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QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE LEITE CRU REFRIGERADO E ISOLAMENTO
DE BACTERIAS PSICROTROFICAS PROTEOLITICAS!

Claudia Lucia de Oliveira PINTO?*, Maurilio Lopes MARTINS?, Maria Cristina Dantas VANETTI?

RESUMO

A estocagem do leite cru refrigerado na fonte de producao reduz perdas econdmicas por atividade acidificante de bactérias mesofilicas,
mas permite a selecao de bactérias psicrotroéficas relacionadas a problemas tecnolégicos e econémicos na indudstria de laticinios.
Com o objetivo de avaliar a qualidade microbioldgica de leite cru, foram analisadas amostras provenientes de tanques de refrigeracao
individual, coletivos e do silo de uma industria processadora de leite. Além disso, bactérias psicrotroéficas proteoliticas foram isoladas
do leite cru refrigerado e caracterizadas quanto a reacdo ao Gram e fermentacao de glicose. O leite cru refrigerado mantido no silo
industrial ndo atendeu ao padrao microbiolégico legal e apresentou contagens microbianas significativamente superiores as do leite
mantido em tanques individuais ou coletivos. Diferenca significativa na contaminagao por meséfilos e psicrotroéfilos proteoliticos e
nao proteoliticos e por Pseudomonas foi observada entre as amostras coletadas nos tanques de refrigeracdo e no silo industrial. A
microbiota Gram-negativa foi isolada com maior freqiiéncia, especialmente bactérias Gram-negativas nao fermentadoras de glicose.
Palavras-chave: leite refrigerado, microbiota psicrotréfica, qualidade microbioldgica.

SUMMARY

MICROBIAL QUALITY OF RAW REFRIGERATED MILK AND ISOLATION OF PSYCHROTROPHIC PROTEOLYTIC BACTERIA. Storing
refrigerated raw milk in the source of production reduces economic losses which occur due to the acidifying activity of mesophilic
bacteria. Nevertheless, this process selects psychrotrophic bacteria that cause technological and economic problems to the dairy
industry. Samples of individual and collective refrigerated tanks and samples from an industrial silo in a dairy industry were collected
and analyzed to evaluate the microbiological quality of raw milk. Furthermore, proteolytic psychrotrophic bacteria were isolated from
refrigerated raw milk and characterized according to the Gram reaction and glucose fermentation. The refrigerated raw milk from the
industrial silo was not compatible with legal microbiological standards, and its microbial count was significantly higher than milk from
individual and collective tanks. A significant difference of contamination by mesophiles, proteolytic and non-proteolytic psychrotrophs,
and Pseudomonas was observed in samples collected from refrigeration tanks compared to samples collected from the industrial silo.
The Gram-negative microbiota was isolated more often, especially the glucose non-fermentative Gram-negative bacteria.

Keywords: raw milk, psychrotrophic microbiota, microbial quality.

1 - INTRODUCAO

A implementacao da estocagem do leite cru refrigerado
na fonte de producao iniciou-se no Brasil, na década de
90, sendo regulamentada pelo Ministério da Agricultura
em 2002 [4]. Esta pratica reduz os custos operacionais de
producao, incluindo a deterioracdo do leite por atividade
acidificante de bactérias mesofilicas. Porém, pode ocasionar
problemas tecnolégicos associados a atividade de enzimas
proteoliticas e lipoliticas de bactérias psicrotréficas. Mui-
tas destas enzimas sao termorresistentes [23, 33] e estao
relacionadas as perdas de qualidade e a reducgao da vida de
prateleira do leite UHT e de outros produtos lacteos [8, 9,
11,17, 18, 22, 24, 28, 35, 39, 40].

A microbiota psicrotréfica contaminante do leite inclui
espécies de bactérias Gram-negativas dos géneros Pseudo-
monas, Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes,
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Chromobacterium e Flavobacterium e bactérias Gram-posi-
tivas dos géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e
Microbacterium spp. [10, 11, 12, 16, 21, 29, 30, 34, 42].

Bactérias do género Pseudomonas tém sido isoladas com
maior freqiiéncia do leite e de produtos lacteos refrigera-
dos [11, 13, 14, 15, 43], embora nao representem mais do
que 10% da microbiota do leite cru recém-ordenhado [35].
Esse género inclui espécies que apresentam um tempo de
geracao curto, entre 0 °C e 7 °C, e uma temperatura minima
de crescimento baixa, de até - 10 °C [35].

A contaminacido dos produtos lacteos por bactérias
psicrotroéficas pode originar-se do suprimento de agua de
qualidade inadequada, deficiéncias de procedimentos de
higiene e mastite [13, 14, 26, 32]. Portanto, procedimentos
de higienizacado empregados na cadeia produtiva do leite
constituem pontos criticos para a obtencao de uma matéria-
prima de alta qualidade.

No Brasil, ndo existe uma regulamentacao especifica
quanto a qualidade microbiolégica do leite cru destinado a
fabricacdo de produtos lacteos especificos. Entretanto, com
base nos dados da literatura, é imprudente a fabricacao de
produtos a partir do leite cru com contagem de psicrotroéficos
superior a 5,0 x 10 UFC/mL. Considerando a escassez de
informac6es sobre a microbiota contaminante do leite apés
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a implantacao da Instrucdo Normativa n® 51 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, objetivou-se,
neste trabalho, avaliar a qualidade microbioldgica do leite
cru refrigerado destinado a producao de leite UHT e isolar
bactérias psicrotroéficas proteoliticas predominantes.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

As amostras de leite cru refrigerado granelizado foram
coletadas em uma industria de laticinios localizada na Zona
da Mata Mineira, receptora e processadora de, aproximada-
mente, 200.000 L de leite por dia. Nesta empresa havia uma
rede de fornecedores de matéria-prima composta de 230 tan-
ques individuais e 90 tanques coletivos, com capacidade
entre 250 e 3.000 L/tanque, atendendo a, aproximadamente,
1.000 cooperados. Um percentual aproximado de 98% do
leite € recebido pela empresa de forma granelizada. Foram
coletadas 33 amostras de leite em tanques de refrigeragao
individuais e 12 amostras em tanques coletivos. Segundo
a Norma ABNT NBR 5429 [1], a amostragem minima deve-
ria ser de 18 amostras para os 230 tanques individuais e
nove amostras para os 90 tanques coletivos. Para a coleta,
manuseio e manutencao das amostras, seguiram-se os
procedimentos da Federacdo Internacional de Laticinios
[25]. Amostras de 200 mL de leite cru refrigerado, estocado
por, aproximadamente, 48 h em tanques de refrigeracao
individuais e coletivos, foram coletadas, aleatoriamente, em
frascos de vidro esterilizados, em diferentes propriedades
rurais. No momento da coleta de amostras, a temperatura
de estocagem do leite foi medida e foram obtidas infor-
macoes sobre a origem e o tratamento da 4gua usada nos
procedimentos de higienizacao. Apés a coleta, as amostras
foram imediatamente colocadas em banho de gelo, com
temperatura inferior a 4 °C e transportadas ao laboratério
para a realizacdo das analises microbiolégicas.

2.2 - Caracterizacao da microbiota bacteriana
contaminante do leite cru refrigerado

2.2.1 - Lactofermentacao

As amostras de leite cru refrigeradas foram submeti-
das a prova de lactofermentacao, para verificacao do tipo
de microbiota mesofilica predominante no leite, com base
no aspecto, odor e tipo de coagulo formado. Aliquotas de
10 mL do leite foram incubadas a 37 °C, por 24 a 48 h para
posterior avaliacao do tipo de coagulo formado [3].

2.2.2 - Contagens de bactérias mesofilicas e
mesofilicas proteoliticas

Foi realizada em Agar Caseinato para Métodos Padro-
nizados - SMCA de acordo com metodologia recomendada
por FRANK et al. [19].
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2.2.3 - Contagem de bactérias
psicrotroficas e isolamento e caracterizacao de
bactérias psicrotroficas proteoliticas

Dilui¢oes decimais das amostras do leite cru foram
plaqueadas em SMCA para contagem de bactérias psicro-
tréficas e psicrotroficas-proteoliticas viaveis, com incubacgao
a6,5°C=*0,5°C, por 10 dias. A contagem de Pseudomonas
spp. foi realizada ap6s 72 h de incubacao, a 22 °C, em agar
base para Pseudomonas CM559 (Oxoid®), adicionado de
cetrimida (10 mg/L), fucidina (10 mg/L) e cefalosporina
(50 mg/L) (suplemento seletivo SR 103E, Oxoid®). Os re-
sultados foram expressos em Unidades Formadoras de
Colonias - UFC/mL.

Foram selecionadas de trés a quatro coldnias de isolados
com halos de clarificacdo e/ou de precipitacdo da caseina
do meio de cultura SMCA, com as maiores diluicoes de
amostras de leite cru. Os isolados foram purificados em
agar nutriente e conservados congelados a - 80 °C, em caldo
tripticaseina e soja — TSB, adicionado de 20% de glicerol.
Quando necessario, a ativacao dos isolados foi feita em caldo
TSB, com incubacao a 25 °C, por 48 h.

Os isolados foram caracterizados quanto a morfologia
e reacao de Gram. O metabolismo fermentativo da glicose
foi pesquisado nos isolados Gram-negativos em meio Rugai
modificado por Pessoa e Silva (MBiolog Diagnoésticos Ltda.).
Os isolados que se apresentaram como Gram-negativos
nao-fermentadores de glicose foram avaliados quanto a
producao de pigmentos fluorescentes, apés o crescimento
em SMCA, com o auxilio de uma lampada ultravioleta Spec-
troline, Modelo CA-160, com irradiacao em comprimento
de onda de 365 nm.

2.3 - Analises estatisticas

Os dados referentes as contagens microbianas nas
amostras dos diferentes grupos de microrganismos foram
analisados comparando-se as médias entre tanques indi-
viduais, coletivos e no silo industrial, por meio da analise
de variancia e teste de Tukey a 5% de probabilidade. Além
disso, foi realizada uma analise descritiva do percentual de
amostras coletadas em tanques individuais, coletivos e no
silo industrial quanto ao grau de contaminagao pelos grupos
de microrganismos avaliados, agrupando-as em diferentes
faixas de contagens. Empregou-se, para as analises estatis-
ticas, o Sistema de Analise Estatistica - SAS [36].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Caracterizacao da microbiota bacteriana
do leite cru refrigerado

3.1.1 - Lactofermentacao

A maior variacao nos tipos de coagulos formados na
prova de lactofermentacao foi observada nas amostras
coletadas em tanques individuais de refrigeracao de leite e
a menor variacdo ocorreu nas amostras coletadas no silo
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industrial (Tabela 1). Um total de 64,7% das amostras dos
tanques individuais apresentou codgulos dos tipos: digerido,
floculoso, caseoso ou sulcado, o que indica a predominancia
de microbiota proteolitica (Tabela 1). Codgulos homogéneos
ou gelatinosos, observados em 32,3% das amostras coletadas
em tanques individuais (Tabela 1), indicaram a predomi-
nancia de bactérias laticas, que correspondem aos tipos de
coagulos desejaveis a induastria de laticinios, por indicar a
boa qualidade bacteriolégica de amostras de leite cru. A
auséncia de coagulo, constatada em uma amostra coletada
em tanque individual (Tabela 1), pode estar relacionada com
a presenca de residuos de substancias antimicrobianas. De
acordo com BRAMLEY & McKINNON [3], a auséncia de coa-
gulo na prova de lactofermentacao € indicativa de presenca
de residuos de substancias antimicrobianas ou a presenca
de um nuamero baixo de células microbianas. Nas amostras
coletadas em tanques coletivos, 50% apresentaram coagulo
homogéneo ou gelatinoso e 50% apresentaram coagulos dos
tipos digerido, caseoso e floculoso, tipicos de microbiota
proteolitica (Tabela 1).

Em amostras de leite cru nao-refrigeradas, FROEDER
[20] também constatou uma incidéncia elevada de amostras
com coagulo caseoso na prova de lactofermentacao, indican-
do a predominancia de microbiota proteolitica. Porém, esta
autora observou a predominancia de amostras com coagulos
do tipo gelatinoso, tipico de bactérias do acido latico, o que
pode ser relacionado com o fato de que as amostras de leite
cru nao eram refrigeradas.

TABELA 1 - Percentual dos tipos de coagulos formados na prova de
lactofermentacédo, em amostras de leite refrigerado granelizado,
coletadas em tanques de refrigeracdo individuais, coletivos e
no silo industrial.

Tipo de coagulo Origem
Tanques Tanques Silo industrial
individuais coletivos
Homogéneo 29,4 37,5 50,0
Gelatinoso 2,9 12,5 0,0
Floculoso 17,6 25,0 0,0
Caseoso 2,9 0,0 0,0
Digerido 26,5 12,5 25,0
Sulcado 17,6 12,5 25,0
Auséncia de coagulo 2,9 0,0 0,0

3.1.2 - Bactérias mesofilicas e mesofilicas
proteoliticas

Maior variacao entre as contagens de bactérias meso-
filicas foi observada nas amostras coletadas em tanques
individuais e foi de 2,5 x 10° UFC/mL a 3,0 x 10 UFC/mL.
Estes resultados sugerem que, em algumas propriedades,
as praticas higiénicas adotadas nao garantiram uma con-
taminacao baixa do leite armazenado sob refrigeracao. A
variacao nas contagens de mesofilos nas amostras coleta-
das em tanques coletivos foi de 1,0 x 10* UFC/mL a 1,2 x
10¢ UFC/mL, com média de 3,8 x 10° UFC/mL.

Em quatro das 33 amostras coletadas em tanques in-
dividuais, constatou-se contagem padrao de meséfilos que
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nao atenderam ao requisito microbiolégico proposto pelo
Ministério da Agricultura em vigor a partir de 01/07/2005,
para as regioes Sul, Sudeste e Centro-Oeste, que € de 1,0 x
10¢ UFC/mL [5]. O maior valor encontrado para a contagem
de bactérias mesofilicas aerébias nas amostras coletadas
do silo industrial foi de 5,5 x 10 UFC/mL. Este nimero é
semelhante aos valores constatados por SILVA [38] em amos-
tras de leite cru coletadas em silos industriais de laticinios
localizados no Estado de Sao Paulo e inferior aos valores
constatados para as amostras provenientes dos Estados
do Rio Grande do Sul (1,4 x 107" UFC/mL) e Goias (1,9 x
107 UFC/mL). De acordo com o autor, contagens mais baixas
encontradas nas amostras coletadas no Estado de Sao Paulo
podem ter sido influenciadas pela menor distancia entre os
centros de producao de leite e a fabrica de laticinios.

A contaminacao do leite cru refrigerado por bactérias
mesofilicas aerébias variou entre 1,4 x 106 UFC/mL e 5,5 x
10°UFC/mL e este namero estd acima do padrao estabelecido
na legislacao vigente [5]. A menor variacao na populagao
mesofilica nas amostras analisadas pode estar associada a
constante homogeneizacao do leite no silo enquanto que, a
maior contaminacio dessas amostras pode ser resultante
da mistura de leite cru de origens e graus de contaminacao
diferentes. Além disso, deve-se considerar que contaminacgoes
adicionais e crescimento microbiano podem ocorrer durante
o transporte e a estocagem na induastria. Esse resultado ¢
diferente do apresentado por SILVA [37], que encontrou uma
grande variagao entre os valores minimo, mediano € maximo
de mesoéfilos, respectivamente de 1,9 x 10* UFC/mL; 3,2 x
10°UFC/mL; e 1,6 x 108 UFC/mL, em amostras de leite cru
refrigerado, coletadas no silo de uma inddstria e destinadas
ao processamento de leite UHT.

A contaminacao elevada constatada nas amostras de
leite cru refrigerado pode estar associada com procedi-
mentos de higienizacao inadequados no sistema de pro-
ducao, considerando que residuos de leite presentes nas
superficies dos equipamentos constituem nutrientes para
o crescimento de bactérias que contaminam o produto
em etapas subseqiientes do processamento. Além disso, o
contato do leite com animais sujos, ambientes inadequados
de producao, falhas na velocidade de resfriamento do leite
para temperaturas inferiores a 4,4 °C e leite proveniente de
animais com mastite também podem resultar em contagens
microbianas elevadas.

Nao houve diferenca (p < 0,05) entre as médias de
contagens de bactérias mesofilicas proteoliticas das amos-
tras dos tanques individuais e coletivos. Porém, a média
de mesofilicos proteoliticos em amostras de silo industrial
diferiu das encontradas nas amostras coletadas nos tanques
individuais e coletivos (Tabela 2).

3.1.3 - Bactérias psicrotroéficas e
psicrotroficas proteoliticas

A contagem de bactérias psicrotroéficas no leite cru re-
frigerado variou entre 2,0 x 102 UFC/mL e 1,0 x 107 UFC/mL
nas amostras coletadas em tanques individuais, entre 8,9 x
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TABELA 2 - Médias dos logaritmos dos nimeros de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) de bactérias mesdfilas, meséfilas
proteoliticas, psicrotroéficas, psicrotréficas proteoliticas e de Pseudomonas spp., de amostras coletadas em tanques de refrigeracao

individuais, coletivos e no silo industrial.

Local de amostragem Mesofilas Mesofilas proteoliticas Psicrotroficas Psicrotroficas proteoliticas = Pseudomonas spp.
Tanque Individual 5,132 4,652 4,492 3,622 3,942
Tanque Coletivo 5,262 4,85%b 4,70%b 3,830 4,472°

Silo Industrial 6,36° 5,66° 6,20° 5,25b 5,84°

Médias seguidas de uma mesma letra nas colunas nao diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

102 UFC/mL e 3,2 x 108 UFC/mL nos tanques coletivos e entre
5,6 x 10° UFC/mL e 6,4 x 105 UFC/mL nas amostras coletadas
no silo industrial. Contagens mais elevadas de bactérias
psicrotroficas também foram registradas por SILVA [38]
em amostras de leite cru coletadas em silos de industrias
processadoras de leite UHT dos Estados de Sao Paulo, Rio
Grande do Sul e Goias. Nessas amostras, as contagens de
bactérias psicrotroéficas variaram entre 1,4 x 108 UFC/mL e
8,8 x 107 UFC/mL e diferencas significativas foram detectadas
em funcao do Estado e da estacao.

Os percentuais de amostras de leite cru refrigerado, com
contagens de bactérias psicrotroéficas superiores a 10% da
contagem de mesofilos aerébios foram de 57,6%, 66,7% ¢
100% nas amostras coletadas em tanques de refrigeracao
individuais, coletivos e silo industrial, respectivamente. Estes
resultados indicam que, mais da metade das amostras de
leite estocadas em tanques individuais e coletivos e todas
as amostras estocadas no silo industrial ndo atendem ao
padrao estabelecido por BRASIL [6], que determina o con-
trole da contaminacdo da microbiota psicrotréfica de tal
forma que sua contagem nao exceda a 10% do nimero total
de mesoéfilos aerébios. Portanto, pode-se concluir que as
condicoes higiénicas de producao e de armazenamento, de
transporte e de refrigeracdo, nas diferentes etapas da cadeia
produtiva do leite, ndo estdo adequadas para minimizar a
contaminacao microbiana e o crescimento de bactérias psi-
crotroéficas. Relacao entre 47% e 80%, entre a contagem de
bactérias psicrotréficas e meséfilas aerébias em amostras
de leite cru estocadas a 4 °C, por 48 h foi observada por
CELESTINO et al. [7].

A contagem de bactérias psicrotréficas proteoliticas
variou entre 5,0 x 10! UFC/mL e 1,2 x 10 UFC/mL, 1,4 x
102 UFC/mL e 2,5 x 10° UFC/mL e 8,1 x 10* UFC/mL e
6,5 x 10° UFC/mL, nas amostras coletadas em tanques in-
dividuais, coletivos e no silo industrial, respectivamente.
O resultado das amostras coletadas no silo industrial foi
semelhante aos apresentados por SILVA [37]. Observou-se
que a contaminacao por bactérias proteoliticas em amostras
de leite de silos industriais, destinado ao processamento
UHT, variou entre 2,3 x 10® UFC/mL e 8,0 x 10° UFC/mL.
Essa microbiota constituida por bactérias psicrotréficas
proteoliticas, produtoras de proteases termorresistentes,
constitui a maior causa de deterioracao de amostras de leite
cru refrigerado [35].

A contagem de Pseudomonas spp. variou entre 1,0 x
10! UFC/mL e 3,8 x 10° UFC/mL, nas amostras coletadas
em tanques individuais; entre 8,0 x 102 UFC/mL e 6,3 x 10°
UFC/mL, nas dos tanques coletivos; e de 2 x 10* UFC/mL
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a 6,4 x 10® UFC/mL, nas do silo industrial. As médias das
contagens de Pseudomonas spp. foram 2,8 x 10° UFC/mL,
1,3 x 10° UFC/mL e 2,0 x 10® UFC/mL, nas amostras coletadas
em tanques individuais, tanques coletivos e silo industrial,
respectivamente.

Em 91,2% das propriedades, onde as amostras de leite
cru refrigeradas foram coletadas em tanques individuais,
a agua usada era proveniente de nascentes e, em 8,8%,
de pocos. Naquelas propriedades onde os tanques eram
coletivos, 75%, 8,3% e 16,7% da dgua empregada era pro-
veniente de nascentes, pocos e abastecimento municipal,
respectivamente. As aguas de nascentes € po¢os nao eram
submetidas a nenhum tipo de tratamento prévio de desinfec-
¢do para uso na ordenha e/ou na higienizacao de utensilios
e equipamentos. A contaminacao desses suprimentos de
agua nao tratada pode contribuir para o aumento da con-
taminacao do leite por bactérias deterioradoras, incluindo
as do género Pseudomonas.

As amostras de leite coletadas no silo industrial apre-
sentaram contagens de microrganismos sempre superio-
res (p < 0,05) as encontradas em amostras dos tanques
individuais e coletivos (Tabela 2). Durante a estocagem de
amostras de leite cru sob refrigeracao, CELESTINO et al.
[7] observaram o aumento do nimero de bactérias psicro-
tréficas com atividades proteoliticas e lipoliticas. Os efeitos
da estocagem sob refrigeracao incluiram a ocorréncia de
proteolise e lipolise.

Diferencas significativas, em fun¢do do Estado e da esta-
¢ao, nas contagens de bactérias psicrotréficas, em amostras
de leite cru refrigeradas coletadas em silos industriais, foram
registradas por SILVA [38]. Contagens entre 1,4 x 10° UFC/mL
e 8,8 x 107 UFC/mL foram constatadas pelo autor e os maiores
valores foram nas amostras coletadas na estagao chuvosa.
Uma correlacao positiva entre a contagem de bactérias
psicrotroficas do leite cru e o aumento da viscosidade do
leite UHT também foi observada, sugerindo a atividade de
enzimas proteoliticas termorresistentes. As contagens de
bactérias psicrotréficas encontradas por SILVA [38] nas
amostras de leite cru refrigerado, coletadas no silo industrial
nos diferentes Estados, foram superiores as constatadas
neste estudo. Estes resultados podem ser relacionados com
as diferencas das condicoes de cada industria, incluindo o
tempo de refrigeracao resultante do somatério de horas de
refrigeracao na fonte de producao, transporte até o posto e
refrigeracao, descarregamento-estocagem-carregamento no
posto de refrigeracao, transporte até a industria e descarga
e estocagem na planta industrial.
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A estocagem de amostras de leite tipoA,a4°Cea8 °C,
resultou no aparecimento de sabor amargo no produto em
decorréncia da atividade proteolitica e de bactérias psi-
crotroéficas, segundo THIELMAN [41], que ainda observou
que o problema variou em func¢ao das condi¢oes higiénicas
da granja leiteira. Esses dados reforcam a importancia de
investimentos e de medidas que aprimorem as técnicas de
boas praticas de higiene na cadeia produtiva do leite.

Constatou-se, nas amostras coletadas em tanques cole-
tivos, um maior percentual de amostras de leite cru refrige-
rado e granelizado contaminado com mes6filos, meséfilos-
proteoliticos, psicrotroéficos, psicrotréficos proteoliticos e
Pseudomonas, com contagens na faixa entre 10° UFC/mL e
106 UFC/mL (Tabela 3). Observou-se também que, na maioria
das vezes, as amostras com contagens acima de 10 UFC/mL
foram coletadas no silo industrial (Tabela 3). Este resultado
sugere que os procedimentos de higienizacao, associados
ao tempo e a temperatura de estocagem da matéria-prima
na fonte produtora e as condicbes de transporte, nao foram
suficientes para reduzir a contaminacao e o crescimento dos
microrganismos contaminantes.

Existe uma grande controvérsia entre a relacao do nu-
mero de bactérias contaminantes e os possiveis defeitos na
qualidade do leite e derivados apés o processamento. ADAMS
et al. [2] observaram que populacées altas de psicrotréficos
nao sao necessarias para a producao de concentracoes signi-
ficativas de proteases termorresistentes. KOCAK & ZADOW
[27], ao estudarem o efeito da populagao bacteriana sobre
a geleificagdao em leite UHT integral, estocado a 25 °C, e a
extensdo da protedlise, também constataram que amostras de
leite UHT processadas com contagem bacteriana alta e baixa
geleificaram na mesma proporcao. Os autores concluiram
que o tempo de geleificacao nao pareceu estar associado
somente com a qualidade microbiolégica do leite.

Temperatura de refrigeracao abaixo de 4 °C foi regis-
trada principalmente em tanques individuais (39,4%), que
¢ a condicao recomendada pela legislacao. Em 58,3% das

amostras coletadas em tanques coletivos, foram observadas
temperaturas entre 4 °C e 7 °C e, em 16,7% das amostras,
a temperatura foi superior a 10 °C.

3.1.4 - Isolamento e caracterizacao de
bactérias psicrotroéficas proteoliticas

Foram isoladas 153 bactérias psicrotréficas proteo-
liticas de amostras de leite cru refrigeradas em tanques
de granelizacao individuais, coletivos e no silo industrial.
Dentre os isolados Gram-negativos (75,2%), 27% e 48%
foram, respectivamente, Gram-negativos fermentadores e
Gram-negativos nao-fermentadores. A predominancia do
isolamento de bactérias Gram-negativas, observada nas
amostras de leite cru refrigerado esta de acordo com resul-
tados de outras pesquisas, nas quais elas sao consideradas
como contaminantes mais freqiientes [11, 15]. Com base
na fermentacao da glicose em meio Rugai modificado, os
isolados foram classificados em dois grupos: fermentadores
e nao fermentadores.

Bactérias nao fermentadoras de glicose representaram
o maior percentual dentre as isoladas. Neste grupo, estdo
incluidos géneros como Acinetobacter, Aeromonas, Burkhol-
deria, Chryseobacteriun (Flavobacterium), Chryseomonas,
Moraxella e Pseudomonas, entre outros. Diversas pesquisas
reportaram Pseudomonas fluorescens como a bactéria mais
freqitentemente isolada de leite cru refrigerado. ADAMS
et al. [2] constataram que de 70% a 90% dos psicrotréficos
isolados de leite cru estocado a 4 °C, por uma semana, eram
Pseudomonas. ENEROTH et al. [13] observaram maior
freqiiéncia de isolamento de espécies de Pseudomonas
(72% a 77%) em amostras de leite cru, de leite pasteuriza-
do e de amostras ambientais de industrias de laticinios. A
importancia do controle da contaminacdo dessa bactéria
na cadeia produtiva do leite é relacionada ao seu potencial
enzimatico, o qual pode variar em funcao da estirpe. Dentre
0s 66 isolados de Pseudomonas de leite cru e processado,

TABELA 3 - Percentual de amostras de leite cru coletadas nos tanques de refrigeracao individuais, coletivos e no silo industrial, agru-

padas em faixas de contagens de grupos de microrganismos.

Grupo de Tanque Faixa ( UFC/mL)
Microrganismo 10" — 102 102-10° > 10% - 10* > 104 - 105 > 10° — 108 > 10¢
Mesofilos Individual -* - 6,1 39,4 42,4 12,1
Coletivo - - 0,0 25,0 58,3 16,7
Silo - - 0,0 0,0 0,0 100,0
Mesdfilos prote- Individual - - 18,5 48,1 33,3 0,0
oliticos Coletivo - - 18,2 27,3 54,5 0,0
Silo - - 0,0 0,0 75,0 25,0
Psicrotréficos Individual - 15,2 21,2 33,3 18,2 12,1
Coletivo - 0,0 0,0 25,0 58,3 16,7
Silo - 0,0 0,0 0,0 50,0 50,0
Psicrotréficos Individual 8,0 24,0 36,0 24,0 4.0 4,0
proteoliticos Coletivo 0,0 30,0 20,0 30,0 20,0 0,0
Silo 0,0 0,0 0,0 50,0 50,0 0,0
Pseudomonas  Individual 9,1 15,2 33,3 15,2 18,2 9,1
Spp. Coletivo 0,0 16,7 8,3 41,7 33,3 0,0
Silo 0,0 0,0 0,0 25,0 25,0 50,0
*dilui¢ao nao avaliada.
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58%, 58% e 47% possuiam atividade de proteases, lipases
e de lecitinase, respectivamente [43].

A producao de pigmentos fluorescentes foi constatada em
77.,4% dos isolados nédo fermentadores de glicose. De acordo
com os resultados descritos por MUIR [31], a microbiota
psicrotréfica predominante do leite estocado em tanques de
resfriamento na fonte de producao e em silos industriais é
Gram-negativa e representa 90% da microbiota total. Espécies
do género Pseudomonas sao os organismos mais comuns,
com um percentual aproximado de 50% do tipo fluorescen-
te. A principal espécie, P, fluorescens, é caracterizada pela
producao de um pigmento fluorescente difusivel durante o
seu crescimento em meio apropriado.

4 - CONCLUSOES

O leite cru refrigerado mantido no silo industrial nao
atendeu ao padrao microbioldgico legal e apresentou conta-
gens microbianas significativamente superiores as do leite
mantido em tanques individuias ou coletivos. Bactérias
Gram-negativas foram isoladas com maior freqiiéncia den-
tre os psicrotréficos proteoliticos. A refrigeracao do leite
cru, por periodos prolongados, na fonte de producdo ou
na industria, pode comprometer a sua qualidade, conside-
rando a possibilidade de selecao de bactérias psicrotréficas
proteoliticas. Portanto, ha necessidade de investimentos
continuos em boas praticas para prevencao da contamina-
cao e do crescimento microbiano na cadeia produtiva do
leite para reduzir problemas tecnolégicos € econdémicos na
industria de laticinios.
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