacao é superior a das proteinas do soro, levando a suposicao inicial de
gue a caseina sofre a acao das enzimas.

A plasmina é a protease natural mais comum do leite. Sua concentracao
aumenta quando o leite tem origem de vacas com mastites. O plasminogénio € o
seu precursor, sendo quatro vezes mais abundante, estando ambos relacionados
com a micela da caseina. Esse fato € de grande importancia, pois uma vez que 0
plasminogénio seja convertido em plasmina agira sobre a proteina do leite,
hidrolisando as caseinas (FOX; MCSWEENEY, 1998).
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A relacdo plasmina-plasminogénio pode ser afetada pelo desenvolvimento
dos microorganismos psicrotréficos e suas proteases (ISMAIL; NIELSEN, 2010), e a
acdo destas, pode ativar o plasminogénio, convertendo-o em plasmina
(KOHLMANN; NIELSEN; LADISCH, 1991). No entanto, o resfriamento do leite a 5°C
favorece a destruicdo da plasmina, atribuida a uma reduzida ativagdo do
plasminogénio a temperaturas baixas, se comparado a temperaturas de 20 e 37°C
(CRUDDEN; FOX; KELLY., 2005).

Aproximadamente 80% do nitrogénio total do leite bovino & constituido de
caseina. A caseina bovina pode ser classificada em quatro tipos de proteinas com
diferentes propriedades: asl-, as2-, B e k-caseina, respectivamente, 38%, 10%, 34%
e 15% do total da caseina (FOX et al., 2000). A proteodlise das caseinas provocada
por diversos fatores ocorre de acordo com diferentes predominancias (GRIEVE;
KITCHEN, 1985).

Hachana, Kraiem e Paape (2010) revelam que a B-caseina € a mais sensivel
a degeneracado pela plasmina, degradando também asl e as2 caseinas a um pH
otimo de 7,4 - 7,5. Essa degradacdo da B-caseina origina uma concentracao de
peptideos hidrofébicos responsaveis pelo sabor amargo dos lacteos (CHAVAN;
KHEDKAR; JANA, 2011).

A acdo da plasmina é reduzida em 10-17% quando submetida a
pasteurizacdo por 15s a 72°C, embora possa resistir ao tratamento térmico em
ultra-alta temperatura (140°C/3s), e ter sua concentracdo no leite pasteurizado
aumentada, devido ao tratamento causar um aumento nos precursores do
plaminogénio (PRADO et al., 2007).

A plasmina é a principal responsavel pela protedlise quando o leite € de boa
gualidade — contagem < 10° UFCml* (WIKING et al., 2002), porém quando este leite
apresenta contagens de microorganismos acima de 10° UFCmI?, a atividade das
proteases bacterianas € predominante nesta acdo, sendo o leite refrigerado a 4°C
por 4 dias (GUINOT-THOMAS et al., 1995).
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2.10 Microrganismos proteoliticos

Séo aqueles em que predominam vias metabdlicas para degradacdo de
proteinas, onde atuam enzimas proteoliticas chamadas proteases (BELOTI, 2015).

A maioria das enzimas de vias proteoliticas apresenta melhor atividade em
temperaturas mais baixas, causando protedlise no leite refrigerado, e sao
termoestaveis, ndo sendo inativadas pela temperatura, continuando sua atividade no
produto apés o seu beneficiamento (BELOTI, 2015).

Blagniére et al., (2012) afirmam que todos os tipos de caseina sao
hidrolisadas pelas proteases termoestaveis, causando os mais diversos problemas
nos produtos de vida longa, destacando a gelatinizacdo e a sedimentacdo do leite
UHT, alteracdes sensoriais dos derivados lacteos e diminuicdo do rendimento na
fabricacdo de queijos (SORHAUG; STEPANIAK, 1997; VESCONSI; VALDUGA;
CICHOSKI, 2012). Esta atividade sobre a caseina é responsavel pela perda de
rendimento na fabricacdo dos queijos, levando consequentemente as perdas de
gualidade e econdémicas (NIELSEN, 2002; CARDOSO, 2006).

Pinto et al. (2015) relataram que em seu estudo, a maioria das bactérias
gram-negativas ndo fermentadoras de glicose, a 6,5°C e 21°C, desencadeou acao
proteolitica associada a lipolitica e de lecitinase, enquanto que as que fermentam a
glicose, 46,2% dos isolados, promoveram a 6,5, 21 e 35°C, apenas protedlise. Ja os
microorganismos gram-positivos foram predominantes em realizar protedlise, com
um reduzido numero de isolados produzindo lipdlise e atividade de lecitinase
simultaneamente. Os autores verificaram ainda a producdo de proteases resistentes
a temperatura por algumas estirpes, com acao residual em até 100%. Observaram
também que, apesar das alteracBes estruturais causadas pela intervencdo da
temperatura nas moléculas dessas enzimas ainda ndo estejam esclarecidas, €
aceitavel crer que essa modificacdo molecular expanda sua atividade. O mesmo
ocorreu em estudos conduzidos por Marchand et al. (2008) que constataram ter
havido 73% de atividade residual das proteases em amostras de leite cru resfriado
tratados termicamente a 95°C/8,45 minutos.

Bagliniere et al. (2013) afirmam que a AprX, enzima resistente a temperatura

produzida por P. fluorescens, pode ocasionar a desnaturacdo do lacteo tratado a
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ultra-alta temperatura (UHT), a 140°C/4s, em apenas oito dias de armazenamento a
20°C, se apenas 0,2mg/ml for inserida no leite cru.

Nicodeme et al. (2005) demonstraram que a temperatura para produzir
proteases pode ser ideal para uma espécie de microorganismo e limitante para
outra, contudo o desenvolvimento na producéo de enzima extracelular ndo é afetado
pela temperatura, independente do género dos microorganismos.

Machado, Bazzolli e Vanetti (2013) verificaram que bactérias proteoliticas em
leite cru com contagem psicrotréfica variando de 102 e 10* UFCmI?, atingem o final
de desenvolvimento em 48h, produzindo proteases com consequente deterioracao
do leite, causada pela degradacéo da k-caseina apés 48h de estocagem.

A inoculacdo de proteases ao leite tratado termicamente (UHT), ocasionou
grande coagulacdo apos cinco dias em temperatura ambiente, efeito observado para
o0 teste com as cepas de Burkholderia cepacia 1A4, Klebsiella oxytoca 8B3,
Burkholderia cepacia 2A7, Aeromonas sp 10B7, Klebsiella oxytoca 1A5,
demonstrando o efetivo poder deteriorador desses microorganismos no leite e seus
derivados (NORNBERG et al., 2010).

A gelatinizacao ou geleificacdo do leite é a perda de sua fluidez, havendo uma
formacdo gelatinosa. Esse processo pode ter origem de duas formas: através da
plasmina, quando o leite € de boa qualidade; ou pelas enzimas produzidas pelos
microorganismos psicrotroficos, quando este € de qualidade inferior (FOX;
MCSWEENEY, 1998). Dependendo da temperatura de armazenamento e da
gualidade microbiolégica do leite, o processo pode ser rapido, em torno de 4
semanas apos fabricacdo, ou passar até de 12 meses para iniciar (ZADON, 1980).

Datta e Deeth (2003) afirmam que um pequeno namero de estudos mostrou a
alteracdo do leite por incremento direto de proteases, mesmo sabendo que as
proteases geradas pelos psicrotroficos tém grande relacdo com essas alteragdes de
proteinas do leite.

De acordo com Nornberg et al. (2010), o produto UHT produzido com leite de
baixa qualidade (4,7 log UFCmI?, atividade proteolitica 0,71 U/ml), mostrou um
aumento de 74,7% nos valores de N soltvel apos 180 dias, contrastando com o leite

de alta qualidade (3,2 log UFCml?, 0,42 U/ml) que apresentou um percentual de
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33,8%. Além disso, o numero e a concentracao de peptideos foram menores no leite
de melhor qualidade.

Algumas das alteracbes causadas pelas proteases relacionadas com a
contagem de bactérias psicrotréficas no leite cru estdo relacionadas no quadro 5.

Quadro 5. Efeito da multiplicacdo de psicrotréficos em leite cru antes do tratamento
térmico, sobre a qualidade dos produtos lacteos e leites processados

Populacéo de psicrotréficos no | Efeito sobre a qualidade

Produto leite cru (Log UFCmI™) do produto
59 Geleificagdo apds 20 semanas.
6,9-7,2 Geleificacdo apos 2-10 semanas:
Leite UHT desenvolvimento gradual de sabor

amargo, sujo e envelhecido.
Reducdo da capacidade térmica e
aumento da capacidade de formar
espuma em leite reconstituido.

Sabor de qualidade inferior quando
comparado a leite pasteurizado
produzido com outro leite sem
psicrotroficos.

Leite em po 6,3-7,0
Leite pasteurizado 55

Queijos duros 6,5-7,5 Rancidez
7,5-8,3 Alteracdo de sabor, principalmente
rancidez e sabor de sab&o. Reducéo
de rendimento na fabricacao
Queijo Cottage 5,0-7,8 Sabor amargo

Manteiga

Nao determinado

Desenvolvimento mais rapido de

rancidez em manteiga feita a partir
de leite refrigerado do que de leite
fresco, lipase de Pseudomonas
estava ativa na manteiga congelada.
Gosto amargo, sabor sujo ou de
fruta, dependendo da microbiota

logurte 7,6-7,8

Fonte: Sorhaug e Stepaniak (1997).

2.11 Lipdlise

Segundo Ordofiez et al.(2005), a lipase é uma glicoproteina com peso
molecular que varia de 62.000 a 66.000, tendo sua atividade maxima em um pH
variando entre 7 e 8, tem um raio de acdo bem extenso, podendo degradar
triglicerideos de cadeia curta e longa, fosfolipideos, monoglicerideos e ésteres

sintéticos.
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Acredita-se que em torno de 96 a 98% da matéria gorda do leite € composta
por triglicerideos, sendo os outros constituintes diglicerideos, monoglicerideos,
acidos graxos livres, fosfolipideos e algumas vitaminas lipossoliveis (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006).

Normalmente o leite j& dispbe de acidos graxos livres sintetizados a partir de
uma producdo deficiente na glandula mamaria, todavia a maior parte desses se
origina da quebra dos triglicerideos pelas lipases. Essa quebra causa o0 aumento da
parcela de acidos graxos de cadeia curta — C4 e C8, atribuindo aos derivados do
leite sabores e odores ran¢osos, enquanto que acidos graxos de peso molecular
maior — C10 e C12, conferem sabor e odor de sabdo. O sabor oxidativo ou metalico
observado em alguns produtos esta relacionado com a liberacdo de acidos graxo
insaturados durante a lipolise, os quais podem ser oxidados a cetonas ou aldeidos
produzindo esse sabor (ARCURI, 2003; ORDONEZ et al., 2005).

2.11.1 Lipase Natural

No leite existe uma lipase natural, a lipoprotéica, agindo a uma temperatura
ideal de 37°C e pH 8. Sua presenca estimula a degradacéo de triglicerideo do leite,
promovendo a producao de &cidos graxos livres que conferem alteragdes de sabor e
odor (MUIR, 1996). Por serem consideradas termolabeis, ndo ocasionam danos a
gordura do leite, se este for manipulado e processado deforma adequada (GOMES,
1988).

Essa enzima natural € responsavel por duas diferentes formas de lipdlise,
uma natural, motivada por uma gama de condi¢des, incluindo: sazonalidade, fase
lactacional e nutricdo indevida; que vai transmitir ao leite recém ordenhado o ranco.
O outro tipo é a chamada lipdlise induzida, com ocorréncia quando produtos nao
processados sob temperatura adequada sdo deteriorados apds falhas na membrana
do globulo de gordura. Essas falhas decorrem geralmente por meios fisicos, dos
guais se incluem: agitacéo, formacao de espuma ou homogeneizacédo (MUIR, 1996).

Contudo, em circunstancias normais, uma lipase natural ndo tem capacidade
de degradar a gordura do leite, como ja referido, porém, se uma fosfolipase

bacteriana, agride a membrana do glébulo de gordura ou se esta € destruida por
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meio de uma extensa agitacao, tal processo favorecera a acdo dessa enzima natural
na degradacado da gordura lactea (DEETH; FITZ-GERALD, 2006).

Dessa forma é possivel que as lipases naturais deteriorem o0s lacteos.
Todavia as de origem bacteriana psicrotrofica os prejudicam mais, uma vez que
podem apresentar termorresisténcia aos processos de esterilizagdo do leite
(ARCURI, 2003).

Na industria de laticinios, nem todas as lipolises indesejaveis sdo causadas
pela Lipase Lipoproteica (LPL). Durante o armazenamento frio de leite, bactérias
psicrotréficas, como Pseudomonas, cultivam e produzem enzimas como lipases e
proteases, que apresentam grandes efeitos sobre a qualidade do leite e dos
produtos lacteos (Sgrhaug & Stepaniak, 1997). As lipases produzidas por
essas bactérias possuem caracteristicas diferentes de LPL e € importante
reconhecer essas diferencas para poder determinar a causa da lip6lise em situacdes

particulares (quadro 6) (DEETH, 2006).

Quadro 6 Comparacao das caracteristicas da lipoproteina lipase do leite (LPL) e
lipases de bactérias psicrotroficas

LIPASE DO LEITE

LIPASES DE BACTERIAS PSICROTROFICAS

Destruido por pasteurizacdo de alta

temperatura e tempo curto (HTST)

Estavel para o tratamento HTST e até ultra-alta
temperatura (UHT)

A membrana do glébulo de gordura do leite
(MFGM) atua como uma barreira para o
substrato lipidico

MFGM néo apresenta barreira

Ativada por lipoproteinas séricas

A maioria ndo é ativada por lipoproteinas de soro

Efeito principalmente associado com leite
fresco e creme

Efeito principalmente associado a produtos
armazenados: leite UHT, queijo, manteiga, leite em

po

Efeito no queijo / manteiga 6bvio no fabrico
e ndo muda durante o armazenamento

Efeito no queijo / manteiga Obvio apenas apés o
armazenamento

Niveis elevados em leite cru

Apenas niveis de rastreamento

Fonte: Deeth (2006)

2.11.2 Lipases Bacterianas

Sdo produzidas por microorganismos lipoliticos. Esses microorganismos
conseguem sintetizar os nutrientes que precisam a partir dos lipideos, utilizando vias
metabolicas de degradacédo de gorduras, através das lipases. Apesar de ndo serem

predominantemente lipoliticas, muitas produzem lipases e proteases, que degradam
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a temperatura de refrigeracdo gorduras e proteinas, respectivamente. A degradacéo
da gordura produz aroma e sabor de ran¢o, mais perceptiveis nos derivados que
contém maior concentracdo de gorduras (BELOTI, 2015).

Além da lipase enddgena, existem as lipases produzidas pelas bactérias, sao
termorresistentes, inclusive ao tratamento UHT, agindo entre 40 e 50°C e em pH
alcalino (ORDONEZ et al., 2005). Diferentes das enzimas naturais, estas alteram a
gordura do leite depois de tratado térmicamente, visto que permanecem ativas
mesmo em temperaturas baixas (GOMES, 1988).

A lecitinase é capaz de quebrar a membrana dos glébulos de gordura, e
assim conferir alteracbes de sabor e textura conhecidas como ‘“leite/creme
gorduroso”, sendo considerada como uma das mais importantes lipases produzidas
pelas bactérias psicrotréficas. No leite cru, sdo produzidas pelas bactérias Gram-
negativas dos géneros Acinetobacter, Alcaligenes, Citrobacter, Enterobacter,
Flavobacterium, Klebsiella e Pseudomonas (SHAH, 1994), ja no leite pasteurizado,
sao elaboradas pelas Gram-positivas, como Bacillus mycoides e Bacillus cereus,
estando relacionadas a formacdo do “leite gorduroso” (SHAH, 1994; STONE;
ROWLANDS, 2009).

Outra enzima de grande importancia na deterioracdo do leite é a fosfolipase
C, gerada por alguns psicrotréficos como Bacillus cereus e algumas espécies
fluorescentes de Pseudomonas (COUSIN,1982; MUIR,1990). Ela destr6i a
membrana dos glébulos de gordura, auxiliando o trabalho das lipases sobre os
triglicerideos do leite (COUSIN, 1982; GARG, 1990; SHAH, 1994;).

Arcuri (2003) relata que as lipases tém uma melhor atuacdo em um extenso
intervalo de temperatura, 22 — 70°C, enquanto que essa acao € bastante reduzida
guando submetidas a temperaturas que variam de 60 a 80°C. Mahieu (1991) afirma
que elas sdo produzidas em maior quantidade em temperatura entre 20 e 21°C,
podendo manter sua atividade em 50% a 0°C.

As lipases atuam principalmente sobre cremes, queijos e manteigas, sendo
responsaveis pelo ranco destes lacteos em até dois dias (LAW, 1979; COUSIN,
1982).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

No Brasil tem-se praticado coletar o leite de forma granelizada, onde o leite
cru € estocado em tanques de expansdo a uma temperatura de 4°C por um periodo
de até 48h, sendo conduzido em veiculo com compartimento isotérmico até a
unidade beneficiadora.

Visto que, a temperatura de refrigeracdo adotada no armazenamento do leite
ndo inibe totalmente a multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos, e
consequentemente a producao e atividade de enzimas deterioradoras, a adocéo de
praticas higiénicas durante a obtencdo dessa matéria-prima € fundamental para
minimizar a contaminacdo microbiolégica. Um recurso seria, implementar as boas
praticas de producdo leiteira junto aos produtores e colaboradores, aliadas ao
controle do tempo de estocagem do leite cru, associado a temperatura adequada,
considerando que o processo de resfriamento e armazenamento do leite por longos

periodos de tempo, favorece a multiplicacdo de microrganismos psicrotroéficos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Localizacéo

O estudo foi realizado a partir da coleta de amostras de leite cru refrigerado de
tanques de expansao, individuais e coletivos, de propriedades localizadas nos
municipios de Palmeira dos indios, Girau do Ponciano, Traipu e Campo Grande, no
Agreste; Major lzidoro, Jaramataia, Maravilha, Canapi e Inhapi, no sertdo do Estado

de Alagoas Fig. 1.

Figura 1. Municipios das regides, Agreste e Sertdo do Estado de Alagoas onde foram realizadas as

coletas de leite cru refrigerado

MUNICIPIOS DO ESTADO DE ALAGOAS

[ Isertso Agreste (I T N T

5.2 Coleta das Amostras

As amostras foram coletadas apés homogeneizacdo do leite por meio de

agitacdo mecanica programada no préprio tanque, em recipientes estéreis de 50 ml,
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devidamente fechados e identificados. Sendo transportadas até o laboratério de
Microbiologia do CECA/UFAL em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel.
Foram coletadas 72 amostras — duas por tanque, sendo 23 tanques

individuais e 13 coletivos, no periodo de outubro a novembro de 2016.

5.3 Contagem, Isolamento e Identificacdo de Bactérias Psicrotroficas

No laboratério, foram realizadas as diluicbes apropriadas das amostras, e
estas foram plaqueadas em Agar “PCA” (Difco). Ap6s incubacéo a 7 °C durante 10
dias fizemos a contagem das unidades formadoras de colénias e isolamos cinco
coldnias por placa selecionada, em Agar Nutriente-NA (Difco), sendo incubadas a 21
°C por 24 horas, para realizacao dos primeiros testes.

As culturas foram estocadas a temperaturas de -20°C em meio a base de leite
desnatado e glicerol.

Para a realizacdo de novos testes, as culturas foram ativadas e repicadas,
para placas de Petri contendo NA (Agar nutriente) ou BHI (Brain Heart Infusion agar
- Difco) e incubadas a 21°C por 24 horas.

5.4 Caracterizacdo dos Microrganismos

A caracterizagdo dos isolados bacterianos se deu por meio de testes para
analise morfo-tintorial e testes bioquimicos.
5.4.1. Testes para andlise das caracteristicas morfo-tintoriais dos isolados
bacterianos.
5.4.1.1. Morfologia Celular;
5.4.1.2. Coloragao de Gram;
5.4.1.3. Reacao de Gram, a partir da reacao de KOH 3%
5.4.1.4. Coloracao de esporos.
5.4.2. Testes bioquimicos.
5.4.2.1. Metabolismo oxidativo e/ou fermentativo da glicose em meio OF;
5.4.2.2. Teste de Oxidase;
5.4.2.3. Teste da Catalase;
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5.4.2.4. Crescimento em Agar MacConkey (MC)

5.4.2.5. Producao de amoénia a partir da arginina;

5.4.2.6. Teste de motilidade, producdo de H2S e indol em meio SIM,;
5.4.2.7. Teste de Agar de Ferro e Acucar triplice em meio TSI;
5.4.2.8. Teste de Vermelho de metila (VM);

5.4.2.9. Teste de Vogues-Proskauer (VP);

5.4.2.10.Teste de Citrato de Simmons;

5.4.2.11. Agar Lisina Ferro

5.4.2.12.Teste de Urease

5.4.2.13. Formacéo de acidos a partir de carboidratos;
5.4.2.14. Testes enzimaticos.

5.4.2.14.1. Protedlise;

5.4.2.14.2. Lipolise;

5.4.2.14.3. Lecitindlise.

5.5 Descricédo dos Testes de Caracterizagédo dos Microrganismos.

5.5.1 Reagao de KOH 3%

Colocou-se uma gota de KOH a 3% (p/v) em uma lamina de vidro e
suspendeu-se uma colonia retirada de um crescimento em placa de NA.
Homogeneizou-se bem, com a ajuda de alga de platina, e realizamos a leitura dentro
de 60 segundos.

Interpretacéo:
Gram negativas — formacéo de um filamento viscoso Fig. 2;

Gram positivas — ndo ha producgéo de viscosidade na suspensao.

Figura 2. Caracterizag¢éo bacteriana gram-negativa com formagéo de um filamento viscoso
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5.5.2 Coloragao de Gram.

O esfregaco foi preparado a partir de uma colbnia bacteriana suspensa em
agua esteéril. Apés fixacao do esfregaco em chama, este foi corado com a solucdo de
violeta genciana fenicada por um minuto, escorrendo ao final sem lavar; e a seguir
cobriu a lamina com lugol fraco e esperou atuar por um minuto; lavou-se com
solucdo descorante (a base de alcool-acetona) até que o liquido se tornou incolor
(15 — 30 segundos); lavou em agua corrente e cobriu a lamina com fuscina para
Gram, deixando atuar por 30 — 60 segundos e, por fim, lavamos com agua corrente,
deixando secar na posi¢cao vertical, observando ao microscopio, com 0 uso da
objetiva de imerséo (100x de aumento total).

Interpretacgéo:
Bactérias Gram negativas — As células apresentam coloracdo de tonalidade
avermelhada.

Bactérias Gram positivas — As células apresentam coloracéo purpura escura.

5.5.3 Motilidade no meio SIM, Teste de producéo de Indol e H2S

O teste de motilidade foi realizado em um meio SIM (Biobas). O meio foi
inoculado com uma coldnia isolada da bactéria (18 - 24 horas de incubacao) atraves
de uma picada com agulha de niquel-cromo. O tubo inoculado foi incubado a 30 °C,
durante 48 horas. Apés 48 horas foram utilizadas algumas gotas do reagente de
Kovacs para a reacéo de indol.

Interpretacéo dos resultados:
Meio turvo - motilidade positiva;
Producgéo de H2S — meio escuro;

Positivo Indol - desenvolvimento de um anel vermelho escuro na superficie do tubo.

5.5.4 Teste de Catalase

Uma colbnia foi colocada em uma Iamina de microscopio limpa. Em seguida

adicionou-se, uma gota de peréxido de hidrogénio a 3%, homogeneizando o
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contetdo. A presenca de bolhas de gas dentro de alguns segundos, indicou uma
reacao positiva.

Reacao de Catalase: negativo a esquerda e positivo a direita Fig. 3.

Figura 3. Caracterizacéo bacteriana quanto a reacéo de catalase.

5.5.5 Teste de OF

As bactérias foram semeadas em dois tubos contendo o meio de Hugh
Leifson, pH 7,1, usando agulha (inoculacdo por picada em profundidade). Foi
adicionado a um dos tubos 6leo mineral estéril (5 a 6 mm altura), para criar um
ambiente de anaerobiose. Incubou-se a 30 °C e foi examinado diariamente durante
14 dias, pois alguns microrganismos s6 produzem acidos (resultado da utilizacao da

glicose) apos varios dias de incubacéao.

Quadro 7. Esquema de identificacdo de acordo com a resposta ao teste OF

Utilizac&o da Glicose Tubo aberto Tubo com 6leo
Por oxidacao Amarelo Verde
Por fermentacao Amarelo Amarelo
Sem reacgéo Verde ou azul Verde
Fermentativa Enterobactérias como Escherichia coli
Oxidativa Acinetobacter, Pseudomonas
Sem reagéo Alcaligenes faecales

5.5.6 Produgéo de Amonia a partir da Arginina
O teste foi realizado com uma col6nia da placa de NA ou BHI. Com o auxilio

de uma agulha de niquel, a cultura foi inoculada ao meio semi - sélido, a superficie
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do tubo foi coberta com 6leo mineral estéril e incubada a temperatura 6tima de
crescimento (30 °C) por dois a sete dias.

Interpretacéo dos resultados:

Arginina positiva - hidrélise da arginina com formacdo de amonia indicada pela
mudanca de cor de salmao para rosa.

Arginina negativa - sem mudanca de coloracao.

5.5.7 Crescimento em meio Mac Conkey (MC)

O MC ¢ seletivo para bactérias gram-negativas porque possui sais de bile e
de cristal violeta, que interferem no metabolismo das bactérias gram-positivas. E
também diferenciador devido a presenca de lactose na sua composicao, distinguindo
as bactérias que fermentam a lactose (LAC+ ) das que néo fermentam (LAC- ). Este
meio possui como indicador de pH o vermelho neutro, cuja cor a pH &cido é rosa e
pH alcalino € incolor. Este teste foi usado para verificar se a bactéria for gram-
negativa e para observar se a mesma fermentava ou ndo a lactose. As culturas
puras foram semeadas com a ajuda de uma alca de platina e semeadas em Agar
MC, sendo incubadas a 21 °C por 24horas.
Interpretacéo dos resultados:
- Fermentam a lactose (LAC+ ) - formam colonias réseas ou vermelhas.

- N&o Fermentam a lactose (LAC- ) — ndo formam col6nias réseas ou vermelhas.

5.5.8 Teste de Oxidase

Para este teste utilizamos tiras de papel contendo o reagente p-
fenilenodiamina (Laborclim).
Utilizando um palito de madeira estéril foi transferido assepticamente uma ou duas
colénias recém isoladas (18-24h de cultura em NA a 21 °C) e homogeneizada sobre

a superficie da tira. Interpretacdo do resultado Fig. 4.
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Figura 4. Caracterizacdo bacteriana quanto a reacdo da oxidase

i

Bactéria Oxidase positiva - coloracgéo violeta,

Oxidase negativa — incolor .

5.5.9 Teste de Agar de Ferro e Aclcar Triplice em Meio de TSI

O teste foi feito inoculando por picada a base (crescimento em anaerobiose)
do meio TSI (Difco) e a seguir a parte inclinada (aerobiose) até a extremidade final
fazendo uma estria em “zigue-zague”.

Interpretacéo dos resultados:

* Inclinacdo vermelha (alcalino) e fundo amarelo (acido): apenas fermentacdo da
glicose;

Inclinacdo amarela (acida) e fundo amarelo (acido): fermentacdo da glicose
juntamente com a lactose e/ou sacarose;

* Meio preto: producdo de H2S (Salmonella). * Producdo de gés: presenca de gés

no meio.

5.5.10 Teste de Vermelho de metila (VM)

Esta prova bioquimica foi utilizada para caracterizar os microrganismos
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. O teste foi realizado utilizando uma
colénia da placa de NA ou BHI crescida a 21 °C por 18 a 24 horas. Com o auxilio de
uma alga de platina a cultura foi inoculada ao meio, e em seguida incubada a 30 °C
por até cinco dias. Apés incubacéo, adicionaram-se algumas gotas do indicador VM.
Interpretacéo do resultado:

Positivo — meio muda de cor para vermelho.

Negativo — meio permanece amarelo.
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5.5.11 Teste de Vogues-Proskauer (VP)

Utilizamos os mesmos tubos da prova de Vermelho de Metila. Apos o periodo
de incubacéo e a realizacéo do teste VM, foi adicionado ao tubo 0,6 mL de solucao
A (a-naftol 5%) e 0,2 mL de solucdo B (hidréxido de sodio 40%). O tubo foi agitado
vigorosamente varias vezes para que o0 oxigénio atmosférico penetre e oxide a
acetoina em diacetila. O KOH atua como agente oxidante e o a-naftol como
catalisador e intensificador de cor. Com 0 uso de um agente oxidante, a cor
produzida desaparece rapidamente, sobretudo porque o complexo de reacgao
diacetila-peptona pode ser rapidamente oxidado em um composto incolor.
Interpretacéo do resultado:

Teste positivo - quando ocorre a coloracao vermelha do meio entre 15 a 30 minutos.
Teste fracamente positivo - quando ocorre a coloracao résea.

Teste negativo - quando ocorre a coloragdo marrom-esverdeada

5.5.12 Teste de Urease

A partir da cultura crescida em BHI ou NA (cultura com 24 horas de
incubacao), foi inoculado com uma alca de platina um tubo contendo o meio.
Incubou-se a 35 °C por 24horas £2. Quando o resultado obtido for negativo, deixar o
tubo por mais sete dias a temperatura ambiente, pois o resultado ainda pode ser
alterado.

Foi utilizado um tubo n&o inoculado (controle negativo).
Interpretacéo de resultados:
Urease positiva - 0 meio muda para rosa claro

Urease negativo - 0 meio se mantém com a cor inicial amarelo

5.5.13 Teste de Citrato de Simmons

Esta prova bioquimica tem como finalidade a caracterizacdo de

microrganismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, e fundamenta em
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determinar a capacidade dos microrganismos utilizarem o citrato de so6dio como
unica fonte de carbono, resultando em alcalinidade do meio.

A partir da cultura crescida em BHI ou NA (cultura com 18 - 24 horas de incubac¢ao)
inoculou-se com uma agulha de niquel-cromo um tubo contendo o meio Citrato de
Simmons (Agar inclinado). O teste foi realizado inoculando uma estria sobre a
superficie do meio. Incubado a 35 °C por 96 horast2. Foi utilizado um tubo nao
inoculado (controle negativo). Os microrganismos que ndo conseguem utilizar o
citrato de sodio como Unica fonte de carbono, ndo crescem no meio de cultura, e o
mesmo permanece com a sua coloracéo inicial (verde).

Interpretacéo de resultado:

Positiva — alcalinizacdo do meio que se torna azul intenso, principalmente no apice

5.5.14 Agar Lisina Ferro (Lia)

A partir da cultura crescida em BHI (cultura de 18-24 horas) inoculou-se a
coldnia a ser analisada no meio de Agar Lisina Ferro atraves de picada com agulha
de platina e estrias na rampa. O Inoculo foi incubado a 35 °C por 24 horas. Este
teste tem como finalidade determinar a presenca de lisina de descarboxilase e a
producdo de sulfato de hidrogénio. E um teste diferencial de culturas.
interpretacdo dos resultados deve ser feita da seguinte forma:

*Crescimento de Salmonella:

Positivo: o Fundo e a inclinacdo do meio no tubo alcalinos (purpura) com producéo
de H2S (escurecimento do meio). Pode ocorrer também auséncia de producéo de
H2S.

*Crescimento de Proteus: O meio adquire uma coloragdo castanha em funcdo da

reacdo de desaminacao da lisina a acido alfacetocarbonico.

5.5.15 Formac&o de Acidos a partir de Carboidratos

Arabinose, inulina, lactose, manose, rafinose, ribose, sorbitol e trealose,

transferimos varias colbnias crescidas em agar-sangue durante 24 a 48 horas para
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os tubos contendo os meios especificos para cada carboidrato a ser testado e estes
foram incubados em estufa a 35°C por até 14 dias.

Interpretacéo de resultado:

Reacdo positiva - coloracdo do meio muda de purpura para amarelo.

Reacao negativa - a coloragcao do meio permanece inalterado, ou seja, de coloracao

parpura.

5.5.16 Coloracao de Esporos

As bactérias caracterizadas pela coloracdo de Gram como sendo bacilos
gram- positivas, foram avaliadas quanto a capacidade de producdo de esporos.
Estas foram inoculadas (a partir de cultura crescida em BHI) no meio especifico para
esporulacdo, 2X SG (extrato de carne, triptona, amido, sulfato de manganés, agar
bacterioldgico, glicose).

O pH da solucéo antes de ser esterilizado foi ajustado para 7,0.

As estirpes foram inoculadas no meio 2X SG na propor¢gdo de 1:10 e

incubada a 30 — 32 °C com agitacdo mecanica por 4 horas.
Em seguida, esta cultura foi diluida na proporcdo de 1:25, utilizando o mesmo tipo
de meio estéril e incubada a 30°C com agitacdo por mais 24h, para sincronizar a
esporulacdo. No outro dia as culturas foram deixadas a temperatura ambiente, por
48 horas.

Depois foi feita uma preparacdo a fresco em lamina de vidro e também
esfregaco corado, para observar se ha esporos. Os mesmos frascos inoculados
foram submetidos a trés tratamentos para verificar a resisténcia dos esporos
formados:

1- 80°C/10minutos;
2- 5% de cloroférmio;
3 -10% de cloroformio.
As percentagens de cloroformio foram calculadas sobre o valor restante do

meio nos frascos que haviam sido incubados anteriormente por 24h sobre agitacao.
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Apoés o tratamento térmico as amostras foram inoculadas em placas de petri

contendo o mesmo meio utilizado para o crescimento dos esporos para verificar a
resisténcia dos esporos formados.
Para tratamento com cloroférmio foi acompanhado por um periodo maior. Os frascos
foram mantidos a temperatura ambiente por aproximadamente 7 dias, durante este
periodo foram agitados manualmente e avaliados quanto a resisténcia do esporo ao
cloroférmio. Esta avaliacdo foi feita em placas de petri contendo o meio 2X SG e
incubado a 30°C por até 14 dias.

Se ocorrer a formagédo de colonias realizar a contagem dos mesmos. Em
intervalos de 48 horas foi feito o esfregaco a fresco e por coloracédo de esporos, em
verde-malaquita em 5% a quente como corante principal, que resiste a lavagem
subsequente com agua e, posteriormente, safranina (cora as estruturas da célula
vegetativa), como corante de contraste. Desta forma, o esporo se cora de verde,
porém o resto da célula ou a célula que ndo possui esporo se tinge em vermelho ou
roseo.

5.5.17 Caracterizacdo das Bactérias Isoladas Quanto a Producdo de Enzimas

Hidroliticas.

Todos os isolados obtidos foram avaliados quanto a sua capacidade de
producdo de lipases, proteases e lecitinases. A producdo destas enzimas foi
avaliada qualitativamente pela formacéo de halo em torno da col6nia e o diametro do
halo foi medido para uma estimativa quantitativa. A verificacdo da atividade
hidrolitica foi avaliada pelo teste de difusdo em agar. A producdo de proteases foi
determinada em meio agar leite (Difco, Francga), suplementado com 5% de leite em
pd, com incubacdo, a 21°C, por 3 dias. A atividade proteolitica foi avaliada pela
formacao de halos claros ao redor das coldnias. A atividade da lipase extracelular foi
avaliada em meio agar base, suplementado com tributyrin, adicionado de solucéo de
purpura de bromocresol 1,5%. As placas foram incubadas, a 21°C, por 3 dias. A
lipolise foi observada pela formacdo de uma zona clara ao redor da colénia. A

deteccdo de lecitinases foi determinada em agar TSA, suplementado com 10% de
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emulsdo de gema de ovo, incubado, a 21°C, por 3 dias. A atividade das lecitinases

foi detectada pela formac&o de uma zona opaca ao redor das colonias.

5.6 ldentificacdo dos Géneros

As caracteristicas culturais e morfolégicas dos isolados foram convertidas em
uma matriz binéria de presenca e auséncia. Deste modo, agruparam-se 0s isolados
em um dendrograma de similaridade, gerado por meio do aplicativo computacional
PAST (Paleontologica IStatistics Software Package for Educationand Data Analysis),
utilizando o Coeficiente de Similaridade de Jaccard.

Foi realizada a identificacdo das bactérias psicrotréficas presentes no leite
cru refrigerado em nivel de género conforme o Manual Bergey de Identificacdo
Bacteriana (1994).

5.7 Analise Estatistica.

Os resultados obtidos no estudo foram submetidos a andlise estatistica
descritiva (média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo). Para andlise estatistica
de contagem padrdo em placas, de psicrotroficos foi feita a transformacéo
logaritimica (log10), a fim de normalizar a distribuicdo de frequéncia. Para a
avaliacdo da atividade enzimatica foi utilizado o Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). Os testes foram efetuados em triplicata, e os dados foram
analisados por meio de analise de co-variancia (ANCOVA), utilizando o teste F e
comparacdes das medias utilizando o teste de Fischer, (p=0,01). As analises

estatisticas foram realizadas com uso do programa XLSTAT e o Excel 2007.
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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE BACTERIAS PSICROTROFICAS E
PRODUCAO DE ENZIMAS TERMORRESISTENTES EM LEITE CRU

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF PSYCHOTROPHIC BACTERIA AND
THERMORESISTANT ENZYMES PRODUCTION IN RAW MILK

Preparado de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia.
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RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho isolar e caracterizar bioquimicamente a microbiota
psicrotrofica, bem como avaliar seu poder deteriorador no leite cru refrigerado, armazenado
em tanques de expansao, individuais e coletivos, de propriedades das regides Agreste e Sertdo
do Estado de Alagoas. Foram analisadas amostras de leite coletadas em 23 tanques
individuais e 13 coletivos, onde se verificou a presenca de bactérias psicrotroficas nos dois
tipos de tanques de refrigeracdo, sendo um total de 105 isolados bacterianos. Foi detectada a
predominéncia de bactérias psicrotroficas gram-negativas 78,09% (82/105), dos géneros
Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Burkholderia, Acinetobacter e Shigella, enquanto
que as bactérias gram-positivas foram da ordem de 21,90% (23/105) dos géneros
Streptococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus e Bacillus. Pseudomonas foi o
género predominante com 43,81% (46/82). A grande maioria dos isolados bacterianos
demonstrou alto poder de producdo de enzimas extracelulares — protease, lipase e/ou
lecitinase, evidenciando assim potencial deteriorador do leite e derivados. Estatisticamente
ndo foi significativa a diferenca de producdo enzimatica pelos isolados entre tanques
individuais e coletivos, ndo havendo dependéncia entre o numero de isolados bacterianos
produtores de enzimas e o tipo de tanque.

Palavras-chave: Gram-negativas, Proteases, Lipases, Pseudomonas, Termoduricos.
ABSTRACT

The goal of this study was the isolation and biochemical characterization of psychotrophic
microbiota, evaluating its deteriorating potential on refrigerated raw milk stored in both
individual and collective expansion tanks located in farms from Agreste and Sertdo regions of
Alagoas State. Milk samples from 23 (individual) and 13 (collective) tanks were analyzed,
and the presence of psychotropic bacteria was diagnosed in both types of refrigeration tanks,
totalizing 105 bacterial isolates. There was a predominance of gram-negative psychotropic
bacteria 78,09% (82/105) from genus Pseudomonas, Enterobacter, Aeromonas, Burkholderia,
Acinetobacter e Shigella, whereas gram-positive bacteria represented 21,90% (23/105) of
total isolates, from genus Streptococcus, Corynebacterium, Enterococcus, Micrococcus and
Bacillus. In general, Pseudomonas was the most prevalent genus isolated 43,81% (46/82).
The majority of bacterial isolates had high extracellular enzymes production — protease, lipase
and/or lecithinase, which evidenced elevate deteriorating potential for milk and its derivatives.

There was no significant difference on enzymatic production among isolates or between
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individual and collective tanks, as well as no dependency between total number of enzymatic
producer bacterial isolates and tank type.

Keywords: Gram-negative, Proteases, Lipases, Pseudomonas, Thermoduric.

INTRODUCAO

O leite é constituido de proteinas, vitaminas, gorduras, carboidratos e sais minerais,
tornando-se um alimento bastante rico em nutrientes. Dessa forma, sua qualidade € foco de
varias discussdes dentro da producdo leiteira em nosso pais. O Brasil em 2015 ocupou 0
sexto lugar na producdo mundial (IBGE, 2015), com cerca de 35 bilhGes de litros, tendo um
consumo per capita da ordem de 173,6 litros (CONAB, 2016).

O isolamento e a identificagdo de microrganismos em leite cru se tornam
interessantes do ponto de vista de saude publica, pois dependendo das espécies isoladas,
acoes direcionadas podem ser tomadas visando a melhoria de sua qualidade. A deterioracdo
do leite é consequéncia, sobretudo do crescimento de microrganismos psicrotroficos
(Tebaldiet al., 2008).

As bactérias psicrotroficas sdo aquelas que tém a habilidade de se desenvolverem
em baixas temperaturas — abaixo de 7°C. Encontram-se amplamente distribuidas na
natureza, podendo estar presentes nos mais diversos ambientes, independente do clima ou da
estacdo do ano. A quantidade de bactérias psicrotroficas necessarias em um determinado
produto para que possa haver alteragdes e causar problemas esta em torno de 108 UFCmI?
(Pinto et al., 2006).

No leite, os principais géneros de bactérias psicrotroficas sdo: Achromobacter,
Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Yersinia e Pseudomonas, gram-negativos;
Bacillus, Listeria e Clostridium, gram-positivos (Horst, 2006). Destacam-se como
termorresistentes 0os géneros Micrococcus, Microbacterium, Lactobacillus e Streptococcus,
enquanto que Clostridium e Bacillus sdo formadores de esporos (Walstra et al., 2001).
Destes, 0 género Pseudomonas spp, € o mais frequente (Horst, 2006).

Sao as principais responsaveis pelo deterioramento do leite cru refrigerado e de
seus derivados ao produzirem proteases, lipases e lecitinases, as quais hidrolisam a proteina
e a gordura do leite. Apesar de a maior parte das bactérias psicrotréficas nao resistirem ao
processo da pasteurizacdo, muitas de suas enzimas hidroliticas sdo termorresistentes,
persistindo mesmo ao tratamento UHT, continuando assim em atividade, trazendo grandes

prejuizos através de suas acgdes, destacando variacbes no sabor e cheiro em diferentes
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produtos (Arcuri et al., 2008). Estas bactérias também estéo relacionadas com intoxica¢des
alimentares ap6s o consumo do leite ou seus derivados.

Objetivou-se com esse trabalho isolar e caracterizar bioquimicamente a microbiota
psicrotréfica, bem como seu poder de producdo de enzimas extracelulares no leite cru
refrigerado armazenado em tanques de expansao, individuais e coletivos de propriedades das
regides Agreste e Sertdo do Estado de Alagoas.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em 23 tanques individuais e 13 tanques coletivos, apos
homogeneizagdo mecéanica programada, em propriedades das regides do agreste e sertdo
alagoano, no periodo de outubro a novembro de 2016. Foram coletadas 72 amostras de leite,
duas por tanque, em tubos estéreis de 50 ml, identificadas, acondicionadas e mantidas sob
refrigeracdo em caixas isotérmicas com gelo, sendo transportadas até o Laboratorio de
Microbiologia do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Alagoas.

Para a contagem e o isolamento, dilui¢cbes das amostras foram plaqueadas em Plate
Count Agar (PCA) e incubadas a 7°C por 10 dias. Apds a contagem, foram isoladas cinco
colbnias de cada placa em agar Nutriente, que foram incubadas a 21°C por 24 horas para
identificacdo. Os resultados foram expressos como logaritimo de unidades formadoras de
coldnia por grama de amostra (log10 UFCmI™).

Os isolados bacterianos foram avaliados quanto & morfologia celular, coloracéo e
reacdo de Gram, coloracdo de esporos, metabolismo oxidativo e/ou fermentativo da glicose
(OF), a producéo de oxidase e catalase, ao crescimento em Agar MacConkey, hidrolise da
arginina, motilidade, producio de H,S e indol em meio SIM, Agar de ferro e Actcar triplice
(TSI), teste de Vermelho de metila (VM), teste de Vogues-Proskauer (VVP), teste de Citrato,
hidrolise da Urease e formacéo de acidos a partir de carboidratos.

As caracteristicas culturais e morfoldgicas dos isolados foram convertidas em uma
matriz binaria de presenca e auséncia. Deste modo, agruparam-se 0s isolados em um
dendrograma de similaridade, gerado por meio do aplicativo computacional PAST
(Paleontological Statistics Software Package for Education and Data Analysis), utilizando o
Coeficiente de Similaridade de Jaccard.

Foi realizada a identificacdo das bactérias psicrotroficas presentes no leite cru
refrigerado em nivel de género conforme o Manual Bergey de Identificagdo Bacteriana
(1994).
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Todos os isolados obtidos foram avaliados quanto a sua capacidade de produgédo de
proteases, lipases, e lecitinases. A producdo destas enzimas foi avaliada pela formacdo de
halo em torno da col6nia e o didmetro deste foi medido para uma estimativa quantitativa. A
producdo de enzimas extracelulares foi avaliada pelo teste de difusdo em agar. A producéo
de proteases foi determinada em meio agar leite (Difco, Franca), suplementado com 5% de
leite em po, com incubacdo a 21°C por 3 dias. A atividade da lipase extracelular foi avaliada
em meio &gar base, suplementado com tributyrin, adicionado de solucdo de purpura de
bromocresol 1,5%. As placas foram incubadas a 21°C por 3 dias. A deteccéo de lecitinases
foi determinada em &gar TSA, suplementado com 10% de emulsdo de gema de ovo,
incubado a 21°C por 3 dias.

Os resultados obtidos no presente trabalho foram submetidos a analise estatistica
descritiva (média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo). Para analise estatistica de
contagem padrdo em placas de psicrotroficos, foi feita a transformacéo logaritimica (logio), a
fim de normalizar a distribuicdo de frequéncia. Para a avaliacdo da atividade enzimética foi
utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os testes foram efetuados em
triplicata, e os dados foram analisados por meio de analise de co-variancia (ANCOVA) e
regressdo, utilizando o teste F e comparacdes das medias utilizando o teste de Fischer,
(p=0,01). As anélises estatisticas foram realizadas com uso do programa XLSTAT e o Excel
2007.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem de bacteérias psicrotroficas nas amostras de leite foi similar para os dois
tipos de tanques, variando entre 2,60 a 7,48 loglOUFCmI* e, 2,00 a 7,84 loglOUFCmI*
(tanques individuais e coletivos respectivamente). Pinto et al. (2015) encontraram variag0es
semelhantes, indo de 2,3 a 7,00 logIOUFCmI™ em tanques individuais, ao passo que em
tanques comunitarios, o intervalo de contagem variou de 3,95 a 6,50 logl0UFCmI™,

Silva (2003) também encontrou contagens altas de bactérias psicrotroficas em
amostras de leite cru coletadas em silos industriais de processadores de leite UHT dos
Estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Goids. Nessas amostras, as contagens de
bactérias psicrotroficas variaram entre 6,15 e 7,94 loglOUFCmI™, e diferencas significativas
foram detectadas em funcéo do Estado e da estagdo do ano.

N&o existem limites estabelecidos por legislagdio para microrganismos

psicrotréficos, porém, alguns autores verificaram que alteragbes bioquimicas se tornam
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significativas na matéria-prima com contagens superiores a 6,00 logio UFCmI? (Pinto et al.,
2006). No entanto, outros relatos indicam que estas alteracGes podem ser percebidas com
contagens menores, a partir de 5,00 logl0UFCmI™.

Apenas a faixa de contagem de psicrotréficos ndo é suficiente para se ter um
panorama da condicdo dos tanques analisados, desse modo, considerando os indices
mostrados por Thomas e Thomas (1973), os tanques individuais e comunitarios foram
separados em intervalos de contagens. O numero de isolados dentro de cada uma das faixas

esta expresso em termos de porcentagem do total conforme mostra a Fig. 1.

Figura 1. Distribuigdo em percentagem da contagem de bactérias psicrotroficas (logl0 UFCmI?) em leite cru refrigerado
em tanques individuais e coletivos

M Individuais M Coletivos

% por Tanques
N N

<4,00l0g10 4,00-5,00l0g10 5,004-5,698l0g10 >6log10
UFCmL-1

Contagens entre 4,00 e 5,00 logIOUFCmI, indicam a necessidade de melhorias na
higiene de ordenha e/ou na higienizacdo dos equipamentos utilizados. Conforme se verifica
nesta pesquisa, 30,34% dos tanques individuais e 23,08% dos coletivos, estdo dentro dos
padrdes de higiene preconizados. Contrariamente, 38,46% dos tanques coletivos e 30,43%
dos individuais apresentaram contagens iguais ou superiores a 6Logl0UFCmI™, sendo um
indicio definitivo de condicBes insatisfatorias de producdo ou refrigeragdo do leite na
fazenda.

Das amostras de leite cru refrigerado, foram selecionados 105 isolados bacterianos,
havendo predominancia de isolados caracterizados como bactérias gram-negativas, 78% (82
isolados) e 22% (23 isolados) gram-positivos. Este resultado estd de acordo com outras
pesquisas, nas quais esse grupo predomina como contaminantes mais frequentes do leite sob
refrigeracdo (Arcuri et al., 2008).

Considerando a morfologia, a maior parte foi de bastonetes, representando 76,19%
dos isolados, os quais 6,25% foram gram-positivos e 93,75% gram-negativos, enquanto que
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0s cocos representaram 20,95% sendo, 18,18% gram-positivos e, 81,82% gram-negativos.
Outras formas totalizaram 2,86% dos isolados.

A caracterizacdo morfoldgica de colonias de bactérias, embora trabalhosa e até certo
ponto subjetiva, é importante como uma primeira aproximacao para avaliacdo da diversidade
de populagbes microbianas. Predominou a forma circular e borda lisa, no entanto, as demais
caracteristicas apresentaram um consideravel grau de diferenciagéo.

Todos os isolados apresentaram coldnia com diametro maior que 1,0 mm, caracterizando-se
também por apresentar: 1) formato circular e borda lisa 86,67%; 2) formato puntiforme e
borda lisa 5,71%; 3) colbnia granulosa com borda continua 2,86%; 4) col6nia rugosa com
borda irregular 2,86%, e; 5) col6nia larga com borda irregular 1,90%. Quanto a coloragdo da
col6nia, foram obtidos isolados de coloracdo branca leitosa (86,28%), amarela (8,00%), bege
(2,86) e cinza (2,86%). Para os parametros elevacdo e transparéncia da coldnia, os isolados
apresentaram distribuicdo de 86,68% para elevacdo convexa, 11,42% concava e 1,90% para
elevacdo achatada, ainda 54% s&o col6nias opacas e 46% sdo coldnias translicidas.

Os testes que tratam do metabolismo bacteriano sdo considerados 0s mais importantes,
visto que na maioria das vezes estdo relacionados com a presenca de enzimas especificas. A
pesquisa de catalase e oxidase € indispensavel para a identificagdo bacteriana. As duas
enzimas estdo relacionadas com a protecdo contra as formas reativas de oxigénio. A oxidase
ou superdxido dismutase (SOD) converte 0 oxigénio ionizado presente em todos 0s aerdbios,
anaerébios facultativos e alguns aerotolerantes. De acordo com a resposta ao teste, as
bactérias gram-negativas foram classificadas como: aerdbios estritos (catalase+; oxidase+)
13%, anaerdbios facultativos, que utilizam oxigénio como receptor final de elétrons
(catalase+; oxidase-), 13%; anaerobios estritos (catalase-; oxidase-), 65%; anaerdbios
facultativos (catalase-; oxidase+)9% que fermentam e ndo utilizam oxigénio como receptor
final de elétrons. Enquanto que as gram-positivas, 26% se caracterizaram como anaerébios
facultativos, que utilizam oxigénio como receptor final de elétrons e 74% aerobios estritos.

A frequéncia e o percentual dos géneros verificados nesta pesquisa podem ser
observados na Tab. 1. Dentre os isolados identificados, Pseudomonas sp. foi o género
predominante, com 46 isolados (43,81%), seguido por Enterobacter e Streptococcus,15
(14,29%) e 12 isolados (11,43%), respectivamente.
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Tabela 1. Frequéncia e percentual de géneros e bactérias psicrotréficas identificadas, isoladas de leite cru a partir de tanques

de refrigeragdo localizados no Agreste e Sertdo de Alagoas™

Géneros NUmero de isolados %de ocorréncia Grupo * *
. Pseudomonas 46 43,81 04
= Enterobacter 15 14,29 05
o Aeromonas 05 4,76 05
Burkholderia 08 7,62 04
Acinetobacter 04 3,81 04
Shigella 01 0,95 05
N&o identificado 03 2,86 -
Streptococcus 12 11,43 17
+ Corynebacterium 03 2,86 20
c Enterococcus 03 2,86 17
o Micrococcus 03 2,86 17
©  Bacillus 02 1,90 18
Total 105 100

*Testes bioquimicos, **Conforme Manual Bergey
Com relagéo aos géneros bacterianos, foi observado similaridade de 73,68% entre

os dois tipos de tanque (Coeficiente de Jaccard). A Fig. 2 apresenta a distribuicdo dos

géneros por tipo de tanque.

Figura 2. Contagem de isolados por géneros bacterianos psicrotroficos, presentes no leite cru refrigerado coletado a partir

de tanques de refrigeracdo localizados no Agreste e Sertdo de Alagoas por tipo de tanque (individual e coletivo)

30
B Individual H Coletivo

25

20

15

10

NUmero de isolados

Géneros

Conforme se verifica, 0 género Pseudomonas representou 0 maior percentual do total
de bactérias identificadas, 43,81%. Estes resultados sdo consistentes com os de outras
pesquisas, em que também foram constatadas que espécies deste género representam a
microbiota psicrotrofica deterioradora mais frequente do leite refrigerado (Wang e Jayarao,
2001; Aaku et al., 2004; Pinto, 2005).
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Arcuri et al. (2008), verificaram que de 308 isolados de microrganismos
psicrotroficos, dos 250 que foram identificados como gram-negativos, a maioria foi
identificada como Pseudomonas spp., representando 43,2% (108) dos isolados e destas,
87,0% (94) foram da espécie P. fluorescens. O mesmo ocorreu com experimento conduzido
por Pinto et al. (2006) os quais relataram que dos 153 isolados, 66 (43,14%) pertenciam ao
género Pseudomonas spp.

Também foi alta a contagem de bactérias do género Enterobacter sp. 15 (14,28%),
verificando-se ainda outra enterobacteriaceae, Shigella sp. 01 (0,95%), podendo-se justificar
seus isolamentos, pelo fato dos tanques de resfriamento estarem préximos aos estabulos, ja
que estas bactérias ja foram isoladas das moscas de estdbulo (Stomoxys calcitrans) por
Moraes et al. (2004). Avilla e Gallo (1996), em seu estudo, também identificaram 14
(46,68%) de 30 isolados bacterianos como sendo do género Enterobacter sp., os quais foram
identificados também por Noérnberg et al. (2010) em estudo no Rio Grande do Sul, com
contagens da ordem de 30% dos isolados bacterianos gram-negativos em leite cru refrigerado.

Apesar do baixo numero de isolados, o género Shigella sp. assume grande
importancia por ser altamente patogénico, sendo responsavel pela shigelose ou doenca
bacilar, infeccdo alimentar que acomete principalmente criancas entre um e 10 anos
(Marques, 2008). Agua contaminada com material fecal e os manipuladores s&o
responsaveis por sua presenca em alimentos, denotando falhas nas medidas de higiene.

A presenca de Enterococcus sp. € comum na microbiota do leite cru, contudo, no
Brasil, ndo sdo definidos padrfes quanto a sua quantificacdo no produto. No presente estudo
obteve-se 03 (2,86%) isolados bacterianos pertencentes a este género, indicando falhas na
obtencg&o higiénica do leite por ser um microrganismo indicador de contaminacéo fecal nos
alimentos, multiplicando-se no ambiente e abundantes nas fezes animais (Menezes et al.,
2015). Enterococcus sp. também foi demonstrado por outros autores em amostras de leite,
como os relatados por Holm et al. (2004), que verificaram contagens de 5,00 logl10UFCmI*
isolados de tanques na Dinamarca, e Tebaldi et al. (2008), que isolaram estes
microrganismos em leite cru de propriedades leiteiras no municipio de Boa Esperanca —
MG, com contagens chegando até 7,23 loglOUFCmI™.

Tambeém foram isolados microrganismos termoduricos, aqueles com capacidade de
sobreviverem aos tratamentos térmicos (pasteurizacdo), dentre eles: Streptococcus sp. 12
(11,43%), Corynebacterium sp., Enterococcu ssp., e Micrococcus sp., 3 (2,86%) cada, além
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de bactérias do género Bacillus sp., 2 (1,90%), sendo de grande importancia por
desenvolverem acdo deteriorante do leite pasteurizado, e por serem termorresistentes,
continuando com a producdo de enzimas hidroliticas que podem estar associadas fortemente
a diminuicdo da vida Util do leite e seus derivados.

Vérias espécies de Bacillus sdo capazes de produzir esporos altamente resistentes
ao calor. Segundo Scheldeman et al. (2006), alguns bacilos sobrevivem ao tratamento UHT
(2-5s, 140-145°C), desempenhando um papel na deterioracdo do leite, acarretado pelo seu
desenvolvimento posterior ao tratamento térmico. A deterioracdo do leite por espécies de
Bacillus € proporcionada por suas enzimas proteoliticas e lipoliticas termoestaveis.

Ribeiro Janior et al. (2014), verificaram contagens médias de 3,54 logl0UFCmI™*
de termoduricos psicrotroficos ao analisarem 20 amostras de leite cru refrigerado no norte
do Parana. Pinto et al. (2015), também isolaram bactérias dos géneros Enterococcus sp. e
Bacillus sp.de amostras de leite cru refrigerado.

A presenca de bactérias do género Bacillus em tanques de refrigeracdo desperta o
interesse ndo sO pela caracteristica deteriorante, mas também pela possibilidade de
ocorrerem espécies patogénicas como Bacillus cereus e Bacillus subtilis que podem produzir
toxinas responsaveis por quadros de gastroenterites em seres humanos (Jay, 2005).

Streptococcus e Corynebacterium no leite podem indicar a presenga de animais
doentes no rebanho. Segundo Bizari (2002), 90% das mastites sdo ocasionadas por bactérias
do género Streptococcus. Estes microrganismos podem ser encontrados em leite proveniente
de vacas com mastite.

Ainda foram isoladas bactérias gram-negativas patogénicas dos géneros
Acinetobacter sp. 4 (3,81%), Burkholderia sp. 8 (7,61%) e Aeromonas sp. 5 (4,76%), como
verificados em estudo por Pinto et al. (2015), Noérnberg, (2009) e Arcuri et al. (2008), onde
0s autores demonstraram seus altos poderes deteriorantes através das atividades lipoliticas e
proteoliticas. Carneiro e Rossi Junior (2006), analisando possiveis pontos de contaminagdo
e disseminacdo de bactérias do género Aeromonas sp. na linha de producédo, constataram ser
positivas em 90% das amostras de leite cru, 30% das de leite da saida do pasteurizador, 40%
nas de leite do tanque de abastecimento da maquina de empacotar e 25% das amostras de
leite pronto para consumo. Ainda segundo o0s autores, este género possui capacidade de

sobreviver e multiplicar em alimentos mantidos sob refrigeracdo, como o leite, e, varias
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cepas sdo capazes de produzir toxinas. Sua presenca em leite pasteurizado, particularmente
no tipo A, pode conferir a este produto um sério risco a salde.

A anélise estatistica do nimero de isolados proteoliticos, lipoliticos e lecitinoliticos,
ndo detectou diferencas significativas entre tanques individuais e coletivos, (teste F<
0,0001), indicando que ndo houve dependéncia entre o nimero de isolados bacterianos
produtores de enzimas e 0 tipo de tanque.

Em sua grande maioria, os psicrotroficos sdo eliminados pelos tratamentos térmicos de
beneficiamento do leite. A relevancia desses microrganismos encontra-se na sua alta
capacidade de sintese de enzimas exdgenas ou extracelulares (proteases e lipases)
termoestaveis, frente aos diferentes binémios empregados no beneficiamento do leite. A
presenca de psicrotroficos em concentragdes superiores a 6,00 log10UFCmI™ é correlacionada
com a producéo dessas enzimas em concentracdes significativas e com os produtos resultantes
da protedlise e lipdlise (Vidal-Martins et al., 2005).

Quanto a producdo de enzimas, ndo foram detectadas diferencas significativas entre
isolados gram-positivos e gram-negativos. Os psicrotréficos gram-positivos identificados
neste trabalho apresentaram potencial para producéo de proteases e lipases, evidenciando suas
caracteristicas deterioradoras, verificando-se que 15 (65,21%) isolados testados produziram
proteases e 9 (39,13%), produziram lipases. Lecitinase foi expressa por 4 (17,39%) isolados.
Quanto aos gram-negativos verificou-se que 65 (79,27%) produziram proteases, 62 (75,61%)
produziram lipases e 47 (57,32 %) lecitinase. A producdo de lecitinase foi observada em
menor nimero em ambos 0s grupos.

Diversos estudos corroboram com esses resultados, dentre eles os citados por Arcuri
(2003), que afirmam que as proteases e as lipases estdo diretamente associadas a deterioragdo
do leite e derivados, tendo ainda a lecitinase também relacionada, porém em menor escala.

A Tab. 2 apresenta o percentual de isolados produtores de enzimas em cada género.
Dentre os isolados gram-positivos, bactérias dos géneros Bacillus sp., Corynebacterium sp. e
Enterococcus sp., desenvolveram atividades proteoliticas, lipoliticas e lecitinoliticas,
variando apenas suas propor¢fes. Em contra-ponto, isolados do género Streptococcus sp.,
apresentaram apenas atividade proteolitica, enquanto que os Micrococcus sp., foram capazes
de acOes proteoliticas e lipoliticas. Diferentemente do que foi relatado por Pinto et al.
(2015), que verificaram em sua pesquisa que as bactérias gram-positivas foram
predominantemente proteoliticas, apresentando baixas propor¢cdes de isolados que
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produziram lipases e lecitinases. Ribeiro Junior et al. (2014), em estudo com bactérias gram-
positivas termoduricas, utilizando 347 col6nias isoladas, demonstraram que 142 (40,1%)

apresentaram atividade enzimatica de protedlise.

Tabela 2. Producéo de enzimas extracelulares por bactérias psicrotroficas isoladas de leite cru refrigerado, coletado a partir de

tanques de refrigeracéo localizados no Agreste e Sertdo de Alagoas

Géneros % de isolados produtores
de enzimas

+ Protease Lipase Lectinase

= Streptococcus 41,66 - -

o Corynebacterium 100,00 100,00 66,67
Enterococcus 100,00 66,67 66,67
Micrococcus 66,67 66,67 -
Bacillus 100,00 100,00 100,00

. Pseudomonas 97,82 93,47 82,60

g Enterobacter 33,30 - -

o Aeromonas 100,00 100,00 40,00
Burkholderia 87,50 87,50 75,00
Acinetobacter - 50,00 -
Shigella - - -
Nao identificado 100,00 100,00 33,33

Ja dentre os isolados gram-negativos, 0s géneros Pseudomonas sp., Aeromonas sp. e
Burkholderia sp., apresentaram o maior numero de isolados com atividade enzimética (Tab.
2). Entretanto, Enterobacter sp. e Acinetobacter sp., apresentaram apenas atividade
proteolitica e lipolitica, respectivamente, contrastando com bactérias do género Shigella sp.,
gue ndo desenvolveu nenhuma atividade enzimatica. Wang e Jayarao (2001), em seus estudos
também observaram formacdo de proteases por Pseudomonas sp. em 80,91% dos isolados
bacterianos, e 58% destes tiveram atividade lipolitica. De maneira distinta, apds analisarem 33
isolados do género Pseudomonas sp., Hantsis-Zacharov e Halpern (2007), verificaram que a
lipolise foi maior entre eles, atingindo uma proporcao de 74%.

No presente estudo, o nimero de isolados bacterianos psicrotroficos proteoliticos e
lipoliticos, foi maior em tanques individuais, contrastando com o relatado por Catanio et al.
(2013), os quais verificaram que estes haviam sido em maior ndmero nos tanques coletivos.
Os autores ainda afirmam que um reduzido nimero de bactérias psicrotroficas, é suficiente
para a producdo de enzimas extracelulares, maiores responsaveis pelas alteragdes dos
produtos lacteos.

Neste estudo, os isolados do género Pseudomonas sp., apresentaram atividades de
proteolise relacionadas com atividades lipoliticas e de lecitinase, fato também verificado por
Pinto et al. (2015).
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A avaliacdo quantitativa da producdo de proteases, lipases e lectinases, que é expressa
pela hidrolise da caseina e dos lipidios do leite através da formacdo do halo em volta da
colbnia de crescimento, pode ser visualizada na Tab. 3. Conforme se verifica, os isolados do
género Bacillus apresentaram maiores halos para as trés enzimas, seguido por Pseudomonas e

Corynebacterium, maiores halos e, portanto, maior potencial deteriorador.

Tabela 3. Atividade proteolitica, lipolitica e lecitinolitica por bactérias psicrotroficas isoladas de leite cru refrigerado,
coletado a partir de tanques de refrigeracéo localizados no Agreste e Sertdo de Alagoas, incubadas a 21°C*

Géneros Prot24 Prot48 Prot72 Lip24 Lip48 Lip 72 Lec24 Lec48 Lec72
Bacillus 10,144a 18,787a 25204a 9644a 11,847a 16,759a 3,333a 7,778a 15921a
Pseusomonas 5364b 13,213b 19,782ab 2,378cd  13,167a 18,762 a 0,703b  1,787bc 3,571 bc
Corynebacterium 3,381 cd 9,985bc 15,235bc  2,881bc 15,949a 15,420a 0,000b 1,926 bc 4,196 b
Bukholderia 4481bc 7255cd 12,796c¢ 3,731bc  4,611bc 4,741 bc 0,583b 1,847bc 3,204 bc
NI 3,301cd 8,824cd 13,296 ¢c 4,023 b 6,486 b 7,963 b 0,667b 1,000cd 1,079 cd
Enterococcus 1,285e 6,127cde 11,877c 1,230de 4,051 bc 8,802 b 0,667 b 2,852 b 4471b
Aeromonas 3,323cd 4,846 de 5896d 1,023de 2,553bc 4,141 bc 0,667b 0,756 cd 1,279 cd
Micrococcus 2,063de 3,127 ef 4210d 0,785de 3,384bc 3,914 bc - - -
Acitenobacter 0,190 e 0,380 f 0,630d 1,023 de 1,403¢c 2,991 bc - - -
Eenterobacter 0,190 e 0,491 f 1,096 d 0,068 e 0,264 c - - - -
Streptococcus 0,190 e 0,380 f 0,630 d 0,023 e 0,153 ¢ - 0,017 b - -
Shigella - - - - - - - - -
Pr>F <0,0001 <0,0000 <0,0000 <0,0000 <0,0000 <0,0001 <0,0000 <0,0001 <0,0001

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Fischer (P<0,01)
CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa indicam que na maioria das propriedades
estudadas, as condi¢Bes higiénico-sanitarias de producdo e/ou de resfriamento do
leite se mostraram insatisfatérias. Predominaram as bactérias gram-negativas,
sendo Pseudomonas o género isolado com maior frequéncia. Houve uma grande
relacdo dos géneros isolados com a producdo de enzimas extracelulares —
proteases, lipases e lecitinases.
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