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OCORRENCIA DE Bacillus sporothermodurans
EM LEITE UAT INTEGRAL E DESNATADO

Cassiano BUSATTA , Eunice VALDRUGA , Rogério Luis CANSIAN

RESUMO

Por sua composi¢ao completa e balanceada, o leite € um substrato ideal para o desenvolvimento de diversos grupos de microrga-
nismos. Bactérias, fungos, virus e outros podem provocar significativas alteracoes no leite e derivados. Apesar do tratamento a
Ultra Alta Temperatura a que o leite longa vida é submetido, constatou-se nos ultimos anos, a presenca de um novo tipo de bacté-
ria altamente resistente ao calor, denominada Bacillus sporothermodurans, em funcao de sua capacidade de formacao de esporos.
O presente trabalho teve como objetivos verificar a presenca desta bactéria em leites UAT (Ultra Alta Temperatura) integral e des-
natado, comercializados na regido do Alto Uruguai - RS e quantificar a capacidade de resisténcia a altas temperaturas das formas
encontradas. Os resultados revelaram a presenca desta bactéria em 54,5% das marcas analisadas, com 36,5% dos lotes analisa-
dos contaminados. A resisténcia térmica desta bactéria em relagao ao teor de lipidios mostraram tendéncia a uma maior resistén-
cia em leite integral. Pode-se concluir que, embora esta bactéria seja descrita como nao patogénica, € importante salientar a im-
portancia de novos estudos para obter maiores conhecimentos sobre suas caracteristicas, uma vez que sua presenca mostrou-se
comum.
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SUMMARY

OCCURRENCE OF Bacillus sporothermodurans IN INTEGRAL AND SKIMMED UHT MILK. Due to its full and balanced
composition, milk comprises an ideal raw material for the development of a variety of groups of microorganisms. Bacteria, fungus,
viruses and others can provoke significant alterations in milk and derivatives. Despite the UHT process, in which long-life milk is
submitted, the presence of a new type, highly thermal-resistant bacterium, called Bacillus sporothermodurans, was verified in the
last years, due possibly to its capacity of spores formation. This work is aimed at investigating the presence of this bacterium in
both integral and skimmed UHT milk, commercialized in the north and neighbor region of Rio Grande do Sul state and to quantify
the resistance capacity to high temperatures processing. Results revealed the presence of this bacterium in 54.5% of the products
analyzed with 36.5% of the analyzed batches contaminated. The thermal resistance of this bacterium with regard to lipids content
was demonstrated to be greater in integral milk. We can conclude that even though this bacterium is described as not being
pathogenic, it might be relevant to conduct new investigations towards assessing its characteristics, once its presence has been

noticed to be very common.
Keywords: Bacillus sporothermodurans; UHT; endoesporos.

1 - INTRODUCAO

A analise microbiologica atua como ferramenta fun-
damental para a obtencao de dados sobre a qualidade, sa-
nidade, higiene e seguranca na producao de alimentos;
desta forma, tem sido adotada na industria de alimentos
para o controle de qualidade [3].

A flora bacteriana do leite varia consideravelmente,
em numero e espécie, dependendo de como o mesmo se
contamina. O leite proveniente de animais sadios, orde-
nhados de forma asséptica, contém poucos microrganis-
mos, porém pode sofrer contaminacdo a partir do am-
biente e do homem, dependendo dos métodos utilizados
no manejo dos animais, os quais determinarao a carga
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microbiana e as espécies envolvidas [6, 7].

Conforme FRANCO & LANDGRAF (3], a esteriliza-
¢ao, por sua vez, significa a destruicao de todas as célu-
las viaveis que possam ser enumeradas por técnica apro-
priada de semeadura. Em alimentos, emprega-se o termo
"esterilizacao comercial" para indicar que nenhum mi-
crorganismo viavel pode ser detectado pelos métodos
usuais de semeadura, ou ainda que, o numero de sobre-
viventes € tdo baixo que nessas condicoes de envasamen-
to e armazenamento € insignificante.

Leite UAT (ultra alta temperatura) € o leite homoge-
neizado submetido a temperatura de 130 a 150°C por 2 a
4 segundos, mediante processo térmico de fluxo conti-
nuo, imediatamente resfriado a temperatura inferior a
32°C e envasado sob condicdes assépticas em embala-
gens estéreis e hermeticamente fechadas [2].

De acordo com FRANCO & LANDGRAF [3], as bacté-
rias pertencentes ao género Bacillus compreendem um
grande numero de espécies, estando relatadas até o mo-
mento, 48 espécies diferentes. As bactérias deste género
caracterizam-se por uma intensa atividade metabdlica,
jaque produzem enzimas que degradam muitos substra-
tos organicos. Devido a esta caracteristica, a identifica-
cao desses microrganismos € bastante complicada, nao
havendo um consenso geral sobre a melhor forma de fa-
zé-la.
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Segundo PETTERSSON et al. [4], o Bacillus sporot-
hermodurans apresenta-se sob a forma de bastonetes lon-
gos (>30um) e filamentosos com aproximadamente
0,7mm de diametro, os quais produzem coloracao desi-
gual quando submetidas a reacao de Gram e aparéncia
granular ou de uma fileira de pérolas. As células também
apresentam motilidade por meio de flagelos peritricos e
sdo aerdbias estritas. Os esporos possuem forma elipsoi-
dal, estando localizados em posicao terminal sem disten-
der o esporangio, embora sejam raramente observados
em culturas de laboratério normais. As colonias sao pe-
quenas, lisas e de coloracdo de quase branca a bege e nao
ha pigmento soltuvel.

O Bacillus sporothermodurans parece resistir as con-
dicoes de tempo e temperatura empregadas atualmente
no sistema UAT de processamento térmico, pelo método
de injecdo indireta de vapor, fato que desperta preocupa-
cao pela possibilidade de prejuizos com a condenacédo de
lotes do produto, acrescida do fato do consumo de leite
em embalagens "longa vida" estar aumentando significa-
tivamente no Brasil [1].

Em se tratando de um problema relativamente re-
cente, ha escassez de dados técnicos a respeito desta bac-
téria na literatura internacional, principalmente com re-
lacao a seu comportamento, suas caracteristicas fisiolo-
gicas e bioquimicas, mecanismos do processo de deterio-
racao dos produtos, sua resisténcia térmica, caracteris-
ticas ecologicas, niveis de contaminacéo e técnicas de iso-
lamento.

Com o objetivo de detectar a presenca do Bacillus
sporothermodurans e verificar a influéncia do teor de lipi-
dios na sua capacidade de resisténcia a altas temperatu-
ras, foram realizadas analises de todas as marcas comer-
cializadas na regiao Norte do Rio Grande do Sul.

2 - MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de 11 marcas de leite
UAT comercializadas na regido Alto Uruguain - RS, sen-
do adquiridas oito unidades de cada marca, totalizando
88 unidades analisadas.

De cada marca analisada, foram adquiridas amos-
tras de leite integral e desnatado em dois lotes distintos,
com a finalidade de estabelecer relacoes com a presenca
da bactéria em relacédo ao teor de lipidios. Em cada uni-
dade analisada foi realizado plaqueamento em duplicata
totalizando 176 placas.

De cada amostra foram catalogadas informacdes do
rétulo das embalagens, sendo o nome codificado por le-
tras.

As amostras foram incubadas em embalagem origi-
nal por sete dias a uma temperatura em torno de 37°C,
com objetivo de enriquecer o leite contaminado. Apés a in-
cubacao, amostras de leite foram inoculadas em meio de
cultura BHI Agar e Agar Nutriente enriquecido com vita-
mina B, auma temperatura em torno de 37°C com obje-
tivo de obter o crescimento e isolar a bactéria [1, 5]. Aore-
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alizar o plaqueamento, foi verificado também o pH, com o
objetivo de comparar amostras contaminadas com amos-
tras estéreis.

Foi feita a coloracdo de Gram de colonias isoladas pa-
ra analisar a sua morfologia e comparar com a bibliogra-
fia.

Para avaliar a capacidade de resisténcia ao trata-
mento térmico em autoclave, foram separadas aliquotas
de amostras contaminadas que variaram de 10 a 10
UFC (integral e desnatado) em enrlemeyers estéreis, e
submetidas a variacdes de temperatura e tempo de 5, 10,
15 e 20 minutos a 121°C em auto-clave e posteriormente
plaqueadas em duplicata e incubadas em estufa (37°C)
para comparar quantitativamente o seu desenvolvimen-
to.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

As colonias cultivadas em laboratério durante as
analises realizadas, apresentaram-se em forma de col6-
nias tipicas, ou seja, pequenas, lisas com coloracao cin-
za-clara e bordas ligeiramente onduladas, conforme cita-
do por PETTERSSON et al. [4]. A visualizacdo dessas ca-
racteristicas podem ser observadas na Figura 1, a qual
mostra um repique em aumento, realizado em meio de
cultura Agar Nutriente enriquecido com vitamina B, .

FIGURA 1 - Imagem de coldnias tipicas de Bacillus sporothermo-
durans. Aumento 9x

Os resultados das analises feitas para determinar a
presenca da bactéria, revelaram que 6 marcas (54,5%)
apresentavam-se contaminadas por B. sporothermodu-
rans. De acordo com PETTERSSON et al. [4], o tratamen-
to empregado no leite UAT, deveria resultar na destrui-
cao de quaisquer células vegetativas e endosporos pre-
sentes na matéria-prima crua, o que nao se confirma no
presente trabalho, onde os resultados revelam a conta-
minacéo positiva na maioria das marcas analisadas, co-
mo mostra a Figura 2, permitindo afirmar que o resulta-
do é expressivo.

Os trabalhos realizados, até momento, revelam que a
bactéria ndo é patogénica, mas o conceito dado podera
mudar com estudos posteriores, uma vez que se conhece
muito pouco em relacdo ao seu metabolismo e a seu com-
portamento no trato digestivo humano.
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Nimero de marcas contaminadas

5
negativas
(45,5%) 6

positivas
(54,5%)

FIGURA 2 - Indice de marcas contaminadas

O pH das amostras ficou entre 6,40 e 6,90, sendo
que a variacdo do pH nao ultrapassou 0,15 unidades
quando comparadas as amostras incubadas com amos-
tras ndo incubadas, ficando de acordo com as regras pro-
postas pela Associacdo Brasileira de Leite Longa Vida,
que preconiza que esta nao deve ultrapassar 0,2 unida-
des.

Microscopicamente, ao analisar a bactéria em labo-
ratério usando a técnica de coloracdo de Gram, as célu-
las apresentaram-se sob a forma de bacilos longos e fila-
mentosos, produzindo coloracao desigual (Figura 3), con-
cordando com PETTERSSON et al. [4].

FIGURA 3 - Visualizagdo microscépica do Bacillus
sporothermodurans. Aumento 1000x

Em relacdo ao numero total de lotes (44 lotes) anali-
sados os resultados mostraram 16 lotes contaminados
(Figura 4), representando um indice de 36,5%.

Em relacédo aos resultados das analises de presenca
da bactéria realizadas de acordo com o teor de gorduras,
verificou-se um indice maior de contaminag¢ao no niime-
ro de lotes de leite desnatado do que em relacao aos lotes
de leite desnatado (Figura 5). Por serem bactérias aero-
bias estritas, conforme PETTERSSON et al. [4], provavel-
mente o oxigénio difundido no leite desnatado seja
maior, possibilitando um desenvolvimento com facilida-
de antes de iniciar a esporulacdo novamente.

Os resultados das analises de resisténcia ao trata-
mento térmico, revelaram maior resisténcia em autocla-
ve 0s esporos presentes no leite integral (Figura 6).
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indices dos lotes contaminados

16
positivos
(36,5%)

28
negativos
(63,5%)

FIGURA 4 - Total de lotes contaminados

Indice de lotes contaminados

41
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teor de lipidios

FIGURA 5 - Relacao de lotes contaminados de acordo

Indice de eliminagao

101
100
99
a8
% a7
96
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94
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92 +

.I integral
\Bdesnatado

minutos

FIGURA 6 - Dados demostrando o indice de eliminacéo (%) a
temperatura de 121°C em relacdo ao tempo (1 = 5min.; 2 = 10
min.; 3 =15min.; 4 =20min.)

De acordo com FRANCO & LANDGRAF [3], a presen-
ca de lipidios no alimento aumenta a capacidade de re-
sisténcia térmica de alguns microrganismos. Essa prote-
cao é, algumas vezes, denominada protecdo lipidica.
Presume-se que o aumento na resisténcia térmica esteja
diretamente ligado ao fato de a gordura afetar o contetido
de agua na célula. Estudos com C. botulinum, demons-
traram que acidos graxos de cadeia longa sdo melhores
protetores que os acidos graxos de cadeia curta. A resis-
téncia dos esporos parece ser decorrente da desidratacdo
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do protoplasto, mineralizacéo e adaptacéo térmica.

Para a destruicao total dos esporos presentes no leite
integral, os resultados revelam que ha necessidade de
um tempo acima de 15 minutos, a 121°C, sendo que a eli-
minacao nesse tempo foi de 99%, restando alguns espo-
ros que poderiam vir a germinar em condi¢des favora-
veis. Em relacdo ao leite desnatado, constatou-se que os
esporos ndo resistiram ao tempo de 15 minutos, a 121°C,
ou seja, a eliminacao de esporos capazes de germinarem
foi total.

Com o tratamento térmico de 20 minutos, a 121°C
houve eliminacao total dos esporos em todas as amos-
tras (integral e desnatado).

4 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados permitem concluir que
foi encontrado em 54% das marcas dos leites UHT anali-
sados.

A relacao do teor de gordura com a capacidade de re-
sisténcia ao tratamento térmico da bactéria, nos mostra
que possivelmente as moléculas de lipidios contribuem
naresisténcia a altas temperaturas, determinado tempe-
raturas distintas para a eliminacao total dos esporos.

Convém ressaltar a importancia de novos estudos so-
bre a referida bactéria, pois, por ser um assunto relativa-

mente novo e presente em nosso meio, ha poucos dados
encontrados na literatura.
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