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Resumo

A conservagdo do leite cru sob refrigeragdo favorece o crescimento de psicrotroficos, produtores de enzimas proteoliticas e lipoliticas
termorresistentes. Pseudomonas spp e P. fluorescens sao relatados como os psicrotroficos de maior frequéncia em leite refrigerado. O
objetivo foi avaliar a populacdo de mesofilos, psicrotroficos e Pseudomonas spp. de leite cru refrigerado (caminhao tanque), de seis diferentes
municipios do Parana, entregue ao beneficiamento. Para a pesquisa de psicrotroficos utilizou-se o plaqueamento em PCA (21 °C/ 25 horas),
para Pseudomonas spp utilizou-se Pseudomonas Agar Base com adigdo de CFC (Cetrimida, Fucidina, Cefaloridina) a 30° C /48 horas e para
aerobios mesofilos utilizou-se Petrifilm™ Ac (37° C/48 horas). Determinou-se acidez titulavel (°D) e lactofermentacdo. A contagem de mesoéfilos
variou de 1,7 x10°a 4,9 x10° UFC/mL e a de psicrotroficos entre 8,4 x10° e 4,2 x10° UFC/mL, sem diferenga significativa (p<0,05) entre os
municipios. A populagdo de Pseudomonas spp. variou de 7,1 x 10*a 1,6 x10° UFC/mL, com diferenga significativa (p<0,05) na populagdo de
pseudomonas de Cruzeiro (1,6 x 10° UFC/ mL) e Campina da Lagoa (7,1 x 10* UFC/mL). A popula¢do média de pseudomonas, em relagdo a
de psicrotroficos variou entre 4,12 a 90,14%, com média de 30,22%, o que indica a presenga de outros géneros psicrotroficos. A acidez titulavel
média foi de 17°D e a lactofermentagdo indicou auséncia de inibidores de crescimento. As contagens de psicrotroficos e Pseudomonas spp.
refletem, negativamente, na qualidade microbiologica e sensorial, tempo de vida de prateleira e valores nutricionais do leite e derivados.
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Abstract

Conservation of raw milk under refrigeration favors psychrotrophic organisms’growth, producers of proteolytic enzymes and thermoresistant
lipolytic organisms.. Pseudomonas spp and P. fluorescens are reported as the most frequent psychotropic organisms in cold milk. The objective
was to evaluate the population of mesophilic, psychrotrophic and Pseudomonas spp. of refirigerated raw milk (tank truck), from 6 different
localities in the state of Parand, delivered to benefiting. For psychrotrophic organisms’ research the PCA platelet was used (21 °C / 25
hours), for Pseudomonas spp Pseudomonas Agar Base was used with added CFC (Cetrimide, Fucidina, Cephaloridine) at 30 °C / 48 hours
and for aerobic mesophilic Petrifilm ™Ac (37 °C / 48 hours) was used. Titratable acidity (°D) and lacto-fermentation were determined. The
mesophile counts ranged from 1.7 x 10° to 4.9 x10° cfu / ml and the psychrotrophic organisms between 8.4 x10° and 4.2 x 10 6 CFU / mL, with
no significant difference (p<0,05) among the municipalities. The population of Pseudomonas spp. ranged from 7.1 x 10" to 1.6 x 10° CFU / ml,
with significant difference (p< 0,05) in the population of pseudomonas in Cruzeiro (1.6 x 10 6 CFU / mL) and Campina da Lagoa (7.1 x 10?
CFU/mlL) cities. The average population of Pseudomonas, in relation to psychrotrophic ones, ranged from 4.12 to 90.14% with an average of
30.22%, which indicates the presence of psychrotrophic substances from other genii . Mean titratable acidity was 17°D and lacto-fermentation
indicated no growth inhibitors. The counts of psychrotrophic and Pseudomonas spp. reflect negatively on microbiological and sensory quality,
time of life of shelf and nutritional values of milk and derivatives.
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1 Introducéo Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL,

O mercado consumidor tem exigido produtos de 2011), estabelece que o leite deve ser resfriado em tanques de

origem animal de melhor qualidade e em relacdo ao leite
e seus derivados, tal fato é também uma realidade. O
leite ¢ um alimento imprescindivel e para todas as faixas
etarias ¢ considerado um alimento completo, contendo
proteinas, vitaminas ¢ sais minerais indispensaveis para
o desenvolvimento e manutengdo do organismo humano.
Apesar de sua importancia do ponto de vista nutricional, o
leite pela sua composi¢do ¢ um excelente meio de cultivo
para o desenvolvimento de micro-organismos (CALLEFE;
LANGONI, 2015). Desta forma, visando a melhoria da
qualidade do leite, a Resolugao IN 62/2011, do Ministério da
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refrigeracdo por expansdo direta (temperatura igual ou inferior
a 4 °C) ou tanques de imersao (temperatura igual ou inferior
a 7 °C), devendo ser recolhido e transportado por caminhdes
isotérmicos para o laticinio em até 48 horas.

Os principais grupos de micro-organismos deteriorantes
em leite sdo os mesofilos e psicrotroficos. Aqueles que
tém a temperatura Otima de multiplicacdo entre 25 °C e
40 °C e se multiplicam, rapidamente, quando o leite ndo ¢
armazenado sob refrigeragdo sdo denominados de mesofilos.
Ja os psicrotroficos, independentemente da sua temperatura

6tima de multiplicagdo, sdo capazes de se desenvolver em
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temperaturas de refrigeracdo, principalmente, quando ocorre
o armazenamento prolongado (LANDGRAF, 1996; SANTOS
et al., 2013) avaliaram o crescimento de micro-organismos
psicrotroficos em leite cru refrigerado armazenado a4 °C, 7 °C
e 10 °C. Apds 96 horas, o crescimento médio de psicrotroficos
a 10 °C foi quatro vezes maior que a 4 °C, enquanto que a 7 °C
foi 3,3 vezes maior que a 4 °C, o que mostra a importancia da
reducdo de tempo e a temperatura no armazenamento do leite.

A qualidade microbiologica inicial do leite cru tem
relagdo direta com as Boas Praticas de Ordenha e a
sanidade do rebanho, e influéncia o desenvolvimento dos
micro-organismos psicrotroficos durante o armazenamento
(ALMEIDA et al., 2017). Segundo Perin et al. (2012), quando
a contagem inicial de mesofilos aerobios no leite cru € maior
que 100.000 UFC/mL o desenvolvimento da microbiota
psicrotrofica ¢ significativamente maior do que em um leite
com contagem inicial baixa.

Os psicrotroficos, quando atingem contagens de 10° a
107 Unidades Formadoras de Coldnias - UFC/mL, sintetizam
quantidades suficientes de enzimas termorresistentes,
principalmente, lipases ¢ proteases (COSTA et al., 2002),
para promover modifica¢cdes no sabor, odor e consisténcia do
leite e derivados. Como resultado a agdo enzimatica ha perda
de qualidade do produto processado e redugdo da vida de
prateleira (JONGHE et al., 2011).

Dentre os micro-organismos psicrotroficos,
frequentemente encontrado em leite cru refrigerado ¢ o género

0 mais

Pseudomonas spp,. que se caracteriza pelo rapido crescimento
e intensa atividade lipolitica e proteolitica (ARCURI et al.,
2008; JONGHE et al., 2011; CLETO et al., 2012; DECIMO et
al., 2014; SCATAMBURLO et al., 2015; MU et al., 2009). A
contagem total de Pseudomonas spp. no leite esta relacionada
com a temperatura ¢ o tempo de armazenamento (NIELSEN,
2002; JONGHE et al., 2010). O tempo de armazenamento
nos tanques de expansdo a 4 °C, aliado ao tempo de
armazenamento nos silos industriais, levam ao aumento da
contagem no leite presente nas industrias. A contaminagdo
inicial advém do manejo nas propriedades e do transporte do
leite (KUMARESAN; ANNALVILLI; SIVAKUMAR, 2007;
STULOVA et al., 2010).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a
populacdo de mesofilos, psicrotroficos, Pseudomonas spp e a
frequéncia deste género em leite cru refrigerado entregue ao
beneficiamento.

2 Material e Métodos

As amostras de leite cru refrigerado foram coletadas do
tanque de caminhdes isotérmicos na plataforma de recepgao
da industria beneficiadora (Londrina, Parand, Brasil) entre 30
de margo e 15 de junho de 2015. Cada amostra era constituida
de 50 ml, totalizando 18 amostras de 6 diferentes municipios
do Norte do Parana, com distancia média entre as propriedades
rurais e a industria de 230 km. De cada municipio foram
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coletadas duas amostras dentro do periodo do estudo.

Apds a coleta, as amostras foram mantidas em caixa
isotérmica com gelo reciclavel e levadas ao laboratério de
Microbiologia do Mestrado em Ciéncia e Tecnologia do Leite
e Derivados da Universidade Norte do Parana para analise
imediata.

2.1 Analises microbiologicas

As dilui¢des das amostras foram realizadas pipetando-se
assepticamente aliquotas de 25 ml de cada amostra de leite
cru, adicionando-se em frasco tipo Erlenmeyer contendo
225 mL de solugdo salina 0,85 %. Foram homogeneizadas
e realizadas dilui¢des decimais até 10 em tubos contendo o
mesmo diluente (BRASIL, 2003). As diluigdes selecionadas
foram semeadas em duplicata e os resultados foram expressos
em UFC por mL.

2.1.1 Contagem de Aerdbios Mesofilos

Para a contagem de aerdbios mesdfilos foi utilizado o
Petrifilm™ AC (3M do Brasil Ltda). Apds inoculagao de 1
mL da dilui¢do selecionada, as placas foram incubadas em
temperatura de 37 °C durante 48 horas (HOUGHTBY et al.,
1992).

2.1.2 Contagem de Psicrotroficos

A contagem total de micro-organismos psicrotroficos foi
realizada pipetando-se 0,1 mL das diluigdes selecionadas
e realizando o plaqueamento em superficie com alca de
Drigalski em Plate Count Agar (PCA), seguido de incubagao
em temperatura de 21 °C durante 25 horas (OLIVEIRA,;
PARMALEE, 1976).

2.1.3 Contagem de Pseudomonas spp.

Para a enumeragdo de Pseudomonas spp. foi utilizado
o meio de cultura Pseudomonas Agar Base com adi¢io de
suplemento CFC (Cetrimida 5mg, Fucidina Smg, Cefaloridina
25mg). As dilui¢cdes foram plaqueadas em superficie, em
aliquotas de 0,1 mL, com al¢a de Drigalski, sendo incubadas a
30 °C por 48 horas (FAGUNDES et al., 2006).

2.1.4 Lactofermentacao

Para verificar presenca de residuos de inibidores de
crescimento de micro-organismos nos leites analisados
realizou-se a prova da lactofermentagdo. Para isso, aliquotas
de 10 mL de leite foram incubadas a 37 °C, por 248 horas
(PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006) para verificagdo de
presenga ou auséncia de coagulo.

2.2 Analises fisico-quimicas
2.2.1Determinacao de Acidez titulavel

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica foram
transferidos 10 mL das amostras de leite para um béquer e,
em seguida, adicionou-se 4-5 gotas da solugdo fenolftaleina
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a 1%. Apos, titulou-se com solucao Dornic (0,11 N) até o
aparecimento da coloragdo résea por, aproximadamente, 30
segundos (BRASIL, 2006). Os calculos para determinacao da
acidez titulavel ocorreu por meio da seguinte formula:

V(mL).10 = Acidez"D
As analises foram realizadas em duplicata.
2.3 Analise estatistica

Os resultados microbiologicos foram avaliados por meio
da Analise de variancia (ANOVA) e Kruskal-Wallis (p<0,05)
(STATSOFT, 2010).

3 Resultados e Discussao

A contagem de mesoéfilos variou de 1,7 x10°a 4,9 x10°
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UFC/mL com média de 9,7 x 10° UFC/mL, sem diferenca
significativa (p<0,05) entre os municipios (Quadro 1). A
contagem de mesoéfilos média do leite cru refrigerado dos
produtores esteve dentro do limite maximo estabelecido pela
Instru¢do Normativa (IN) n.62 (BRASIL, 2011) que era, no
periodo da realizagdo das analises, de 3x10° UFC/mL. O
produtor A ndo atendeu ao limite estabelecido pela IN62, bem
como o valor médio do leite entregue ao laticinio beneficiador
(Quadro 1). Varios fatores podem ter contribuido para elevar
as contagens de mesofilos, como a nao adogdo de praticas
higiénicas adequadas no momento da ordenha, falha na

higienizacao e mastite do rebanho (NERO et al., 2005).

Quadro 1 - Contagem média (UFC/mL) de mesdfilos, psicrotroficos e Pseudomonas spp de amostras de leite cru refrigerado, entregues
ao beneficiamento e provenientes de seis municipios do Norte do Parana, 30 de margo e 15 de junho de 2015

I esofilos sicrotroficos seudomonas o Pseudomonas spp
Municipios Mesofilos* Psi oficos* (UFC/ Pseud * % Pseud, /
P (UFC/mL) mL) (UFC/mL) psicrotroficos
A) 4,9x 10 2.2x 10°° 9,0 x 10%*° 4,12
(
(B) 1,7x10°2 1,1 x 1002 7,1 x 10%® 6,61
(©) 1,9x 10°® 8.4 x10°° 3,7x 10°2° 4421
(D) 2,6 x 10°2 1,9 x 10°2 1,6 x 1002 90,14
E) 2,7 x 10%* 2,5x 100 5,7x10°2° 22,59
(
(F) 2,4x10° 4,2 x 1002 6,3 x 10°2° 14,86
Média dos municipios 9,7x 10° 2,1 x10° 6,4x 10° 30,22

*Os valores apresentados sao a média de duas coletas/municipio. Letras mintsculas sobrescritas indicam diferenga entre os municipios para 0 mesmo

micro-organismo pelo teste de Kruskal-Wallis (p <0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

As contagens de psicrotroficos do leite apresentaram
valores entre 8,4 x10° e 4,2 x10° UFC/mL com média de 2,1
x 10° UFC/mL, sem diferenca significativa (p<0,05) entre os
municipios. Nao existe um limite maximo de micro-organismo
estabelecido pela legislagdo (BRASIL, 2011), porém sabe-se
que os psicrotroficos, quando atingem uma populag@o entre
10° a 10" UFC/mL, como as contagens obtidas neste estudo,
sintetizam lipases e proteases termorresistentes suficientes
para promover alteragdes sensoriais no leite e derivados
(COSTA et al., 2002; MAHIEU, 1991; MUIR, 1996).

Pinto, Martins e Vanetti (2006) constataram que a
populagdo de psicrotroficos no leite cru refrigerado varia
com o bindmio tempo/temperatura e sua estocagem por
periodos prolongados reflete, negativamente, na qualidade do
produto final. Em condicdes sanitarias adequadas, as bactérias
psicrotroficas representam menos de 10 % da microbiota
total do leite cru e no manejo higiénico ndo satisfatério os
micro-organismos psicrotroficos podem ultrapassar 75 %
(NIELSEN, 2002). Este fato foi observado neste estudo na
maioria das amostras de leite analisadas das propriedades
(Quadro 1) e na contagem média do leite dos municipios, nos
quais a frequéncia de psicrotréficos foi de 210% em relagdo
populacdo de mesofilos.
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A populagio de Pseudomonas spp. no leite cru refrigerado
entregue ao beneficiamento variou de 7,1 x 10* a 1,6 x10°
UFC/mL, com contagens médias de 6,4 x 10° UFC/mL. Para
este grupo de micro-organismos foi encontrada diferenga
significativa (p<0,05) entre a populagdo de pseudomonas do
leite entregue pelos municipios D (1,6 x 10° UFC/mL)e B (7,1
x 10* UFC/mL) (Quadro 1). A alta contagem dessas bactérias
no leite cru refrigerado esta associada a elevada contagem
inicial e intimamente relacionada com a deficiéncia nas
praticas de higiene de ordenha, especialmente na superficie
de tetos, ¢ a qualidade da agua utilizada (FAGUNDES et
al., 2006). Resultados semelhantes foram encontrados por
Almeida (2014), em que a contagem média de Pseudomonas
spp. em leite cru refrigerado variou de 2,31 x 10* UFC/mL a
1,78 x 105 UFC/mL. Silva et al. (2010) encontraram valores
superiores, sendo de 5,1 x 105 UFC/mL para o leite recém
ordenhado e de 1,4 x 10° UFC/mL para o leite armazenado
por 48 horas. No estudo de Fagundes et al. (2006), foram
encontradas contagens proximas de (1,6 x 10° UFC/mL), para
propriedade com manejo inadequado, apontando a qualidade
da dgua como fator determinante nessa contaminagao.

A populagdo média de pseudomonas no leite analisado,
em relagdo a de psicrotréficos, variou entre 4,1 a 90,1%, com
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média de 30,2% (Quadro 1). O municipio D teve o leite cru
refrigerado com a maior populacdo de pseudomonas entre os
municipios estudados, indicando este o género psicrotrofico
mais frequentemente isolado. Resultados semelhantes foram
encontrados por outros autores, em que pseuddémonas foi
o género mais isolado (43%), variando de 10? e 107 UFC/
mL, sendo P. fluorescens a espécie predominante (37,6%).
(ARCURI et al., 2008; FAGUNDES et al., 2006, JONGHE
et al.,2010; KUMARESAN; ANNALVILLI; SIVAKUMAR,
2007; MU; DU; BAIL 2009; MUIR, 1996; SANTOS et al.,
2009). O municipio B foi aquele com menor populagdo
de Pseudomonas spp no leite cru refrigerado (Quadro 1),
indicando uma possivel prevaléncia de outros géneros
psicrotréficos como, por exemplo, Aeromonas spp. €
spp. (SHAH, 1994; REINHEIMER et al.,
1990) realizaram estudos na Europa e Estados Unidos e das
321 espécies de psicrotroficos isoladas em leite, 223 eram
Gram negativos, sendo que 51,1% desse total era do género
pseudomonas.

Quanto a acidez titulavel, as amostras de leite de todos os
produtores apresentaram valor médio de 17°D, permanecendo
dentro do parametro estipulado pela IN 62(BRASIL, 2011)
que € de 14 a 18 °D. A prova da lactofermentag@o indicou

Acinetobacter

auséncia de inibidores de crescimento em todas as amostras.

4 Conclusao

A maior parte das amostras de leite cru refrigerado atendeu
aos requisitos minimos legais de qualidade para contagem
de mesofilos e a populagio média de micro-organismos
psicrotroficos no leite entregue para beneficiamento foi de
2,1,x 10°UFC/mL.

A populagao média de Pseudomonas spp. no leite foi de
6,4 x 10° UFC/mL, representando 30% da populacdo total
de psicrotroficos, o que indica a presenga de outros géneros
psicrotroficos na microbiota do leite cru refrigerado.

As altas contagens de psicrotroficos e Pseudomonas
spp. no leite analisado refletem negativamente na qualidade
microbioldgica e sensorial, tempo de vida de prateleira e
valores nutricionais do leite e derivados.
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