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RESUMO

SANTOS, Elaine de Sousa. Microbiota do leite pasteurizado resfriado
inoculado com Pseudomonas fluorescens. Lavras: UFLA, 1998, 57p.
(Dissertagdo - Mestrado em Ciéncias dos Alimentos)*

Foi estudada a agio de um microrganismo psicrotrofico na caracterizagdo
da microbiota do leite pasteurizado resfriado e refrigerado. O objetivo deste
trabalho foi analisar a microbiota do leite pasteurizado inoculado com
Pseudomonas fluorescens e mantido a temperatura de +4°C por 5 dias. Neste
trabalho, realizado na cidade de Lavras, o leite tipo C cru foi pasteurizado,
resfriado, inoculado com Pseudomonas fluorescens a uma concentragdo de +
10°UFC/ml de leite e entdo armazenado a +4°C por 5 dias. Foram realizadas 3
repeti¢des e as analises microbioldgicas foram efetuadas também no leite cru e no
leite recém-pasteurizado. Utilizou-se para as analises agar padrio e agar
Pseudomonas P. As contagens microbioldgicas do leite cru apresentaram-se altas
(2,0x107, 4,6x10° e 5,4x10° UFC/ml). No leite pasteurizado as contagens de
microrganismos viaveis foram baixas. No leite pasteurizado resfriado inoculado
com Pseudomonas fluorescens e refrigerado houve apenas um pequeno aumento
na contagem de microrganismos durante os cinco dias de armazenagem. Para
conhecer a microbiota presente nos leites analisados, foram isoladas 204 cepas de
microrganismos sendo, 29 do leite cru, 11 do leite pasteurizado e 164 do leite
pasteurizado resfriado inoculado com P. fluorescens. Na microbiota do leite cru
houve predominio de bactérias Gram positivas (cocos e bacilos esporulados e nio
esporulados). No leite pasteurizado também houve o predominio de bactérias
Gram positivas. No leite pasteurizado inoculado o maior grupo isolado e
identificado foi de bactérias Gram positivas (bacilos esporulados) e o segundo
maior foi de bactérias Gram negativas (Pseudomonas spp.). Nestes dois maiores
grupos isolados do leite pasteurizado refrigerado foram detectadas atividades
lipoliticas e proteoliticas associadas e isoladas também. O meio seletivo (agar
Pseudomonas P) utilizado ndo demonstrou seletividade para bactérias Gram
negativas.

Comité Orientador: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Orientadora), Luiz
Ronaldo de Abreu - UFLA



ABSTRACT

SANTOS, Elaine de Sousa. Microbial study of cooled pasteurized milk
inoculated with Pseudomonas fluorescens. Lavras: UFLA, 1998. 57p.
(Dissertation - Master Program in Sciences of Foods)*

It was studied the action of a psychrothrophic microrganism in the
microbial characterization of the cooled pasteurized milk. The aim of this work
was to study the microbial flora of the cooled pasteurized milk inoculated with
Pseudomonas fluorescens and kept at +4°C for five days. In this work, developed
in Lavras (MG), the raw milk was pateurized, cooled and inoculated with
Pseudomonas fluorescens at concentration of + 10° cfu/ml and stored at + 4°C
for five days. Three repetitions were realized and microbiologic analysis were
realized also in the raw milk C and freshly pasteurized milk. The plate count agar
and Pseudomonas P agar were used for counts. The microbiologic counts of the
raw milk were high in the three repetitions (2,0x107, 4,6x10° e 5,4x10° cfu/ml). In
the pasteurized milk the counts of viable cells were low. In the pasteurized
refrigerated milk there was scarcely growth of the present microrganisms during
the five days of the storage. For to know the microbial flora in the milks were
isolated 204 strains of microrganisms, of these, 29 of the raw milk, 11 of the
freshly pasteurized milk and 164 of the pasteurized milk inoculated with
Pseudomonas fluorescens. In flora of the raw milk there was predominancy of
the Gram positive bacteria (cocci, resistant heat and no resistant heat bacillus). In
the pasteurized milk there was also predominancy of the Gram positive bacteria.
In the stored refrigerated inoculated milk the biggest group isolated was Gram
positive bacteria (resistant heat bacillus) and the second group was Gram
negative bacteria (pseudomonas). In these two principal groups of the refrigerated
milk were observed associated lipolitic and proteolitic activities and isolated too.
The selective medium (Pseudomonas P agar) used didn’t demonstrate its refered
selectivity for Gram negative bacteria.

Guidance Committee: Eliana Pinheiro de Carvalho - UFLA (Major Professor),
Luis Ronaldo de Abreu - UFLA
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1 INTRODUCAO

A boa qualidade do leite destinado ao consumo é fator de extrema
importdncia visto que o leite é considerado uma das principais fontes de
nutrientes para grande parte da populagio. Porém, devido as mesmas excelentes
qualidades que nos fazem consumi-lo, também o faz um dos alimentos mais
susceptiveis de sofrer alteracdes microbiologicas e fisico-quimicas.

A qualidade microbiolégica do leite tem importancia para a indistria,
onde sofre diversos processos originando os mais variados produtos lacteos
conhecidos e também para o consumidor, ja que o leite pode veicular graves
patogenos alimentares (Staphviococcus aureus. Streptococcus agalactiae.
Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, entre outros) e, no entanto, é
um alimento extremamente necessario as pessoas por ser fonte de energia,
proteinas, vitaminas e minerais.

No passado, a falta de resfriamento foi responsavel por alteragGes de
sabor e desenvolvimento de alta acidez no leite cru, sendo que este problema era
associado ao crescimento de estreptococos lacticos e outras bactérias mesofilicas.

No presente, o uso da refrigeragdo do leite, antes do tratamento térmico,
eliminou a alteragdo devida a bactérias mesofilas, mas trouxé a tona outro sério
problema: selegdo de microrganismos psicrotroficos.

Algumas destas bactérias psicrotréficas sio sensiveis a tratamentos
térmicos, outras ndo. Porém, independente da bactéria ser sensivel ou nio a
tratamentos térmicos, muitas delas produzem enzimas lipoliticas e/ou
proteoliticas que sdo extremamente resistentes ao calor. Estas enzimas alteram as
proteinas e lipideos do leite causando posteriores alteragdes fisicas e
organolépticas no mesmo e, caso este leite seja utilizado por exemplo, para a

fabricacdo de queijos, havera diminuico do rendimento na fabricacdo do queijo e



desenvolvimento de rancificacio e sabor amargo no produto acabado. Enfim, a
qualidade do produto em que ocorrer estas enzimas ficara comprometida.
Embora estas bactérias representem menos de 10% da flora inicial do
/ lexte cru, elas rapidamente podem se tomar predominantes durante o periodo de
;‘) armazenagem refrigerada, sendo muito importante, entdo, que o numero inicial
i\ destes microrganismos seja baixo, e o controle do crescimento destes
:‘\\ microrganismos seja bastante eficiente.
hS A maioria destes organismos s3o bastonetes Gram negativos pertecentes
ao genéro Pseudomonas spp., especialmente Pseudomonas fluorescens. Fazendo
parte também deste grupo de bactérias psicrotréficas os seguintes géneros:
Flavobacterium, Bacillus. Alcaligenes, Micrococcus, Staphylococcus, Listeria
entre outros.

Este trabalho tem por objetivo analisar a microbiota do leite pasteurizado
resfriado, inoculado com Pseudomonas fluorescens e mantido em temperatura
refrigerada; a seletividade do meio Pseudomonas P; e ainda verificar se os
principais grupos de microrganismos isolados do leite refrigerado apresentam

atividade lipolitica e/ou proteolitica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Microrganismos psicrotréficos

Segundo Collins (1981), psicrotréficos sdo microrganismos que podem
crescer a 7°C ou menos, independente de sua temperatura otima de crescimento.
A temperatura otima de crescimento de muitos psicrotroficos estd na faixa
mesofilica de 20-45°C (Bishop e White,1986). Neste grupo de microrganismos
psicrotréficos estdo incluidos certos fungos e leveduras, algumas bactérias Gram
positivas e algumas bactérias Gram negativas (Lyon, Sethi e Glatz,1993).

Algumas das bactérias psicrotroficas, ao crescerem no leite refrigerado,

~produzem lipases e proteases extra-celulares termoresistentes. A atividade destas

enzimas € muito variavel, inclusive dentro de uma mesma espécie; sendo as cepas
de P. fluorescens as que apresentam com mais freqiiéncia atividades lipoliticas e

proteoliticas. Os psicrotréficos Gram negativos sdo destruidos pela

\_ pasteurizagdo, mas suas enzimas nio sio inativadas. Os psicrotroficos Gram

positivos podem ndo ser destruidos pela pasteurizagdo (Grosskopf e Harper,
1974; Crielly, Logan e Anderton, 1994; Schraft et al., 1996).

Fatores ambientais como temperatura, pH e aeracio influenciam a sintese
de enzimas extra-celulares de psicrotroficos. Estas enzimas termoresistentes
representam um problema pelo fato de hidrolizarem substancias (proteinas e
lipideos) extremamente necessarias na indistria lactea.

As atividades lipoliticas e proteoliticas da flora psicrotrofica que cresce
no leite cru contribuem significativamente em defeitos presentes em produtos
lacteos, no entanto, os mecanismos de sintese destas enzimas ainda ndo sio bem

conhecidos (Jaspe et al., 1994).



Na industria de laticinios, como em todas outras industrias, a condi¢do da
matéria-prima ¢ essencial para a qualidade do produto final. Sugere-se entdo que
5x10° UFC/ml seja padrdo para rejeicio de leite cru, por ser considerado
iImproprio para o processamento € que para uma armazenagem segura do leite por
72 horas, sua contagem inicial de psicrotroficos nio deve exceder 10° UFC/ml
(Lima,1988).

A capacidade das bactérias psicrotroficas sobreviverem por longos
periodos de tempo (30 dias) e produzirem altos niveis de proteases e lipases
durante incubag@o prolongada do leite, enfatiza o potencial risco de modificagdo
fisica e organoléptica do leite ou de seus derivados por estas bactérias presentes
em equipamentos de laticinios inadequadamente limpos (Stead,1987).

Mesmo fazendo a assepsia adequada dos equipamentos, devido a
complexidade de seus componentes, residuos de leite associados a bactérias
acabam permanecendo e tendem a acumular-se. Estas bactérias podem sobreviver
muito tempo em residuos de leite em equipamentos de ordenha e/ou em
equipamentos de pasteurizagdo ou de tratamento UHT ou em qualquer outro
equipamento (Birkeland, Stepaniak e Soraugh,1985). Portanto, a permanéncia do
leite por periodos prolongados em equipamentos inadequadamente limpos pode
fomecer ndo apenas um alto indculo de bactérias a este leite, mas também uma
concentrada fonte de enzimas pré-formadas capazes de altera-lo.

Os principais grupos de microrganismos psicrotroficos envolvidos na
alteragdo do leite e de produtos lacteos sdo as bactérias do género Pseudomonas

spp. e as do género Bacillus spp. que a seguir serdo apresentadas.



2.1.1 Pseudomonas spp.

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sio muito importantes
}ia alteragdo dos alimentos frescos refrigerados, visto que muitas de suas espécies
;/s;“& psicrotroficas (Jay, 1992) e dotadas de atividade lipolitica e/ou proteolitica
(Siqueira, 1995).

Temstrom, Lindberg e Molin (1993) pesquisando a flora causadora de
alteragdes de leite cru e pasteurizado detectaram que a maioria desta microbiota
era composta pelo género Pseudomonas e dentro deste genéro a espécie

predominante foi Pseudomonas fluorescers.
2.1.1.1 Pseudomonas fluorescens

Sdo bacilos Gram negativos, nio esporulados, aerdbios. Ndo sio muito
exigentes quanto a necessidades nutricionais. A temperatura étima de crescimento
é de 25-30°C. Hamon (1956) e Hamon et al. (1961), citados por Robinson
(1987), descreveram bacteriocinas procedentes desta espécie.

Constantemente estio associadas com alteragdo de alimentos,
principalmente nos que sdo refrigerados antes do consumo. Produzem alteragdo
no leite e produtos lacteos por serem psicrotroficas e elaborarem enzimas
hidroliticas extra-celulares termoresistentes.

Segundo Robinson (1987), se o leite cru possuir uma microbiota de
Pseudomonas fluorescens a um nivel de 5x10” UFC/ml a alteracdo ocorrera
transcorndos 10-14 dias apés o tratamento UHT. Se a contagem for de 3x10°
UFC/ml a alteragdo ndo ocorrera até 56 dias apds o tratamento.

Além de provocarem efeitos detrimentais em leite certos autores tem

chamado a atengdo para o envolvimento de cepas de Pseudomonas Sluorescens na

(v ]



estimulagdo do crescimento de Listeria monocytogenes (Marshall e Schimidt,
1988; Farrag e Marth,1989) e Escherichia coli 0157:H7 (Quinto et al., 1997).

Komacki e Marth (1986) detectaram um efeito protetor da Pseudomonas
Sluorescens sobre a destrui¢io térmica de Streptococcus faecium var.
casseliflavus, cuja resisténcia térmica é considerada semelhante a do
Staphylococcus aureus e muito maior do que a do Streptococcus agalactiae,
patogenos que podem ocorrer no leite.

Porém nem so efeito protetor ou estimulador de crescimento oferecem
cepas de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas spp. Tem sido detectado em
trabalhos a capacidade que determinadas cepas tem de antagonizarem o
crescimento de patogenos alimentares.

Freedman, Kondo e Willret (1989) relataram o efeito antagonistico de
cepas de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas spp. isoladas de vegetais e
alimentos. Uma cepa de Pseudomonas aeruginosa inibiu o crescimento das cepas
de P. phaseolicola, P. pisi. P. putida. P. fluorescens, P. fragi e Staphylococcus
aureus. Cepas de Pseudomonas spp., demonstraram espectro de a¢do contra
bactérias Gram positivas (Bacillus cereus, Listeria spp.) e Gram negativas
(oxidase negativa), ndo pseudomonas. A explicagdo sugerida pelos autores é o
envolvimento de siderophores. Siderophores sio moléculas com alta afinidade
por ferro e, deste modo, sequestram o ferro disponivel e aumentam grandemente o
conteudo de ferro da cepa produtora e diminuindo, deste modo, o conteudo de
ferro disponivel para os demais organismos presentes no meio. Sendo o ferro um
componente essencial a muitos sistemas de enzimas em todas células vivas e
necessario para a sintese de enzimas que contenham, ou ndo, o grupo heme para o
crescimento de bactérias e fungos, os microrganismos produtores destas
substancias podem impedir o crescimento de outros organismos presentes no

mesmo ambiente por sequestrarem o ferro disponivel. A produgio de



siderophores por Pseudomonas spp. pode permiti-las estabelecer populages
dominantes em alimentos, especialmente em alimentos com limitada
disponibilidade de ferro, como o leite (Jaspe et al.,1995).

Cheng, Doyle e Luchansky (1995) também detectaram a acdo
antagonistica devida a siderophores produzidos por cepas de Pseudomonas
Sluorescens isoladas' da came. As cepas isoladas exibiram amplo espectro
antimicrobiano contra patdgenos Gram positivos (Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus) e Gram negativos (Samonella enteritidis. Escherichia
coli O157:H7. Yersinia enterocolitica e Campilobacter jejuni) porém nenhum
efeito foi provocado em bactérias acido-laticas (Lactobacillus e Pediococcus),
bactérias que também se desenvolvem bem em meio pobre em ferro. A nibigdo
foi relacionada a disponibilidade de ferro. Neste experimento, a atividade
evidenciando sua atividade quelante. Uma possivel aplicacdo destes
antimicrobianos, Pseudomonas spp. e/ou seus siderophores, é controlar
patogenos alimentares em certos alimentos, particularmente alimentos
fermentados por bactérias acido-laticas, ja que elas nio sdo afetadas por eles.

As enzimas produzidas por Pseudomonas fluorescens envolvidas em
alteragdo do leite e produtos lacteos sio: proteases, lipases, esterases, fosfolipases

e glicosidases.
2.1.1.1.1 Proteases

O leite possui varias proteinas. As maiores proteinas do leite de vaca sio
as caseinas, as quais tém trés sub-classes, incluindo a a(alfa)-s-caseina, B(beta)-
caseina e K(capa)-caseina, classificagio esta de acordo com a seqiiéncia de

aminoécidos de cada uma. Quase todas as caseinas no leite recém secretado estio



contidas em um agregado de particulas denominado micela. O modelo mais
amplamente aceito para a micela de caseina é que esta é formada por numerosas
subunidades de k-caseina mais na periferia da micela e de o, , o, € B-caseina no
mterior da micela. O leite possui também as proteinas do soro, as alfa-
lactalbuminas e beta-lactoglobulina. Enquanto as maiores proteinas sdo
sintetizadas na glindula mamaria, varias proteinas menores sdo transferidas do
sangue para o leite. Estas incluem as imunoglobulinas e soro albuminas.
Proteases sdo enzimas que agem nas proteinas causando a quebra delas
#m fragmentos menores. As proteases presentes no leite ou foram secretadas no
// leite durante a sintese deste (transferidas do sangue para o leite) ou sio derivadas
/ de bactérias ou de leucdcitos (Aslam e Hurley,1996). As fragoes das caseinas

mais susceptiveis 4 a¢o das proteases sdo a k- ¢ a B-caseina, a k-caseina por ela

\ estar localizada na periferia da micela e a B-caseina porque a baixas temperaturas
ela se dissocia da micela, ficando portanto exposta a agdo das proteases.

\ As enzimas proteoliticas dos microrganismos podem estar localizadas
déntro da célula (intra-celular), associadas & parede celular (periplasmica) ou
podem ser excretadas de dentro da célula para o meio exterior (extra-celular). A
maioria das informag3es existentes indicam que as proteases dos psicrotroficos
sdo extra-celulares (Kohlmann et al.1991). As enzimas associadas a células
(intra-celular e periplasmica) de psicrotroficos também merecem destaque, pois
podem influenciar a qualidade do leite. Essas enzimas proteoliticas associadas a
células podem ser liberadas dentro do leite quando as células sofrem lise, seguida

~ de morte celular devido ao tratamento térmico.

; Fairbaim e Law (1986) declararam que a maioria das proteases dos
psicrotroficos hidrolisam a k-caseina para para-k-caseina, disso resultando na

desestabilizagdo das micelas de caseina e consegiiente coagulagio do leite de

modo analogo a agdo da quimosina do coalho, ¢ que a B-caseina é hidrolizada



mais rapidamente do que a a-caseina. Law, Andrews e Sharpe (1977) relataram a
ocorréncia de gelatinizagdo de leite UHT através da degradagdo da k-caseina por
uma enzima produzida durante o crescimento de uma cepa psicrotrofica de
Pseudomonas fluorescens. previamente isolada de leite cru.

Nio sdo necessarias grandes quantidades de populagdes psicrotroficas
para a producdo de quantidades significantes de proteases termoresistentes
(Kohlmann et al.,1991). As proteases induzem a formagdo de sabor amargo, pela
formagéo de polipeptideos de sabor amargo (com alta quantidade de aminoacidos
hidrofébicos) oriundos da hidrélise parcial das proteinas do leite, gelatinizagio do
leite UHT esterilizado (Kumura, Mikawa e Saito,1993a) e separagdo do soro no
leite (Anderson et al.,1981). Em queijos também ha a formagdo do sabor amargo
devido as proteases. '

Kohlman et al. (1991) declararam que as proteases microbianas possuem
uma estabilidade térmica notavel. Resistem a pasteurizagdo, tratamento UHT e a
inativagdo a baixa temperatura (leite é aquecido a cerca de 55°C por 5 a 60
minutos antes do processo UHT) e estdo associadas com defeitos em produtos
lacteos. Dalaly e Abbo (1982) isolaram uma cepa de Pseudomonas de leite cru
produtora de proteases que resistiram a 149°C por 10 segundos. Segundo Adams
e Brauley (1981), as proteases sio mais termoresistentes do que esporos
bacterianos, promovendo o tratamento UHT uma redu¢io muito pequena desta
atividade enzimatica.

Patel, Bartlett ¢ Hamid (1983) analisando o comportamento de proteases
extra-celulares de pseudomonas psicrotroficas concluiram que elas possuiam
capacidade de retengdo parcial da atividade apds o tratamento térmico a 120°C
por 10 min.; o pH 6timo para a atividade maxima da enzima esteve na faixa de
7,2-7,4 ; metais divalentes como Cu®’, Co™, Hg” e Zn®> foram inibitérios &

atividade da enzima, enquanto Ca>, Mg” e Mn”" tiveram pouco, ou nenhum,



efeito inbitorio nas proteases, e o nivel de producdo da enzima foi aumentado
quando as culturas cresciam em meio que continham ou caseina ou leite em po
desnatado, demonstrando que o proprio substrato da enzima tem algum efeito na
indugdo da produgio da mesma. Mckellar (1982) também obteve resultados que o
levou a concluir que a producdo destas enzimas pode ser induzida devido 2
constitui¢do do meio de cultura. Verificou-se também a indugdo da produgdo de
protease devido a aminoacidos.

Barach, Adams e Speck (1976) demonstraram que o efeito estabilizador
na inativagdo térmica das proteases deve-se a ions divalentes. A atividade e a
resisténcia térmica de uma protease de Pseudomonas sp. foi marcadamente
reduzida na auséncia de Ca>*. Calcio e zinco foram necessarios para a atividade
6tima da enzima, mas apenas o Ca”* restaurou o efeito protetor do leite contra a
temperatura alta de inativagdo.

A termoestabilidade das proteases elaboradas por psicrotroficos parecem
estar aumentada no leite, fato este detectado através de estudos comparativos da
atividade destas enzimas em leite e em solugdes tampdes (Uplacksh, Mathur e
Malik, 1994).

A plasmina ¢ uma protease natural do leite relativamente resistente a
pasteurizacdo e também atua na proteolise da caseina, originando problemas nos
produtos lacteos (Alichanidis, Wrathall ¢ Andrews,1986).

Esta protease natural do leite ¢ produzida na forma inativa de zimégeno
chamada plasminogénio. A conversdo de plasminogénio para plasmina ocorre
através da acdo especifica de ativadores de plasminogénio, os quais sdo também
proteases. A pasteurizagdo a 72°C por 15s reduz a atividade da plasmina em
apenas 10-17% e por causa disto a armazenagem do leite pasteurizado conduz a
aumento da atividade da plasmina devido a inativagio dos inibidores dos

ativadores de plasminogénio presentes no leite. Para inibir completamente a
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plasmina durante a armazenagem é necessario aquecer o leite a 142°C por 18s ou
120°C por 15 minutos (Aslam e Hurley, 1996).

Entre as varias classes de caseina, a B-caseina é mais susceptivel a a¢do
da plasmina, enquanto que as proteases bacterianas hidrolizam preferencialmente

a k-caseina (Aslam e Hurley, 1996).
2.1.1.1.2 Lipases

As lipases naturais do leite sdo termolabeis, sofrendo inativacdes de 42 e
98% a 57,2 e 72,9°C/10 segundos, respectivamente.

A membrana do globulo de gordura protege os triglicerideos do leite do
ataque de enzimas lipoliticas do préoprio leite e das enzimas provenientes de
microrganismos; enquanto é mantida a integridade do globulo de gordura, os
triglicerideos ficam protegidos do ataque das enzimas citadas. No entanto, apods a
ordenha, o leite é submetido a diferentes modificacdes fisicas, a baixa
temperatura e processos mecanicos que modificam, conseqiientemente, a
integridade da membrana do glébulo, possibilitando assim menor protecdo aos
triglicerideos da agdo das lipases.

Deeth e Fitz-Gerald, citados por Gomes (1988), ressaltaram que muitas
lipases microbianas podem atacar o glébulo de gordura intacto do leite, fato que
nio ocorre com as lipases naturais.

As lipases de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas fragi causam
alteracdo no leite pela hidrolise de triglicerideos na posigdo 1, produzindo entio
aumento de acidos graxos livres e de glicerol. Uma das conseqiiéncias desta
atividade sera notado pelo consumidor como um sabor acido e rancificado do

produto. Acidos graxos de cadeia curta (butirico, caproico, caprilico e caprico) e
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também os insaturados sdo os primariamente responsaveis por alteracdes de
sabor causadas por estas bactérias (Stead,1986).

Apenas uma pequena quantidade de hidrélise é necessaria para que um
sabor diferente seja sentido, ja que o limite de 4cido butirico no leite é de apenas
12,9 ppm (Anderson et al.,1981). Acidos graxos insaturados liberados pela
hidrolise podem também passar por auto-oxidagdo catalisada por metais a
componentes que dio sabores altamente indesejaveis de “papel”, “dleo” e
“metal”. As alteragdes causadas pela lipdlise ndo se tomam aparentes no leite
UHT antes que a populagdo bacteriana total exceda 10’ UFC/ml (Shelley, Deeth
e Macrae, 1986; Shelley, Deeth e Macrae, 1987).

Law, Sharpe ¢ Chapman (1976) detectaram que lipases de Pseudomonas
Sluorescens e de Pseudomonas fragi permaneceram totalmente ou parcialmente
ativas apos o tratamento térmico a 63°C por 30 min. e lipases de duas cepas
estudadas permaneceram com 20-25% da sua atividade quando aquecidas a
100°C por 10 minutos. Lima (1988) declarou que as lipases produzidas por
Pseudomonas sp. sio extremamente resistentes ao tratamento térmico 110°C/10
minutos. Adams e Brawley (1981) concluiram que estas enzimas sofrem pequena
inativacdo como resultado do tratamento UHT, 149°C por 5 a 8 segundos, que é
um tratamento compativel a produgdo de produtos com alta qualidade.

Anderson, Hedlung e Jonsson (1979), em trabalhos experimentais,
detectaram um valor D (tempo a uma determinada temperatura para que haja
uma redugdo de 90% da atividade da enzima) para uma lipase de Pseudomonas
de 0.7 2 1.2 min.a 160°C.

Além da resisténcia térmica extremamente elevada (valor D=3,6 min. a
140°C em caldo nutriente e valor D=2,0 min. a 140°C em leite desnatado),
Anderson, Hedlung e Jonsson (1979) relataram que estas enzimas bacterianas

apresentaram uma resisténcia bastante elevada a inativag¢do quimica, tendo sido
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apenas parcialmente inativada apds 20 horas em solugdo de uréia 8 M, solugdo de
hipoclorito de guanidina 6 M e duodecilsulfato de sédio 1%. O tratamento com
2-mercaptoetanol 4% também ndo mostrou qualquer efeito. Destes fatos, da-se a
importancia da correta lavagem e assepsia dos locais ou equipamentos onde o
leite resfriado fica armazenado para evitar futuras contaminagdes.

Segundo Anderson et al. (1981), o mecanismo desta alta resisténcia
térmica e quimica ainda ndo é totalmente conhecido mas ha, pelo menos dois
fatores que, isolados ou combinados, podem ser utilizados na explicagio da
resisténcia. Primeiramente a estrutura da molécula da enzima, cujo alto conteiido
de aminoacidos hidrofébicos fornece uma estrutura compacta que ndo é
desnaturada facilmente por mudangas no ambiente externo. Além disso, as pontes
dissulfeto presentes tém um importante papel na estabilizagio da molécula e deste
modo, portanto, pode explicar a alta resisténcia quimica e térmica destas enzimas.
O outro fator seria a participagio de componentes especificos, como
polissacarideos e cations divalentes, que podem também estabilizar a molécula da
enzima.

Kumura, Mikawa e Saito (1993b) analisando o efeito das proteinas do
leite na estabilizacdo térmica das lipases detectaram que a estabilizagio era
principalmente derivada da o, caseina e B-caseina.

A quantidade de atividade da lipase que é necessaria para causar estrago
em produtos lacteos depende das condigdes de armazenagem (tempo e
temperatura) e da termoestabilidade da lipase originalmente presente, Ja que a
maioria dos produtos sdo produzidos de leite tratado termicamente. Baixas
.atividades podem ser significantes em leite UHT (o qual é geralmente armazenado
a temperatura ambiente por mais de 4 méses) enquanto que uma atividade muito
mais alta senia necessaria para danificar produtos refrigerados de vida de

prateleira curta (Shelley, Deeth e Macrae, 1986).



2.1.1.1.3 Esterases

As esterases podem, em principio, também contribuir para a produgido de
acidos graxos livres através da hidrélise de mono e diglicerideos, responsaveis
também pelo sabor rancificado (Mckay, Dieckelmann e Beacham, 1995).

2.1.1.1.4 Fosfolipases

Atuam na hidrdlise de fosfolipideos facilitando a posterior agdo das
lipases (Marin, Mawhinney e Marshall, 1984). Cousin (1982) citou a existéncia
de uma fosfolipase, produzida por psicrotroficos, que pode assumir um
importante papel na deterioragio do leite. Seu mecanismo de agdo seria sobre a
membrana protetora do glébulo de gordura. Apés a degradagdo da membrana, a

matéria graxa do leite ficaria susceptivel a agdo das lipases.

2.1.1.1.5 Glicosidases

As glicosidases produzidas por psicrotroficos sdo de potencial
importancia na vida de prateleira e maturagio de produtos lacteos.

Estas enzimas extra-celulares catalisam a hidrélise de pontes glicosidicas
em glicosideos simples, oligossacarideos e polissacarideos, bem como em
carboidratos complexos como as glicoproteinas da membrana de gordura do leite
e da caseina.

Marin, Mawhinney e Marshall (1984) relataram a atividade de
glicosidases de cepas de Pseudomonas fluorescens em substratos naturais: leite

desnatado, manteiga e na membrana do glébulo de gordura do leite.
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Segundo Marin, Mawhinney e Marshall (1984) pelo fato dos
microrganismos psicrotroficos também produzirem proteases, lipases e
fosfolipases, ha um alto potencial para um efeito cascata de degradagdes
enzimaticas. Estas degradagdes, que podem conduzir finalmente a rancidez
hidrolitica do leite, provavelmente comegam com a agdo hidrolitica combinada de
proteases e glicosidases nas camadas mais externas da membrana. Quando estas
camadas protetoras de proteinas, glicoproteinas, glicolipideos e minerais
tornam-se menos compactas e resistentes, os lipideos ficam mais acessiveis e
susceptiveis para serem hidrolisados por lipases e proteases. A liberagio de
acidos graxos livies podem entio causar sabor e aroma desagradaveis,

caracteristicas da rancidez hidrolitica.

2.1.1.2 Pseudomonas fragi

Este microrganismo é apontado como outro dos psicrotréficos Gram
negativos de importincia, presente, fregilentemente em laticinios (Overcast,
1968).

Alguns autores (Shelley, Deeth e Marth, 1986; Shelley, Deeth e Marth
1987) consideram a Pseudomonas fragi de maior importancia que a
Pseudomonas fluorescens. isto devido a resultados obtidos através de estudos
comparativos entre estes dois microrganismos. Embora cepas de P. fluorescens
sejam comumente mais isoladas do que cepas de P. Jfragi. nestes estudos
realizados as cepas de P. fragi demonstraram ser mais importantes em relacio a
danos lipoliticos do que a P. fluorescens. Isto porque foi detectado que a P. fragi
multiplicou-se mais rapidamente (tempo de geragio cerca de duas vezes menor),
causou maior aumento de acidos graxos livres no leite, produziu lipases mais

termoresistentes e demonstrou atividades maiores de lipases no leite UHT durante



armazenagem refrigerada. Enfim, as cepas de P. Jragi demonstraram ser
potencialmente mais lipoliticas do que as de P. fluorescens.

Pseudomonas fragi tem sido associada com danos a varios tipos de
alimentos incluindo leite, peixes, cames e produtos camicos. A incidéncia deste
microrganismo em alimentos pode até estar sendo subestimada como resultado da
falta de dados taxondmicos desta espécie segundo Shelley, Deeth e Marth (1987).

Nashif e Nelson (1953) relataram em um estudo com Pseudomonas fragi
que a lipase dela foi produzida preferencialmente a baixas temperaturas e a
produgdo foi praticamente nula quando estes microrganismos cresceram a 30° C
ou mais.

Outro grave problema que tem sido associado a este microrganismo é a
sua capacidade de fixar-se em superficies de ago inoxidavel (Zoltai et al;
Schwach e Zottola, citados por Stone e Zottola, 1985b), material mais
comumente utilizado em equipamentos de laticinios. Esta capacidade deve-se a
produgdo de filamentos de polissacarideos por esta bactéria (Stone e
Zottola,1985a; Stone e Zottola,1985b; Hood e Zottola,1997). Uma vez fixada nas
superficies de contato dos equipamentos com os alimentos, a remogéo delas pelos
tradicionais métodos de limpeza e sanitizagio podem ser ineficazes (Hood e
Zottola,1997).

2.1.2 Bacillus spp.
O geénero Bacillus compreende bacilos Gram positivos, catalase positiva.
A caracteristica deste género ¢ a formacdo de esporos termoresistentes de

consideravel importincia na ecologia e taxonomia do organismo (Vamam e

Evans, 1991).
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Neste género de bactérias ocorre a associacdo de caracteristicas
extremamente maléficas a manutengio da qualidade de produtos lacteos e até
mesmo a saude do consumidor. Muitas das bactérias deste género sdo
termoduricas, isto €, resistem aos tratamentos térmicos empregados para a
produgdo de um leite de boa qualidade microbiologica; psicrotroficas; produtoras
de enzimas termoresistentes a baixas temperaturas que alteram a qualidade do
leite e seus derivados; e algumas delas ainda sdo também produtoras de toxinas.

Algumas espécies de bacilos esporulados, isolados frequentemente do
leite (Bacillus cereus, Bacillus coagulans. Bacillus megaterium, entre outros),
causam estragos devido a produgdo de lipases e proteases. Algumas cepas
(Bacillus cereus. B. licheniformes. B. badius, B. subtilis. e B. pumilus) podem
também representar risco a saude dos consumidores por produzirem enterotoxinas
e causarem surtos de toxiinfecgdes (Blake e Weimer, 1997).

Grosskopf e Harper (1969) analisando o papel de psicrotroficos
esporulados na vida de prateleira do leite pasteurizado concluiram que a perda da
qualidade do leite foi devida ao crescimento de um microrganismo esporulado, o
qual foi identificado como Bacillus coagulans. Os resultados sugeriram que todos
os psicrotroficos esporulados sobreviveram a pasteurizagio (62,5°C-30min.).

Washam, Olson e Vedamuth (1977) detectaram que cepas de esporulados
psicrotroficos produziram alteragdes no leite pasteurizado. Houve a formagdo de
sabor e odor de fruta, azedamento, sabor amargo e coagulagio doce. Teve de ser
usada uma inoculago alta para a ocorréncia destas alteracdes entre 2 e 12 dias.

Alguns pesquisadores acreditam que a contaminacio do leite
pasteurizado por Bacillus spp. resulta de esporos que estavam presentes no leite
cru e sobreviveram ao processo de pasteurizagio. Outros acreditam que a
contaminacdo pos-pasteurizagdo pode contribuir significativamente para a

contagem de Bacillus no leite pasteurizado. Te Giffel et al. (1995b) detectaram
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que esporos psicrotréficos do leite cru estavam presentes no leite pasteurizado
devido as suas propriedades termoresistentes

Além de sobreviverem a pasteurizagio, a temperatura sub-letal de
pasteurizagdo pode ativar a germinagdo de esporos de bactérias esporuladas, que
uma vez ativados, germinardo e comegardo a se dividir (Davies, 1977, Ahmed,
Moustafa e Marth,1983; Te Giffel et al., 1995b).

2.2 Fontes de contaminacio do leite e fatores de alteracio do leite
pasteurizado e do UHT

Até agora, discutiu-se a presenga de microrganismos psicrotroficos no
leite e os efeitos desta presenca, mas a partir daqui sera discutido como estes
microrganismos vao para o leite. Antes porém, deve-se ressaltar a presenca de
fatores antimicrobianos naturais do leite.

O leite possui fatores antimicrobianos naturais especificos,
imunoglobulinas e o mecanismo de fagocitose realizado por leucdcitos
polimorfonucleares (Robinson,1987) e sistemas de defesa inespecificos, entre
estes fatores estdo a lactoferrina, lactoperoxidase, lisozima e possivelmente
N-acetil-B-D-glicosaminidase (Losnedahl et al., 1996).

A capacidade antimicrobiana da lactoferrina deve-se ao fato de que a
maioria dos microrganismos necessitam de ferro para o seu crescimento e a
lactoferrina diminui a quantidade de ferro disponivel no meio. Esta glicoproteina
ligada a ferro, que em estado natural encontra-se apenas parcialmente saturada
com ferro (5-30%), € um quelante de ferro. Tem sido mostrado que a lactoferrina
natural € bacteriostatica contra uma ampla faixa de microrganismos Gram
negativos que requerem altas quantidades de ferro para o crescimento e também

contra algumas bactérias Gram positivas.
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A propriedade antibacteriana do sistema lactoperoxidase é baseada na
inibicdo de enzimas metabdlicas vitais bacterianas através da oxidacdo por
hipotiocianato. A lactoperoxidase sozinha n3o tem nenhuma atividade
antibacteriana, no entanto, junto com o perdxido de hidrogénio e tiocianato,
distribuidos naturalmente em tecidos animais e humanos, formam um potente
sistema  antibacteriano natural denominado sistema lactoperoxidase. O
hipotiocianato, produto que possui vida curta, é formado através de reagdo entre
o peroxido de hidrogénio e o tiocianato, reacio esta catalisada pela
lactoperoxidase.

A lisozima mata a bactéria promovendo a ruptura de pontes glicosidicas
entre dois componentes de peptideoglicana, constituinte da parede celular
bacteriana. Geralmente, funciona em associagdo com a lactoferrina ou com
imunoglobulina A.

N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAGase) é uma enzima cuja atividade tem
sido implicada como um indicador de danos a tecidos durante a mastite e também
ha indicios que esteja envolvida em fungdes antimicrobianas, pode estar envolvida
em protecdo contra mastite e contra o crescimento bacteriano apos a ordenha
(Losnedahl et al.,1996).

No entanto estes sistemas antimicrobianos naturais n3o sio suficientes
para a manutencéo da qualidade microbiolédgica do leite.

O leite de um animal sadio ao deixar o ubere possul  poucos
microrganismos, mas a partir do proprio ato de ordenha o leite Ja comega a ser
contaminado.

As fontes de contaminagio do leite podem ser : ambientais, infecgdes no
ubere, toda a linha de utensilios e equipamentos em que o produto entra em

contato durante ordenha, transporte e beneficiamento, sendo também fonte de
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contaminagdo o pessoal responsavel pela ordenha (Machado,1975; Vamam e
Evans,1991).

Apés a ordenha, o leite é exposto a contaminagdes ambientais
provenientes da superficie externa do animal e esta contaminagdo € bastante
variada, contendo germes do esterco, do solo, da agua e saprofitas da pele. O ar
também pode contribuir para a contaminacdo através da poeira contendo detritos
do solo, esterco, ragdes, etc.

A qualidade da agua utilizada para lavagem de utensilios, equipamentos,
ubere, etc, é também de grande importincia, visto que pode contribuir na
contaminacdo de psicrotroficos, como pseudomonas, acromobacteérias, etc.

Dentro da industria lactea, as fontes sdo a agua utilizada, equipamentos
de pasteurizacio, utensilios inadequadamente limpos e até mesmo o ar é apontado
como fonte de contaminagdo de psicrotréficos (Overcast,1968).

Os equipamentos utilizados na ordenha e transporte do leite como
ordenhadeiras mecanicas, baldes, latdes, carros tanques, etc, constituem
importante fonte de contaminagdo, principalmente se houver deficiéncia na
higienizacdo e manutencio dos mesmos. Ordenhadeiras mal higienizadas
oferecem condig3es para o crescimento de microrganismos que sio levados para o
leite, constituindo contaminagdes macigas. Além disto, os microrganismos da
ordenhadeira podem migrar para o interior do tbere e constituir contaminagdes
mesmo em leite ordenhado assepticamente (Machado, 1975).

Machado (1995) alerta para o fato de que latdes mal higienizados pioram
trés vezes a qualidade do leite; linhas mal higienizadas aumentam em nove vezes
a carga microbiana do leite. A limpeza do tanque onde o leite fica armazenado e
resfriado € de extrema importancia e se mal realizada pode aumentar em cem

vezes a carga microbiana.
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Muitos géneros de bactérias, isoladas de equipamento de ordenha
contaminados, tém a capacidade de fixarem-se em superficies de borracha, vidro
e aco inoxidavel.

Mckinnon e Pettipher (1983) analisando as possiveis origens de bactérias
termoresistentes do leite desde a fazenda até o processamento concluiram que a
principal fonte de psicrotroficos esporulados foi a superficie do ubere das vacas,
estas eram contaminadas com microrganismos provenientes do solo e estes nio
eram totalmente removidos durante a lavagem do ubere, ganhando acesso ao leite
durante a ordenha.

Te Guffel et al. (1995b) detectaram que a maior fonte de Bacillus cereus
na fazenda encontrava-se no solo e nas fezes dos animais. No inverno, quando o
gado esta confinado, a forragem pode também ser responsavel por alguma
contaminagio.

A contaminagdo do leite, devido a infecgSes no tubere, se deve ao fato do
animal possuir mastite subclinica ndo detectada ou infecgio assintomatica
(Vamam e Evans,1991).

O pessoal da ordenha pode contaminar o leite através da transferéncia
direta de pessoas doentes para o leite ou transferéncia indireta de pessoa doente
via contaminagio de equipamento de ordenha.

Galbraith e Pusey (1984), citados por Vamam e Evans (1991), afirmam
que € dificil avaliar a relativa importancia do pessoal da fazenda como uma fonte
de contaminagio do leite, mas esta sem duvida ocorre. Em fazendas onde os
trabalhadores tomam leite ndo pasteurizado, ciclos de infecgdo e reinfeccdo
podem ser estabelecidos.

Grande interesse ha sobre manutencdo da qualidade de leite e produtos
lacteos pasteurizados, tratamento térmico a baixas temperaturas (HTST) e do
leite UHT.
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Segundo Machado (1995), para a obtencdo e consumo de leite
pasteurizado de boa qualidade, sdo necessarias pelo menos trés condigdes
essenciais : leite de boa qualidade em nivel de producdo; tratamento adequado na
industria, com instalagdes, equipamentos e controle técnico de alto padrao; e boa
distribuicdo, com refrigeragdo adequada, desde a usina até o momento do
consumo.

Os principais fatores que afetam a qualidade do leite pasteurizado sdo a
qualidade do leite cru, a severidade do tratamento térmico, contaminagdo pos-
pasteurizacao e temperatura e tempo de armazenagem. Destes fatores, o que tém
recebido maior atencdo ¢ a contaminagdo pos-pasteurizacdo e ¢ considerado o
fator que mais limita a vida de prateleira na maioria dos casos.

Schroder (1984) analisando fontes de contaminagdo pds-pasteurizacio do
leite pasteurizado em um laticinio, detectou que a maior fonte de contaminacio
pos-pasteurizagdo do leite foi o sistema de envase dos frascos, no entanto, nio
houve defini¢do se esta contaminacéo foi devida ao ar, mesmo usando o sistema a
vacuo de enchimento, ou ao contato do equipamento com uma série de garrafas
lavadas e possivelmente manipuladas com as maos.

No leite pasteurizado, os estragos se ddo ou pela presenca de bactérias
Gram negativas que recontaminaram o leite apds o tratamento térmico, ou pela
presenca de enzimas termoresistentes ou por organismos Gram positivos
esporulados, especialmente Bacillus spp., que sobrevivem a pasteurizagdo. No
leite pasteurizado, a presenca das Pseudomonas é associada a contaminagdo
pOs-pasteurizagao.

‘ Brown et al., citados por Schroder e Bland (1984), declararam que em
leites pasteurizados, manipulados assepticamente, a perda da qualidade devida a
pasteurizagdo em temperaturas mais elevadas € geralmente atribuida a ativagdo

térmica de esporos bacterianos.
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Schroder e Bland (1984) analisando o efeito da temperatura de
pasteurizagdo na qualidade do leite integral detectaram que uma temperatura mais
alta na pasteurizagio pode de fato acelerar o crescimento bacteriano neste leite,
porém ndo se sabe se este efeito € devido & ativagio térmica de esporos
bacterianos ou destrui¢do de sistemas antimicrobianos naturais presentes no leite
ou as duas conjuntamente.

Segundo Jaynes-Williams e Franklin, citados por Silva (1991), o nimero
de microrganismos esporulantes terméfilos no leite pasteurizado ¢ maior do que
no leite cru devido a contaminagdo adicional dos equipamentos, sugerindo a
possibilidade destes microrganismos constituirem um indice do estado de sanidade
da linha de produgdo. Hull et al. (1992) detectaram que a fonte de psicrotroficos
termoresistentes era o equipamento de processamento do leite.

Vamam e Evans (1991) declararam que os problemas do leite UHT sdo
devidos a enzimas proteoliticas termo-estaveis derivadas de bactérias
psicrotroficas que cresceram no leite cru.

Mohamed e Bassete (1979) citam que varios fatores acarretam falhas na
fabricagdo de queijos, incluindo a presenga de bactérias psicrotroficas, periodos
prolongados de armazenagem do leite cru, variagoes de temperatura durante
transporte, armazenagem e baixa quantidade de sélidos totais no leite (baixa
quantidade de proteina-apds dar cria e/ou quando as vacas estio voltando para a
pastagem).

Cromie (1992) aponta para o controle de bactérias psicrotroficas as
seguinte medidas: adequada sanitizagdo e limpeza de equipamentos, boas praticas
higiénicas na manipulagio do leite, resfriamento rapido e adequado, manutengio
de baixas temperaturas, minimo periodo de armazenagem do leite cru, termizagio
do leite cru, embalagem em atmosfera controlada ou modificada, ativa¢do do

sistema lactoperoxidase. Hull et al. (1992) apontaram para o controle de bactérias

(8]
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psicrotroficas o incentivo do pagamento do leite por qualidade e melhoramento

nos processos de manufatura.

2.3 Métodos alternativos de preservagiio do leite para o controle de bactérias
psicrotroficas

E de extrema importéincia a necessidade de controlar o crescimento de
microrganismos psicrotroficos no leite para evitar a deterioragdo da qualidade do
mesmo e de seus derivados. Com este propdsito, novas técnicas de preservagao do
leite e dos produtos lacteos, além das comumentes empregadas (higienizagéo e
controle de matérias-primas), tém sido pesquisadas.

Mistry e Kosikowski (1985) analisaram a influéncia de sorbato de
potassio e perdxido de hidrogénio nas bactérias psicrotréficas do leite. A adicdo
do sorbato de potassio, sozinho na concentragdo de 0,75% ou combinado com
0,05% de peroxido de hidrogénio, inibiu o crescimento bacteriano em leite
pasteurizado e aumentou a vida iitil em mais de 26 dias a 6,8°C.

O tratamento do leite cru refrigerado com diéxido de carbono esta sendo
pesquisado como um meio para extender o tempo de armazenagem deste produto
através da inibi¢do do crescimento de bactérias psicrotréficas e outros grupos
bacterianos. O tratamento consiste de adicdo de CO, em leites a serem estocados
refrigerados em intervalos de 24h para ajuste do pH do meio para a faixa de 6,0 a
6,2. O método tem se mostrado eficaz neste propdsito e, o mais importante,
provoca efeitos detrimentais minimos nas propriedades bioquimicas e sensoriais
do leite, o que o torna aceitavel na preservagio do leite (Ruas-Madiedo et al.,
1996).

O didxido de carbono, na concentragdo de 10 a 30 mM (King e

Nagel,1967; Roberts e Torrey, 1988), é adicionado ao leite a ser estocado
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refrigerado, porém, antes do processo térmico de pasteurizagdo, o produto tem de
ser desgasificado (aquecimento do leite sob pressdo reduzida) para a retirada do
CO,, pelo fato do leite vir a apresentar sabor indesejavel caso este produto
permaneca e tem que ter o pH aumentado para que ndo ocorra a coagulagdo do
leite (Sierra et al., 1996). As bactérias Gram negativas mostram-se mais sensiveis
a este tratamento do que as Gram positivas.

Segundo Ruas-Madiedo et al. (1996), os resultados mostram que a
capacidade iibitoria do CO, foi maior em leite com baixa qualidade
microbiologica do que no de alta qualidade; a agdo inibitoria contra psicrotréficos
proteoliticos foi mais eficiente em pH 6,0; as caseinas e proteinas do soro ndo
foram afetadas pelo tratamento com CO, e pasteurizagdo; os acidos organicos
(ordtico, citrico, urico, formico, acético, propidnico e hipurico) n3o tiveram suas
concentragdes alteradas apds o tratamento, armazenagem resfriada e
pasteurizagio; o conteido de acido latico permaneceu constante no leite com o
tratamento, enquanto aumentou fracamente no leite controle; menores quantidades
de compostos volateis foram encontradas no leite tratado e a avaliagio sensorial
revelou que ndo houve diferencas de aceitacdo entre o leite tratado e o leite
controle.

Sierra et al. (1996) estudando o efeito do tratamento do leite com CO,
sobre algumas vitaminas do leite de vaca, detectaram que ndo ocorreram
variagdes significativas no conteiido total de todas trans-retinol, beta caroteno, o
e y-tocoferol e riboflavina; houve uma fraca reducdo da quantidade de tiamina
durante a armazenagem de sete dias do leite ¢ a concentragio de 13-cis-retinol
dobrou durante os quatro primeiros dias. Todas estas variagdes foram também
detectadas no leite controle, podendo entdio ser concluido que este tratamento ndo
causou mudangas na retengido de vitaminas durante a armazenagem refrigerada.

Também detectaram que houve inibicdo significativa da contagem de



psicrotroficos no leite com o tratamento depois de 2 a 3 dias apos a armazenagem
e ndo houve diferenga significativa entre a acidificacdo do meio com CO, a pH
6,0 ou 6,4.

A possibilidade de desenvolver a embalagem do produto em atmosfera
modificada para extender a vida de prateleira dos produtos periciveis, entre estes
a do leite, foi analisada (Hendricks e Hotchkiss,1997). Elevada atmosfera de CO,
e atmosfera diminuida de O, pode aumentar a seguranca da qualidade de
alimentos porque reduz a respiragdo, atividade metabdlica e, conseqiientemente, o
crescimento bacteriano. A embalagem em atmosfera controlada suprimi o
crescimento de organismos psicrotroficos que deterioram alimentos e também o
crescimento de psicrotréficos patogenos, como a Listeria monocytogenes.

Hendricks e Hotchkiss (1997) analisaram o efeito de CO, no crescimento
de monoculturas de Pseudomonas fluorescens e Listeria monocytogenes em
caldo nutriente tamponado em situagdes que pH, O, ¢ a composi¢ao da atmosfera
(20% de O,) foram mantidas constantes e concluiram que o CO, inibiu o
crescimento de ambas as bactérias, mas o efeito foi maior sobre a Pseudomonas
JSluorescens.

AdigGes de culturas ndo-starter acido-laticas também tem sido utilizadas
para a preservagido de alimentos, devido ao fato de algumas destas bactérias
produzirem bacteriocinas, moléculas de proteinas que exercem um efeito de acdo
bactericida em bactérias susceptiveis (Lyon, Sethi e Glatz,1993). A
susceptibilidade de uma cepa a atividade da bacteriocina pode depender de varios
fatores, como a presenca de receptores especificos de bacteriocina na parede
celular, a forca de associagdo da molécula de bacteriocina com o receptor e a
presenca de moléculas-alvo apropriadas no interior da célula. Neste sentido,
lactococos e espécies de Propionibacterium tém sido utilizadas devido as

propriedades antimicrobianas de suas bacteriocinas.
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A ativacdo do sistema lactoperoxidase € outro método altemativo de
conservacao do leite e na literatura é indicada para o controle de bactérias
psicrotroficas e de mesofilas. Na China, devido & falta de equipamento de
resfriamento, cientistas ensinaram aos fazendeiros a ativarem o sistema
lactoperoxidase no leite cru a fim de preservar a qualidade do mesmo. A adicio
de uma pequena quantidade de tiocianato de sédio e percabonato de sddio ao leite
cru fresco é efetivo na redugdo de danos ao leite. Além disto, o método é barato,
ndo possui efertos prejudiciais ao leite ou alteragdo de sabor (Losnedahl et
al.,1996). Cromie (1992) recomendou a ativagdo do sistema para conter o

crescimento de bactérias psicrotroficas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), Lavras-M.G.

3.2 Coleta e preparo das amostras

Durante o periodo de 3 semanas foram coletadas 3 amostras de leite tipo
C cru, 100 litros cada, provenientes de uma fazenda do municipio de Lavras
(MG) imediatamente apos a ordenha em latdes de leite ndo esterilizados e sem
prévio resfriamento.

O leite foi conduzido ao laboratério de Laticinios do Departamento de
Ciéncias dos Alimentos da UFLA, onde foi submetido a pasteurizacdo em
pasteurizador de placas a 72°C por 15 segundos. Logo apos a pasteurizagio, as
amostras foram subdivididas em quatro lotes, sendo o primeiro utilizado como
testemunha e os outros 3 resfriados a 4+1°C e inoculados com 10° UFC/ml de
Pseudomonas fluorescens. Posteriormente, foi feito o armazenamento das
mesmas por 24, 72 e 120 horas a 4+1°C.

Apés a inoculagdo das amostras, foi efetuada uma contagem do niimero

de microrganismos presentes nas mesmas.



3.3 Preparo do inéculo de Pseudomonas fluorescens

A cultura de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 foi adquirida da
colegdo de culturas da Fundagdo Tropical André Tosello em Campinas-S.P., na
forma liofilizada. A cultura estoque foi mantida a 4°C em Brain Heart Infusion
Agar inclinado.

A suspensdo bacteriana foi preparada com o cultivo em caldo nutritivo
(TSB-Oxoid) por 24 horas a temperatura de 25°C, a seguir as células sofreram 3
lavagens sucessivas em solugio salina 0,85% e centrifugadas a 5.000g por 10
minutos. Apés a iltima lavagem, desprezou-se o sobrenadante, houve a
ressuspensdo das células em 4gua peptonada 0,1% até uma turbidez ajustada
espectrofotometricamente (espectrofotdmetro Beckman DU640B) para uma
absorbancia inicial de 0,5 em 620 nm (Gobbetti e Rossi, 1692).

Foram efetuadas diluigdes e estas foram plaqueadas em agar nutritivo
(PCA). Relacionando-se a medida em absorbancia da suspensao e o numero de
microrganismos contidos na mesma, tragou-se uma curva padrdo que foi utilizada

para o calculo do numero de células a serem inoculadas nas amostras.
3.3.1 Inoculagio
Foi inoculado em média uma concentragdo de aproximadamente

10°UFC/ml de Pseudomonas Sluorescens, concentragio esta determinada por

meio espectrofotométrico como descrito anteriormente.



3.4 Anilises microbiolégicas realizadas:
3.4.1 No leite cru

Foram realizadas as seguintes contagens : Contagem Total de
Microrganismos aerébios meséfilos, Contagem de Pseudomonas e Coliformes
Totais e Fecais segundo métodos descritos no Standard Methods for the
Examination of Dairy Products (Marshall, 1992).

3.4.1.1 Contagem Total de Microrganismos Aerdbios

O meio de cultura utilizado foi o Plate Count Agar (PCA). As placas foram
incubadas por 48 horas a 55°C para a contagem de microrganismos aerobios
termofilos; 48 horas a 32°C para a contagem de microrganismos aerobios
mesofilos e 10 dias a 5-7°C para a contagem de microrganismos aerobios

psicrotroficos.

3.4.1.2 Contagem de Pseudomonas spp.

Para esta contagem foi utilizado o 4gar Pseudomonas P (Merck). As placas foram

incubadas a 48 horas a 32°C para a contagem de microrganismos mesofilos.



3.4.1.3 Coliformes Totais e Fecais

A contagem de coliformes totais foi realizada em caldo Lauryl Sulfato
Triptose e a contagem de coliformes fecais em caldo EC, utilizando-se das
temperaturas de 35-37°C/24-48 horas e 44,5°C/48 horas.

3.4.2 No leite pasteurizado

As analises microbiologicas realizadas foram as seguintes: Contagem
Total de Microrganismos Aerdbios, Contagem de Pseudomonas spp. € Contagem

de Microrganismos Psicrotréficos.

3.4.2.1 Contagem Total de Microrganismos Aerdbios- como ja descrito no item
34.1.1.

3.4.2.2 Contagem de Pseudomonas spp.- como ja descrito no item 3.4.1.2.

3.4.3 No leite pasteurizado resfriado inoculado com Pseudomonas fluorescens

As analises microbioldgicas realizadas foram: Contagem Total de

Microrganismos Aerdbios e Contagem de Pseudomonas Spp.



3.4.3.1 Contagem Total de Microrganismos Aerébios - como Ja descrito no item
34.1.1.

3.4.3.2 Contagem de Pseudomonas spp. - como ja descrito no item 3.4.1.2.

3.5 Provas bioquimicas das coldnias isoladas

Dos meios utilizados (Agar Pseudomonas e PCA) foram selecionadas 5
col6nias por placa que posteriormente foram transferidas para agar inclinado
(PCA), cobertas por 6leo mineral estéril a fim de serem guardadas para
posteriores purificagdes e identificacio.

Apoés a purificagdo, realizou-se a colorai;éo_de—Granl e 0s testes de
catalase (Sneath et al.,1986) e oxidase (Macfaddin,1980) das colénias puras.

- As coldnias que apresentaram caracteristicas morfolgicas na coloragdo
de Gram de bastonetes Gram positivos foram submetidas a coloragdo de esporos
(Rlbelro e Soares,1993), apés suas colomas terem crescido 24 horas a 30°C em
caldo BHI e submetidas a choque térmico de 80°C por 10 minutos.

Os microrganismos isolados foram identificados por técnicas citadas por
MacFADDIN (1980), Vamam e Evans (1991), Siqueira (1995) e Silva,
Junqueira e Silveira (1997).

Cocos Gram positivos, catalase positiva e oxidase negativa: teste de
crescimento em NaCl 10%, teste de crescimento em NaCl 15%, teste de
oxidagdo/fermentacdo da glicose, teste de fermentacio do manitol e da glicose,

teste de coagulase e teste de Dnase.



Cocos Gram positivos, catalase negativa e oxidase negativa. Foram
realizados os seguintes testes: crescimento em NaCl 6,5%, crescimento a 10°C,

crescimento a 45°C e crescimento em pH 9,6.

Bastonetes Gram positivos, formadores de esporos, catalase positiva e
oxidase positiva: Foram realizados os seguintes testes: fermentagdo de
carboidratos (glicose, manitol, xilose, arabinose, salicina), teste de
Voges-Proskauer (VP), teste de urease, teste de reducdo do nitrato, teste de
crescimento em NaCl 7%, teste da hidrolise da gelatina a 22°C, teste de citrato,
teste de oxidagdo/fermentacdo da glicose, teste da formagdo do indol, teste da
hidrolise do amido e teste da motilidade.

Bastonetes Gram positivos, ndo formadores de esporos, catalase positiva
e oxidase negativa: Foram realizados os seguintes testes: fermentagio de
carboidratos (maltose, salicina, trealose, glicose, sacarose e manitol), teste de
hidrolise da gelatina, teste de oxidacdo/fermentagdo da glicose , teste de
Voges-Proskauer e teste de arginina.

Bastonetes Gram negativos, catalase positiva e oxidase positiva: foram
utilizados os sitemas API 20 NE (Biolab) e o Bac Tray III (Difco).

Bastonetes Gram negativos, catalase positiva e oxidase negativa: foram

utilizados os sistemas API E (Biolab) e o Bac Tray I e 11 (Difco).
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3.6 Testes para a detec¢do de atividades lipoliticas e proteoliticas

A prova de protedlise foi realizada em PCA acrescido de 1% de leite em
Po desnatado. Na prova de lipolise foi utilizado o meio PCA acrescido de 1% de
tributirina (Marshall,1992).

Estes meios eram vertidos em placas e apos a secagem dos mesmos em
estufa, eram estriadas colénias purificadas a fim de verificar se as mesmas
possuiam atividades proteoliticas e/ou lipoliticas. A detecgio das atividades era
realizada através da formagdo de halos transparentes ao redor das col6nias apos
24 horas de incubagio a 30°C.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagens microbiolégicas das amestras de leite

Os resultados das analises realizadas nas amostras de leite cru, leite
pasteurizado sem inoculagdo e nas de leite pasteurizado resfriado e inoculado com

Pseudomonas fluorescens encontram-se nas tabelas 1 e 2.

TABELA 1 Médias das contagens realizadas nos leites crus e pasteurizados sem
inoculagio

Amostras 'A‘rﬁhovstragé‘m Meséfilos Totais  Psicrotroficos  Pseudomonas

(leite) (semana)

Cru 1 2,0x10’ 1,0x10* 2,2x10°
2 4,6x10° 4,5x10° 4,0x10°
3 5,4x10° 5,5x10° 2,4x10°

Pasteurizado 1? 0 -0 0

(s/ inéculo) 2 2,6x10? 0 2,2x10°

3* 4,7x10? 0 0

As contagens no leite cru apresentaram-se bastante altas nas trés
repeti¢des do experimento.

No leite pasteurizado pode-se observar que todas as contagens
encontram-se dentro do limite permitido pela Legislagdo que é de 8,0x10* UFC/ml
(Silva, Junqueira e Silveira,1997). Na maioria das amostras nio foram detectados
microrganismos viaveis, o que pode ser explicado por terem sido feitas as analises

dentro de um curto prazo apés a pasteurizacdo, pratica esta citada por Boyd,



Smith e Trout (1953) e Bishop e White (1986) como ndo muito recomendada,
pois deve-se esperar um certo periodo para que ocorra a reativagdo enzimatica
dos microrganismos sobreviventes. O nimero de contaminantes em um leite
recém-pasteurizado pode ndo ser suficiente para detectar a contaminagio, os
microrganismos sobreviventes podem estar em numeros tio pequenos que a
contagem nao consegue detecta-los. Como nesta pesquisa haveria a necessidade
de se fazer inoculagdes nas amostras, as contagens tiveram que ser realizadas
imediatamente apés a pasteurizagdo.

Através da tabela 2 pode-se notar que o leite pasteurizado resfriado
inoculado com Pseudomonas fluorescens nio apresentou um aumento
significativo na populagdo bacteriana durante os cinco dias de armazenagem nas
trés repeticdes realizadas. Foi observado o aumento de apenas um ciclo log,
levando em consideragdo a quantidade de bactérias inoculadas, o que talvez possa
ser explicado pela ocorréncia de uma fase lag pronunciada devida a uma

dificuldade de adaptagdo das bactérias inoculadas as condigdes do experimento.



Tabela 2 Médias das contagens totais realizadas nos leites pasteurizados
inoculados com Pseudomonas fluorescens

Amostragém Armazenagem Meséfilos Totais Psicrotroficos Pseudomonas

(Semana) (Dias)

1’ 0 4,2x10° 1,8x10° 4,0x10°
1 6,3X10° 4,6X10° 3,1X10°
3 2,6X10° 5,9X10° 1,9X10°
5 3,1X10° 1,3X10° 2,5X10°
2 0 7,7X10° 7,2X10° 8,1X10°
1 1,6X10° 1,2X10° 1,2X10°
3 3,1X10° 1,5X10° 1,9X10°
5 4,5X10° 3,0X10° 3,6X10°
3 0 8,7X10° 7,5X10° 8,5X10°
1 1,7X10° 1,7X10° 1,4X10°
3 4,0X10¢ 3,4X10° 4,3X10°
5 5,2X10° 3,9X10° 4,5X10°

As contagens de microrganismos terméfilos foram muito baixas e por
isso desprezadas.

Os numeros mais provaveis de coliformes totais nas amostras de leite cru
da primeira, segunda e terceira semana foram de 7,5; 140 e 45/ml e os de
coliformes fecais foram 4,5; 140 e 0,9/ml, respectivamente, e a presencga destas
bactérias indicam praticas de higiene e sanificagio inadequadas e provavel

contaminagdo fecal.



4.2 Caracterizacio da microbiota dos leites analisados

Apos as contagens totais e de Pseudomonas spp. foram isoladas e
identificadas 204 cepas de microrganismos. Destas cepas, 29 foram isoladas do
leite cru, 11 do leite pasteurizado e 164 do leite pasteurizado resfriado inoculado
com Pseudomonas fluorescens.

A figura | mostra as porcentagens dos grupos microbianos identificados
no leite cru. Pode-se verificar o predominio de cocos Gram positivos (52% das
colonias identificadas), presenca de bacilos esporulados (21%) e de bacilos Gram
positivos ndo esporualdos.

Os cocos Gram positivos foram representados por Enterococcus e
Staphylococcus sp. e os bacilos esporulados representados por Bacillus
megaterium, Bacillus stearothermophillus e Bacillus sp. Houve uma presencga

muito pequena de bastonetes Gram negativos.
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Figura | Grupos de microrganismos identificados no leite cru



No leite pasteurizado sem inoculagdo, figura 2, 46% das colonias
1soladas foram bacilos Gram positivos esporulados, 46% foram cocos Gram
positivos e 8% de bacilos ndo esporulados. O bacilos esporulados presentes
foram Bacillus coagulans. Bacillus sp., Bacillus megaterium e Bacillus
stearothermophillus. Os cocos presentes eram Staphylococcus sp. Ndo foram

identificados bastonetes Gram negativos.

Cocos Gram positivos

B Bacilos esporulados

/’ ;//// s
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Figura 2 Grupos de microrganismos identificados no leite pasteurizado sem

mnoculacdo

Machado (1975) obteve resultado semelhante, ou seja, predominio de
cocos Gram positivos, analisando leite B cru; e no leite pasteurizado a presenca
de formas esporuladas resistentes ao calor.

Tanto no leite cru quanto no leite pasteurizado, ndo foram isoladas
bactérias laticas; isto nao significa que estas bactérias ndo estavam presentes ou
que foram eliminadas durante a pasteurizagdo, mas que talvez estivessem em
numeros tdo pequenos a ponto de ndo serem detectadas e deve-se considerar
também que estas bactérias possuem exigéncias nutricionais maiores, sendo

necessario o uso de meios especificos para seu isolamento.



A tabela 3 mostra os microrganismos identificados nos leites

pasteurizados inoculados com Pseudomonas fluorescens.

TABELA 3 Valores em porcentagem dos microrganismos identificados nos leites
Pasteurizados resfriados inoculados com Pseudomonas fluorescens
de acordo com os dias de amostragem

Microrganismos Isolados Dias de amostragem

0 01 03 05
Bacillus megaterium 66,7 63,8 58,7 448
Bacillus sp. 9,1 10,6 17,4 13,2
Bacillus coagulans 3,0 43 0 0
Pseudomonas fluorescens 6,1 12,8 0 18,4
Pseudomonas sp. 9,1 2,1 21,7 18,4
Bacilos gram positivos ndo-esporulados 3,0 4,3 22 0
Staphylococcus sp 0 2,1 0 2,6
Enterococcus 3,0 0 0 2,6
Enterobacter aglomerans 3,0 0 0 0

Na microbiota do leite pasteurizado resfriado inoculado com
Pseudomonas fluorescens houve o predominio de bacilos esporulados (73,2%),
sendo a espécie dominante deste grupo o Bacillus megaterium (58,5% das
colonias isoladas do leite inoculado). O segundo grupo mais isolado foi o das
Pseudomonas spp. (22%).

Dados presentes na literatura fomecem base para explicar o fato de
mesmo tendo sido inoculadas, as Pseudomonas ndo terem sido o grupo de
microrganismo mais isolado na microbiota do leite pasteurizado resfriado

inoculado. Trés sdo as possiveis causas: a primeira é a ocorréncia da ativagdo da

40



germinagdo dos esporos bacterianos devido & pasteurizagio, ja que o
microrganismo mais isolado deste tipo de leite também foi isolado do leite cru em
menores propor¢des; a segunda € a ocorréncia de fases lag (fases de adaptacdo
anteriores a fase de multiplicagio das bactérias) e a terceira ¢ um possivel
mecanismo de interagio entre Pseudomonas fluorescens e Bacillus megaterium.

Com relagdo a um possivel mecanismo de interagio, através deste
trabalho ndo ha como afirmar se houve, ou nio, algum mecanismo de interacdo
entre estas bactérias, mas deve ser relembrado os registros de interacdes de
Pseudomonas spp. com outros microrganismos, estimulando (Quinto et al.,1997;
Marshall e Schimidt,1991) ou inibindo (Freedman, Kondo e Willret,1989; Jaspe
et al.,1995; Cheng, Doyle e Luchansky, 1995) o crescimento dos microrganismos
em questdo nos respectivos estudos.

Em relagdo a ativagdo da germinagdo dos esporos é citado na literatura
que as temperaturas empregadas nos tratamentos térmicos (pasteurizacio e
tratamento UHT) usualmente empregados para a eliminagio de bactérias
presentes no leite, podem ter um efeito adverso para a manutencdo da qualidade
do lette e de produtos que possam vir a ser fabricados do mesmo. Algumas
bactérias Gram positivas esporuladas podem ter a germinagdo de seus esporos
ativada durante o tratamento térmico e a partir dai os esporos germinardo e
comegardo a dividir-se; isto porque passaram para a forma vegetativa devido ao
estimulo da temperatura. Pode ser devido a isso o alto niimero de Bacillus
megaterium isolado do leite pasteurizado resfriado inoculado, ja que esta bactéria
estava presente no leite cru em menores porcentagens. Ahmed, Moustafa e Marth
(1983) declararam que a temperatura sub-letal de pasteuriza¢do pode ativar a
germinacdo de esporos de Bacillus cereus. Brown et al., citados por Schroeder e
Bland (1984), e Schroeder ¢ Bland (1984) também afirmaram que a

pasteuriza¢do pode levar a ativagio da germinacio de esporos bacterianos, com a
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conseqiiente perda da qualidade do produto pasteurizado. A germinagio de
esporos bacterianos parece ser maior no leite pasteurizado do que no leite UHT e
no leite cru e Davies (1977) atribuiu este fato .3 formagdo de um germinante
durante a pasteurizagdo que permite os esporos germinarem no leite pasteurizado.
Maior germinagio de esporos de Bacillus cereus no leite pasteurizado, seguido do
leite UHT e do leite cru foi obtida por Te Giffel et al. (1995a) e estes concluiram
que o germinante formado estaria ainda, parcialmente, ativo no leite UHT, ja a
germinagdo neste tipo de leite foi maior do que no leite cru. No entanto, a
germinacdo de esporos pode ocorrer até mesmo durante a preparagdo de amostras
para analise, o que diminuira a contagem de bactérias esporuladas como esporos,
caso este seja o objetivo da analise. Te Giffel et al. (1995a) alertam que, além da
demora entre a preparagdo das diluicdes das amostras a serem analisadas e a
distribuicdo destas nos meios a serem utilizados para as contagens, o tipo € a
temperatura do diluente também podem contribuir para a germinagio de esporos.
O fato das Pseudomonas fluorescens, mesmo sendo inoculadas, ndo
terem sido o grupo de microrganismo mais isolado do leite pasteurizado resfriado
inoculado pode estar ligado a uma fase lag apresentada pelos microrganismos
inoculados. As bactérias inoculadas no leite pasteurizado resfriado estavam sendo
cultivadas no laboratdrio a 30° C e devido a esta diferenca de temperatura podem
ter passado por uma fase de adaptacdo (fase lag) antes de iniciarem divisdo.
Segundo Cousin (1982), a fase lag pode ser explicada pelo fato de que 7°C é
menor do que a temperatura 6tima de crescimento de bactérias que passam por
fases lag. Stead (1987) notou pequeno ou nenhum crescimento no leite apos
inculo de 10 UFC/ml de cepas de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
Jragi em leite pasteurizado integral apés um dia de inoculagio. Kohlmann et al.
(1991) detectaram uma fase lag inicial apés a inoculagio de culturas de

Pseudomonas durante quatro dias. Gomes (1988) verificou fase lag em alguns de
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seus experimentos durante os quatro primeiros dias de armazenagem a 10°C. As
contagens para Pseudomonas sp. alcangaram valores médios de 10° UFC/ml a
partir do quarto dia de armazenagem em apenas 4 experimentos, nos 5
experimentos restantes este valor foi alcangado ou superado no sexto dia de
armazenamento a 10°C. Van Der Zant e Moore (1955) encontraram uma curta
fase lag de 24 horas ao inocularem Pseudomonas fragi e Ps. fluorescens em leite
desnatado esterilizado. Estes autores afirmam que o crescimento de culturas
puras inoculadas em leite estéril desnatado podem diferir do crescimento de
bactérias quando crescem em populagdes mistas. Os mesmos autores citam que
Burgwald e Josephson, Chaffee e Dahlberg detectaram fases lag de 3 a 5 dias em
leite pasteurizado refrigerado com flora mista.

O isolamento de Ps. fluorescens no dia trés de amostragem apresentou
zero (0) de isolamento, isto pode ser devido as amostras coletadas conterem tio
pouca quantidade deste microrganismo que levou o mesmo a nio ser detectado
neste dia de amostragem nas trés repetigdes do experimento.

A porcentagem de bacilos Gram positivos nio esporulados foi baixa.
Neste grupo encontram-se microrganismos considerados termoresistentes, como
Microbacterium e Corynebacterium (Hull et al.,1992; Cromie, 1992).

A porcentagem de enterobactérias ¢ de cocos Gram positivos foi bastante
baixa e a presenca destes microrganismos  indicam  contaminagdo

pos-pasteurizagio.

4.3 Avaliacio dos meios de cultura utilizados e das diferentes temperaturas
empregadas

Houve um menor crescimento de microrganismos no agar Pseudomonas P

do que no agar padrio (PCA), figura 3. Porém, ao identificar os microrganismos



1solados, detectou-se que ndo houve um crescimento seletivo do microrganismo
para o qual o meio Pseudomonas P ¢ destinado, ou seja, ndo foram isolados

apenas bastonetes Gram negativos.

o I Pca mesofilo

he o Jpe—

g fa El Pca psicrotrofico
-

c o

g 2 B Psendomonas
i mesofilo

dias de amostragem

FIGURA 3 Meédias das contagens de microrganismos nos respectivos dias de

amostragem e meios utilizados

Devido ao fato de ter sido isolado no agar Pseudomonas os mesmos
microrganismos isolados no agar padrio leva-nos a conclusio de que este meio
ndo € adequado para enumeragao e/ou identificacio de bactéria Gram negativas a
30°C. Jay e Bue (1987) obtiveram também um resultado de ineficacia quanto a
microrganismos isolados utilizando o 4gar cristal violeta-tetrazolium, também
indicado para o isolamento de Gram negativos.

O 1solamento do mesmo tipo de microrganismo tanto na temperatura
mesofila quanto na psicrotrofica pode indicar que bacilos psicrotroficos
formadores de esporos podem ser variantes de bacilos mesofilicos que se
adaptaram a temperaturas mais baixas de crescimento. Grosskopf e Harper

(1974) obtiveram resultados semelhantes e chegaram a esta conclusdo, da
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adaptacdo de crescimento a temperaturas mais baixas pelos bacilos esporulados
mesofilicos, apos trabalharem com isolamento e identificagdo de psicrotréficos
formadores de esporos no leite e Collins (1981) declarou que psicrotroficos
termoresistentes sdo variantes de bacilos mesofilicos que se adaptaram ao

crescimento a baixas temperaturas.

4.4 Atividades lipoliticas e proteoliticas dos principais grupos de
microrganismos isolados do leite pasteurizado refrigerado

Foram analisadas as capacidades proteoliticas e lipoliticas dos bacilos
esporulados e de Pseudomonas spp. isolados, principais grupos envolvidos na
alteracdo da qualidade do leite e produtos lacteos devido a protedlise e lipolise.
Vamam e Evans (1991) declararam que os problemas do leite UHT sdo devido a
enzimas proteoliticas termoestaveis derivadas de bactérias psicrotroficas que
cresceram no leite cru e Schraft et al. (1996) também relataram a alteragdo de
leite e produtos lacteos devido a bacilos esporulados produtores de enzimas
termoresistentes (lipases e proteases).

Das cepas de bacilos Gram positivos esporulados isoladas e identificadas,
74% apresentaram atividades proteoliticas e lipoliticas conjugadas; 12%
apresentaram apenas atividade lipolitica; 8% ndo apresentaram qualquer tipo de
atividade e 6% apresentaram apenas atividade proteolitica.

A figura 4 mostra as porcentagens de atividades lipoliticas e proteoliticas
exibidas pelas cepas de Bacillus spp. isoladas :



12% 8% 6%

=i

gl

B Proteolise + Lipdlise

M Lipolise
Nenhuma atividade

Ed Proteolise

FIGURA 4 Porcentagens de atividades lipoliticas e proteoliticas exibidas pelas
cepas de Bacillus spp. isoladas

De acordo com os dados, verificou-se que 92 % das cepas de bacilos
esporulados apresentaram ambas ou uma das atividades enzimaticas. Atividades
lipoliticas e proteoliticas apresentadas por bacilos Gram positivos esporulados
também foram detectadas por Silveira (1997) e perda da qualidade de leite e
derivados devido a enzimas destas bactérias foram relatadas por Schraft et al.
(1996) , Washam, Olson e Vedamuthu (1977) e Grosskopf e Harper (1969).

Das cepas de Pseudomonas spp. identificadas, 84% mostraram atividade
conjunta de lipdlise e protedlise; 8% apresentaram apenas atividade proteolitica:
5% apresentaram apenas atividade lipolitica e 3% ndo apresentaram nenhuma das
atividades.

A figura 5 mostra as porcentagens de atividades lipoliticas e proteoliticas

apresentadas pelas cepas de Pseudomonas spp. isoladas.

46



8% 5%

B Proteolise + Lipolise
Proteolise
H Lipolisc

B Nenhuma atividade

84%

FIGURA 5 Porcentagens de atividades lipoliticas e proteoliticas exibidas pelas
cepas de Pseudomonas spp. isoladas

De acordo com os dados, 97% das cepas de Pseudomonas spp. isoladas
apresentaram atividades enzimaticas que comprometem a qualidade do leite e
derivados. Cepas de Pseudomonas isoladas por Mckellar (1981) e Anderson et al.
(1981) apresentaram atividade lipolitica e as enzimas alteraram o sabor do leite
UHT e cepas de Pseudomonas isoladas por White e Marshall (1973) alteraram o
sabor do queijo cheddar e do cottage. Jaspe et al. (1995) isolaram cepas de
Pseudomonas proteoliticas e lipoliticas e afirmaram que o ambiente do leite
(baixa concentragdo de ferro, aeracdo, etc.) e, ndo apenas a baixa temperatura,
intervém na selecdo destas cepas de Pseudomonas.

Os dados obtidos neste trabalho demonstram o risco de alteracdo em
potencial que representa a presenca de Pscudomonas spp. e Bacillus spp. no leite
pasteurizado devido a producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas por estas

bactérias.
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5 CONCLUSOES

Dentro das condi¢des utilizadas para este trabalho, foi possivel

estabelecer as seguintes conclusdes:

1 - A microbiota do leite cru e do leite pasteurizado constituiu-se basicamente de

bactérias Gram positivas.

2 - Houve um crescimento muito pequeno no niimero de microrganismos durante
os cinco dias de armazenagem do leite pasteurizado resfriado inoculado com

Pseudomonas fluorescens.

4 - Mesmo tendo sido inoculado Pseudomonas fluorescens no leite pasteurizado
uma concentragio de +10°UFC/ml, o maior grupo isolado do leite refrigerado
inoculado foi de bacilos Gram positivos esporulados, sendo Bacillus megaterium

a espécie mais isolada.

5 - Os dois principais grupos de microrganismos isolados do leite refrigerado
(Bacillus spp. e Pseudomonas spp.) apresentaram altos indices de atividades
proteoliticas e lipoliticas associadas, além de apresentarem estas atividades

isoladas também.

6 - O meio seletivo utilizado (Agar Pseudomonas P) ndo demonstrou a referida
seletividade ao isolar bactérias Gram negativas e Gram positivas na temperatura
de 30°C e na de 7°C.
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