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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Isolamento de coliformes, estafilococos e enterococos de leite cru provenientes de
tanques de refrigera¢ao por expansiao comunitarios:
identificagao, acao lipolitica e proteolitica

Isolation of coliforms, staphylococci, and enterococci in raw milk from communitarian
expansion refrigeration tanks: identification, lipolytic and proteolytic action

Victor Maximiliano Reis TEBALDI!, Thales Leandro Coutinho de OLIVEIRA}Y,
Cleube Andrade BOARI}, Roberta Hilsdorf PICCOLIY

Resumo

O isolamento e a identificagdo de microrganismos em leite cru se tornam interessantes do ponto de vista de satide publica, pois dependendo
das espécies isoladas, a¢oes direcionadas podem ser tomadas visando a melhoria de sua qualidade. A deterioragado do leite é conseqiiéncia
sobretudo do crescimento de microrganismos psicrotroéficos, que produzem lipases e proteases termoestaveis que nao sao desnaturadas
durante o processo de pasteurizagdo, conferindo sabores e odores rancoso e amargo, respectivamente. Assim, o objetivo deste trabalho foi
isolar e identificar os principais géneros de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, Gram-negativas oxidase positiva, géneros
Staphylococcus e Enterococcus, bem como atividade de lipases e proteases de 16 propriedades rurais do municipio de Boa Esperanca-MG.
As bactérias Gram-negativas foram isoladas em agar eosina azul de metileno (EMB) e 4gar Entérico Hektoen. Estafilococos foram isolados
em agar Baird-Parker e Enterococcus em agar KF. Colonias de interesse foram coletadas e submetidas a coloragdo de Gram, e as provas de
catalase e oxidase. Apos esses procedimentos, os isolados selecionados foram identificados utilizando-se Bactray I, IT e IIT; Api 20 Strep; e
provas sugeridas pelo Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. A identificagdo soroldgica de Enterococcus foi realizada utilizando-se
Prolex. O leite oriundo das 16 propriedades continha cepas de microrganismos fecais como Escherichia coli e Enterococcus do grupo D de
Lancefield. Bactérias Gram-negativas oxidase positiva foram identificadas em cinco propriedades. Staphylococcus foram encontrados em
10 propriedades. O leite coletado nas fazendas investigadas possui microrganismos que comprometem sua qualidade. Todos os grupos de
microrganismos testados revelaram atividades de lipase e protease.

Palavras-chave: leite cru; identificagio bacteriana; bactérias mesofilicas; lipases; proteases.

Abstract

Isolation and identification of microorganisms in raw milk is interesting from the viewpoint of public health, since, depending on the species
isolated, directed actions may be taken to improve milk quality. Milk deterioration is mainly the result of the growth of psychrotrophic
microorganisms that produce heat-resistant lipases and proteases which are not denatured during pasteurization, conferring rancid and
sour flavors, respectively. Thus, this work aimed at isolating and identifying the main genera of bacteria belonging to the Enterobacteriaceae
family, oxidase-positive Gram-negative, Staphylococcus and Enterococcus genera, as well as determining lipase and protease activity in 16 rural
farms in Boa Esperan¢a-MG, Brazil. The Gram-negative bacteria were isolated in Eosin Methylene Blue (EMB) and Hektoen Enteric agar
media. Staphylococci were isolated in Baird-Parker agar and Enterococcus in KF agar. Colonies of interest were collected and submitted to
Gram stain and to catalase and oxidase tests. Following these procedures, the isolates selected were identified using Bactray I, IT and III; Api
20 Strep and tests suggested by Bergey s Manual of Determinative Bacteriology. Sorological identification of Enterococcus was carried out
using Prolex. Milk from the 16 rural properties contained strains of fecal microorganisms, such as Escherichia coli and Enterococcus from
the Lancefield D group. Oxidase-positive Gram-negative bacteria were identified in five farms. Staphylococcus was found in 10 farms. Milk
collected from the farms investigated contained microorganisms that compromise its quality. All the microorganism groups tested showed
lipase and protease activities.

Keywords: raw milk; bacterial identification; mesophyllic bacteria; lipases; proteases.

1 Introdugao

ISSN 0101-2061

A natureza complexa e interligada para se obter alimentos e
produzi-los de forma segura tem sido amplamente reconhecida.
A aproximagdo integrada para controlar a seguranca dos ali-
mentos por toda a cadeia produtiva tem se tornado importante
aspecto para se garantir grande numero de alimentos seguros.
Pensando em seguranca, vérios paises elaboraram e introdu-

ziram regulamentagdes para garantir a seguranca do alimento
em diferentes estagios na cadeia de produ¢do (VALEEVA etal.,
2005). Assim, no Brasil, em 2005, entrou em vigor a Instrugao
Normativa 51 na qual, dentre varios fatores a serem adotados
para a obtencdo de leite de boa qualidade e seguro, implemen-
tou-se a coleta do leite a granel e seu resfriamento a 4 °C em
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tanques de resfriamento por expansio, até que esse possa chegar
as industrias (BRASIL, 2002). O principal objetivo dessas regula-
mentagdes ¢ limitar o desenvolvimento da microbiota mesofilica
em que se encontra a grande maioria dos microrganismos pato-
genos e deterioradores, sendo essa microbiota usada por muitos
pesquisadores para diagnosticar multiplos problemas, correntes
ou em potencial, que possam existir nos rebanhos leiteiros
(JAYARAO et al., 2004). A concentracio de bactérias aerdbias
mesodfilas encontrada no leite cru em tanques de refrigeracao
pode variar amplamente de cerca de 6,3 X 10° UFC.mL™! a
valores superiores a 10° UFC.mL™! (BOOR et al., 1998; HAYES
et al., 2001). Entretanto, no leite, ndo sdo encontradas apenas
bactérias mesofilicas. A microbiota predominante no leite
cru geralmente inclui espécies de bactérias do acido lactico
(Lactococcus, Lactobacillus spp., Leuconostoc, Enterococcus ou
Streptococcus spp.), Pseudomonas spp., bactérias pertencentes
a familia Micrococcaceae (Micrococcus e Staphylococcus spp.)
e leveduras. Outros grupos microbianos presentes no leite cru
incluem Bacillus, Clostridium, Listeria spp. e enterobactérias.
Ha também muitas espécies como Acinetobacter, Alcaligenes,
Flavobacterium e Aeromonas, Arthrobacter, Corynebacterium,
Brevibacterium e Propionibacterium (LAFARGE et al., 2004).
Muitos desses microrganismos que compdem a microbiota do
leite sdo psicrotroficos, que, sob baixas temperaturas impostas
pelo armazenamento em tanque de expansdo, conseguem se
multiplicar e produzir enzimas, proteases e lipases, capazes de
deteriorar o leite sob refrigeracéo; assim, a vida de prateleira do
leite cru resfriado ndo consegue exceder cinco dias.

Embora a legislacdo coloque que a temperatura do leite
mantido em tanque de refrigeracido por expansdo deva ser
mantida a 4 °C, a realidade, em Boa Esperanca-MG, e em seu
entorno é outra. Levantamentos da temperatura do leite man-
tido em tanques de refrigeragdo dessa regido mostraram que
a temperatura do leite pode alcangar até 14 °C (comunica¢ido
pessoal). A essa temperatura, microrganismos mesofilicos tém
a capacidade de se multiplicar produzindo também enzimas
extracelulares como lipases e proteases que contribuem para a
deterioragdo do leite. Outro fator observado nesse levantamento
é que o leite, muitas vezes, permanece mais do que 24 horas
dentro do tanque sob temperatura inadequada, sendo esse um
fator a mais para contribuir com a altera¢io do nimero da
microbiota mesofilica (comunicagdo pessoal).

Devido as condi¢des higiénico-sanitarias e a alteragdes
fisico-quimicas e quimicas que ocorrem no leite armazenado em
tanque de resfriamento na regido de Boa Esperanga, objetivou-se
detectar microrganismos indicadores de qualidade, bem como
suas atividades lipolitica e proteolitica, as quais sdao de suma
importancia na deterioragio do produto.

2 Material e métodos

2.1 Obtengdo das amostras de leite

Devido ao grande nimero de tanques de refrigeracdo
comunitdrios com problemas em qualidade localizados no
municipio de Boa Esperan¢a-MG, foram analisadas 16 amostras
de leite cru, provenientes de 16 tanques de refrigeracdo por
expansdo, todos localizados em diferentes comunidades desse
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municipio. As amostras, denominadas de CXM; AM; MP; SB;
PLT; CC; FER; BV; EST; FLC; AV; CV; CCMP; SDN; EV; e SAP,
foram coletadas em tanques comunitarios e conduzidas ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Federal de Lavras para realizagdo de analises microbioldgicas.
As referidas amostras foram coletadas durante quatro semanas,
sendo realizadas anélises de quatro amostras por semana.

2.2 Preparo das amostras

As amostras tiveram seus frascos, ainda fechados, agitados
aproximadamente 20 vezes para sua homogeneizagdo. Apds a
homogeneizagio, aliquotas de 1 mL foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua peptonada estéril a
0,1% (p/v), sendo realizadas dilui¢oes seriadas.

2.3 Andlises microbioldgicas

Todas as analises microbioldgicas foram realizadas de
acordo com ICMSF (2000).

Determinagdio de coliformes totais, termotolerantes e
enterobactérias

Foi utilizada a Técnica do Numero Mais Provavel empregan-
do-se séries de 3 tubos. Aliquotas de 1 mL foram transferidas para
tubos contendo Lauril Sulfato Triptose (LST) e incubados a 35
°C/24-48 horas. Foram considerados tubos positivos aqueles que
apresentavam turvagdo e producio de gas. Aliquotas dos tubos
positivos foram transferidas para tubos contendo caldo Bile Verde
Brilhante e incubadas a 35 °C/24-48 horas, e para tubos contendo
caldo Escherichia coli (EC) e incubadas a 45 °C/24-48 horas em
banho-maria para confirmagao de coliformes termotolerantes.
A partir dos tubos de caldo Escherichia coli (EC) positivos, ali-
quotas foram estriadas em agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
e agar Entérico (Hektoen). Colonias com diferentes morfotipos
foram coletadas e transferidas para tubos contendo caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e incubados a 37 °C/24-48 horas. Apos
esse periodo e novo cultivo em dgar TSA por 37 °C/24-48 horas,
aliquotas foram transferidas para tubos contendo agar Simples
Fosfatado. Estes foram incubados a 37 °C/24-48 horas e mantidos
a temperatura ambiente para posterior identificagio. Esta foi
realizada empregando-se kits de identificagdo Bactray I e II° para
microrganismos Gram-negativos oxidase negativa e Bactray I11°
para os microrganismos Gram-negativos oxidase positivas.

Determinagdo de estafilococos coagulase positiva
e espécies de Staphylococcus

O numero de estafilococos coagulase positiva foi deter-
minado utilizando-se dgar Baird-Parker (37 °C/48 horas). O
nimero da raiz quadrada do numero de colonias tipicas e ati-
picas formadas nas placas foi utilizado para a coleta de colonias
que foram transferidas para caldo Brain Heart Infusion (BHI),
sendo incubadas a 37 °C/24-48 horas. A cultura foi purificada
empregando-se agar TSA (37 °C/24-48 horas) e transferida para
agar Simples Fosfatado (37 °C/24-48 horas). Apos esta etapa,
os isolados foram mantidos em temperatura ambiente para
posterior identificacdo por meio de coloragio de Gram, oxidase,
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catalase, coagulase em plasma de coelho-EDTA, termonuclease
(DNAse) e testes bioquimicos complementares (BERGEY’S
MANUAL OF DETERMINATIVE BACTERIOLOGY, 1994).

Determinagdo de Enterococcus

A contagem total de Enterococcus foi determinada utilizando-
se agar KF (37 °C/48 horas). Colonias caracteristicas foram trans-
feridas para caldo BHI e incubadas a 37 °C/24-48 horas. Aliquotas
da cultura foram transferidas para agar TSA (37 °C/24-48 horas),
visando isolamento e purificagdo, e mantidas em dgar Simples
Fosfatado com prévio crescimento a 37 °C/24-48 horas, para
posterior identificagdo bioquimica das espécies. Testes de catalase
e oxidase e coloragdo de Gram foram realizados. A identificagio
foi realizada utilizando-se API 20 Strep®. Apds a identifica¢do, os
isolados foram sorotipados utilizando-se o kit Prolex®.

2.4 Atividade de lipase e protease

Todas as cepas isoladas nas analises anteriores foram sub-
metidas a capacidade de produgio de lipase utilizando-se o agar
Tributirina suplementado com purpura de bromocresol a 1%
(v/v) para os microrganismos Gram-positivos e suplementado
com azul de ortotoluidina a 1% (v/v) para os microrganismos
Gram-negativos. Apos a semeadura, os meios foram incubados
a 28 °C por cinco dias. A atividade proteolitica dos isolados foi
avaliada empregando o Milk Agar suplementado com solugdo
de leite em pé desnatado a 10% (v/v), com posterior incuba¢io
dos meios a 28 °C/24-48 horas.

Nos dois ensaios realizados, a interpretagdo dos testes
positivos pode ser verificada por meio de formacao de halos
transparentes ao redor das colonias formadas.

3 Resultados e discussao

Na Tabela 1, estdo expostos os resultados da quantificagdo
de coliformes totais, termotolerantes, estafilococos coagulase

positiva e Enterococcus sp. obtidos das 16 amostras de leite
provenientes dos tanques de expansao.

Das 16 amostras analisadas, 31,25% apresentaram contagem
de coliformes termotolerantes acima de 10* NMP.mL", valor
considerado por Murphy (1997), citado por Badar6 (2007),
como indicativo de higiene deficitaria na obtenc¢do do leite.
Contudo, nos tanques restantes, a concentragdo desses micror-
ganismos pode ser considerada baixa. Esses numeros refletem
a preocupagio dos produtores em obter leite de boa qualidade
uma vez que politicas de pagamento por qualidade do leite tém
sido empregadas em varios laticinios e cooperativas no Brasil.
Coliformes termotolerantes, tais como E.coli ndo patogénica
prevalece no trato digestivo do gado (DIEZ-GONZALEZ et al,,
1998; VAN KESSEL et al., 2002; LAVEN et al., 2003), e assume-
se que ha uma correlagio entre sua presenga com organismos
patogenos, sendo, freqilentemente, usados como indicadores
de contaminagdo fecal e de potencial risco da presenga de pa-
togenos zoonoticos. Coliformes termotolerantes, como E. coli,
podem alcangar os tanques de refrigeragdo tanto via secre¢io
intramamadria como via contaminacio fecal do ubere ou equi-
pamentos utilizados na ordenha. Van Kessel et al. (2002), em
estudo sobre a prevaléncia de Salmonella, Listeria e coliformes
termotolerantes em tanque de refrigeracdo, encontraram que
apenas 7% das 861 amostras de leite coletadas ndo se encon-
travam contaminadas com coliformes termotolerantes. No
presente estudo, foi encontrado que 6,25% das amostras nio
apresentavam coliformes termotolerantes, resultado semelhante
ao encontrado pelos autores. Estes autores, como encontrado
neste estudo, também obtiveram grande variagdo nas concen-
tracdes de coliformes termotolerantes no leite proveniente de
tanques de expansao.

Embora procedimentos de higiene sejam utilizados por
muitos produtores para obtencdo de leite com baixa conta-
minagao fecal, a presenca de estafilococos coagulase positiva
em elevadas concentragdes encontrada neste estudo podem
refletir problemas de sanidade do rebanho, como a presenca de

Tabela 1. Numero de coliformes totais e termotolerantes, estafilococos coagulase positiva e Enterococcus sp. encontrados nas 16 amostras de leite
provenientes dos 16 tanques de expansdo comunitdrios de Boa Esperanga - MG.

Propriedades Coliformes a 35 °C Coliformes a 44,5 °C Estafilococos Coagulase positiva Enterococcus sp.
(Amostras) NMP.mL™! NMP.mL! UFC.mL! UFC.mL!
CXM 9 - 1,78 X 10° 2,86 x 10°
AM 1,1 x 10° 2,4 x 10? 7,23 x 10° 1,54 x 10°
MP 1,1 x10* 43 4,22 X 10° 2 x 10°
SB 4,6 10° 4,6 X 10? 4,36 X 10° 1,78 x 10°
PLT 1,1x10° 1,1 x10° 1,73 x 107 2,58 x 10°
CC 93 43 2,4 x 10° 2,5 x 10*
FER 43 43 2,4 x 10° 53 x 10°
BV <2400 93 2,3 x 10 2,2 x 10°
EST 1,5x 10* 1,1 x 10° 52 x 10 2,5x10°
FLC 93 - 1,4 x10° 1,1 x 10*
AV 4,6 X 10* 4 6,4 X 10* 4x10°
CvV 4,6 x 10° 7,5 x 10? 1,7 x 10* 8,2 x10°
CCMP 2,4 X 10% 43 2,4 x 10° 5,3 x 10*
SDN 1,1 x 10* 4,6 X 10° 2,7 x 10* 1,5 x 10*
EV <2400 <2400 2,7 x 10* 1,4 x 107
SAP <2400 <2400 2,7 x 10* 1,15 x 10°
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mastite subclinica, ndo sendo esses esfor¢os tio efetivos para a
eliminagao desse microrganismo. Além de refletir as condigoes
sanitarias do rebanho, elevados niimeros de estafilococos coa-
gulase positiva, maiores que 10° UFC.mL"!, aumentam o risco
de producio de toxinas estafilocdcicas que sdo resistentes ao
processo de pasteurizagdo. Como o leite é mantido por cerca
de 24 horas dentro do tanque de refrigeragdo a temperaturas
superiores a 4 °C, esse fato ¢ passivel de ocorrer. A produgio de
enterotoxina se d4 em temperatura 6tima de 40-45 °C, no en-
tanto tem-se detectado a produ¢io das toxinas entre 10 e 46 °C
(TATINI, 1973).

A contaminagio bacteriana pode ser originada de fontes
multiplas, tais como, vacas com mastite, sujidades presentes no
ubere e limpeza inadequada dos equipamentos de ordenha. A
presenca de Enterococcus sp. indica problemas nas condi¢des
higiénico-sanitarias de obtenc¢do de leite. Além disso, sabe-se
que o consumo de leite contaminado por esses microrganismos
esta relacionado com a febre escarlatina e a dor de garganta
séptica.

3.1 Identificagdo dos microrganismos Gram-negativos

Colbnias isoladas a partir do EC

Conforme resultados expressos na Tabela 2, grande di-
versidade de representantes da familia Enterobacteriaceae foi
isolada, bem como bactérias Gram-negativas oxidase positi-
vas, representantes dos géneros, Burkholderia, Alcaligenes e
Pseudomonas.

Microrganismos patégenos como Escherichia coli, Yersinia
enterocolitica, Yersinia pseudotuberculosis, Klebsiella pneumoniae
revelaram-se presentes na maioria das propriedades investi-
gadas. Bactérias do género Enterobacter podem conferir ao
leite odor semelhante ao de estabulo (FRANCO; LANDGRAF,
2003). A Yersinia enterocolitica esta presente em todo o ambiente
(FORSYTHE, 2002). Em algumas das propriedades investigadas
verificou-se a presenca de pequenas criagdes de porcos, havendo
a possibilidade desses microrganismos presentes nos chiqueiros
contaminarem o solo e o lengol fredtico, contaminando assim
a agua dos pogos utilizada nessas propriedades, sendo essa a
causa da presenca desse microrganismo no leite.

A maijoria dos microrganismos contaminantes do lei-
te inclui patégenos humanos que sdo membros da familia
Enterobacteriaceae. As doengas diarréicas mais freqlientemente
diagnosticadas sdo causadas por Shigella, Escherichia coli e
Salmonella. Klebsiella pneumoniae é causa freqiiente de doen-
¢a respiratoria, e Yersinia pseudotuberculosis esta associada a
enterocolites e peritonites. As fontes mais comuns de contami-
nagdo por esse grupo de bactérias, especialmente coliformes
que incluem os géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e
Citrobacter, sao fezes (de origem humana e animal), funciona-
rios, agua e containers (OMORE et al., 2001).

Tem sido mais evidente que cepas patogénicas de E. coli,
como O157:H7, em niveis significantes estdo presentes em fa-
zendas leiteiras (ZHAO et al., 1995; FAITH et al., 1996; BYRNE
etal., 2003). Em estudo ocorrido nos Estados Unidos, foi mos-
trado que, em 38,5% das operagdes empregadas no processo

756

de obtencao de leite, ocorre a presenca de E. coli O157 (USDA,
2003). Assim, leite com elevada concentragio de coliformes ter-
motolerantes apresenta grandes chances de estar contaminado
com cepas de E. coli patogénicas.

Microrganismos do género Burkholderia, os quais possuem
como habitats o solo, agua e superficie de plantas ou raizes,
foram isolados de trés das 16 propriedades investigadas. De
acordo com Isles (1984), B. cepacia tem sido extensivamente
reconhecida como um patdégeno humano ocasional, prima-
riamente associado com infec¢do hospitalar entre pacientes
hospitalizados com doengas debilitantes. Pacientes com doenca
granulomatosa cronica, uma disfungio das células brancas do
sangue, sdo particularmente suscetiveis a infec¢do. No inicio
da década de 1980, houve um aumento de identificacdo de
B. cepacia em culturas de material proveniente do trato respi-
ratério de pessoas com fibrose cistica, a disfun¢ao hereditaria
mais comum em caucasianos. De fato, em alguns centros de
tratamento de fibrose cistica, a B. cepacia foi encontrada infec-
tando uma significante quantidade de pacientes e associada com
o aumento das propor¢oes de morbidade e mortalidade.

Estudos clinicos mostraram que embora alguns pacientes
com fibrose cistica permane¢am colonizados com B. cepacia por
prolongados periodos de tempo, outros sucumbem a uma rapida
e progressiva pneumonia necrosante e septicemia, referida como
sindrome cepacia (LI PUMA, 2007).

3.2 Identificagdo das espécies isoladas de Staphylococcus

Das 16 propriedades analisadas, foi possivel identificar
Staphylococcus de apenas 10, devido ao fato de alguns isolados
ndo terem sido recuperados apos sua estocagem em agar Sim-
ples Fosfatado.

Dentre as propriedades investigadas, as que apresentaram
maior diversidade de espécies foram as CCMP e SDN. Nas
duas propriedades, foram encontrados S. aureus, porém na
propriedade CCMP, além de S. aureus, foi também identificado
S. hyicus, sendo as duas espécies altamente patogénicas e con-
sideradas grande problema em satude publica. Staphylococcus
aureus ¢ um dos principais agentes etiologicos causadores de
mastite clinica e subclinica. A mastite ¢ definida como uma
reagdo inflamatoria da glandula mamaria e, de acordo com a
causa ou principal causa da inflamacédo, pode ser classificada
como infecciosa, traumatica ou tdoxica (IDF, 1987). A mastite
pode se manifestar na forma clinica ou subclinica (BRAMLEY
etal., 1996). Na forma subclinica, ao contrario da forma clinica,
nao ocorrem mudangas visiveis na aparéncia do leite ou do tibe-
re, embora ocorram alteragdes na composi¢do do leite e deste
possam ser isolados microrganismos patogénicos (BRAMLEY
et al,, 1996). A mastite subclinica tem grande impacto na
produtividade dos rebanhos leiteiros porque sua prevaléncia é
maior que a da forma clinica (PHILPOT; NICKERSON, 1991).
A presenca de S. aureus indica a manipulagdo inadequada do
produto e més condigdes higiénico-sanitarias, sendo o homem
de grande importancia como agente transmissor.

Aproximadamente 20% dos individuos sdo colonizados por
um tipo de cepa de S. aureus (portadores persistentes), enquanto
160% da populagdo abriga S. aureus com freqiiéncia variada
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Tabela 2. Microrganismos Gram-negativos oxidase negativa e positiva, identificados respectivamente pelos sistemas Bactray® I, II e III.

Isolado Espécie Ne de isolados Oxidase Atividade lipolitica (%) Atividade proteolitica (%)
CXM Enterobacter cloacae 3 Negativo 66,66 33,33
AM Escherichia coli 1 Negativo 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 3 Negativo 100,00 66,66
Enterobacter cloacae 1 Negativo 100,00 100,00
Yersinia enterocolitica 1 Negativo 0,00 100,00
MP Klebsiella ornithinolytica 1 Negativo 100,00 0,00
Enterobacter cloacae 1 Negativo 100,00 100,00
Klebsiella oxytoca 1 Negativo 0,00 100,00
SB Enterobacter cloacae 6 Negativo 83,33 50,00
Klebsiella pneumoniae 2 Negativo 100,00 100,00
Escherichia coli 1 Negativo 0,00 0,00
PLT Klebsiella pneumoniae 4 Negativo 50,00 75,00
Enterobacter aerogenes 1 Negativo 0,00 0,00
Klebsiella ozaenae 1 Negativo 0,00 100,00
CcC Escherichia coli 3 Negativo 0,00 0,00
Serratia liquefasciens 1 Negativo 100,00 0,00
FER Klebsiella pneumoniae 4 Negativo 0,00 100,00
Yersinia pseudotuberculosis 1 Negativo 0,00 100,00
BV Klebsiella pneumoniae 1 Negativo 0,00 100,00
EST Escherichia coli 6 Negativo 0,00 0,00
AV Enterobacter cloacae 1 Negativo 0,00 100,00
CV Escherichia coli 4 Negativo 0,00 0,00
Klebsiella ozaenae 1 Negativo 0,00 0,00
Enterobacter cloacae 1 Negativo 0,00 0,00
Klebsiella pneumoniae 1 Negativo 0,00 100,00
CCMP Escherichia coli 1 Negativo 0,00 0,00
Klebsiella ozaenae 1 Negativo 0,00 0,00
EV Escherichia coli 8 Negativo 0,00 0,00
Morganella morganii 1 Negativo 0,00 0,00
SAP Escherichia coli 7 Negativo 0,00 0,00
Enterobacter cloacae 1 Negativo 100,00 0,00
AM Alcaligenes denitrificans 1 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes faecalis 2 Positivo 100,00 100,00
MP Burkholderia cepacia 3 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes faecalis 2 Positivo 100,00 100,00
BV Pseudomonas pseudoalcaligenes 2 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes denitrificans 4 Positivo 100,00 100,00
AV Burkholderia cepacia 1 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes denitrificans 1 Positivo 100,00 100,00
Ccv Burkholderia cepacia 1 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes faecalis 2 Positivo 100,00 100,00
Alcaligenes denitrificans 1 Positivo 100,00 100,00

(portadores intermitentes) e, finalmente 20% dos individuos
nunca albergam S. aureus (ndo-portadores) (KLUYTMANS
etal., 1997).

A bactéria permanece sobre a pele, particularmente devido
ao alto teor de sal e suor, onde sua eliminagdo pode ser transi-
téria (HOBBS; ROBERTS, 1999).

Ainda que inconscientemente, os manipuladores sdo os
principais carreadores da bactéria, uma vez que nessas peque-
nas propriedades investigadas ndo existem programas de Boas
Praticas de Fabricacdo, disseminando, dessa forma, grande carga
microbiana ao leite.
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Os representantes do género Staphylococcus isolados e
identificados nas propriedades investigadas, bem como suas
atividades proteolitica e lipolitica podem ser visualizados na
Tabela 3.

3.3 Enterococcus

Dentre as dezesseis propriedades avaliadas, oito delas
indicaram a presenca de Enterococcus. Os resultados obtidos
na identificagdo encontram-se expressos na Tabela 4. Foram
encontradas trés espécies desse género predominando dentre
as propriedades investigadas, sendo elas representadas por
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Enterococcus durans, Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis, todas elas pertencentes ao grupo D de Lancefield, evi-
denciando assim sua natureza de origem fecal.

Enterococcus é comumente encontrado na microbiota do
leite cru. Na Dinamarca, esse microrganismo, encontrado na
ordem de 5 x 10° UFC.mL"}, foi isolado em 19% das amostras
de leite cru mantido em tanques de refrigeracdo (HOLM et al.,
2004). Lafarge et al. (2004), utilizando técnicas moleculares,
também identificaram espécies de Enterococcus em leite cru an-
tes da refrigeracdo e apds 48 horas sob refrigeracdo a 4,4 °C.

3.4 Avaliagao de proteélise e lipolise

As proteases estdo associadas com o amargor no leite e
gelatinizagdo de leite UHT. A maioria das proteases é capaz de
degradar -, o e 3 caseinas, e sdo notaveis pela sua estabilidade
térmica (COUSIN, 1981; Mc PHEE; GRIFFITHS, 2002).

Tabela 3. Staphylococcus identificados nas amostras de leite e suas
caracteristicas lipoliticas e proteoliticas.

Isolado Espécie Nede  Lipdlise Protedlise
isolados (%) (%)
PLT Staphylococcus sp. 1 100 100
Staphylococcus caseolyticus 1 100 100
CcC Staphylococcus sp. 3 100 100
FER Staphylococcus sp. 1 100 100
BV Staphylococcus sp. 2 100 100
EST Staphylococcus sp. 1 100 100
Staphylococcus aureus 1 100 100
FLC Staphylococcus sp. 1 100 100
AV Staphylococcus aureus 2 100 100
Staphylococcus sp. 1 100 0
Staphylococcus caseolyticus 1 0 100
Cv Staphylococcus sp. 2 100 50
Staphylococcus aureus 1 100 100
CCMP  Staphylococcus sp. 1 0 100
Staphylococcus aureus 2 100 100
Staphylococcus hyicus 1 100 100
Staphylococcus chromogenes 1 100 100
SDN Staphylococcus sp. 4 100 100
Staphylococcus carnosus 1 100 100
Staphylococcus aureus 2 100 100
Staphylococcus caseolyticus 1 100 100

A pasteurizagdo reduz a atividade de fosfolipase, mas ndo a
elimina no leite desnatado (KOKA; WEIMER, 2001). A maioria
das lipases preserva sua atividade apds a pasteurizagdo e até
mesmo apos tratamento UHT (DEETH, 2002).

Apos crescimento dos isolados em agar Tributirina, as
colonias foram avaliadas quanto a formacdo de halos que
indicavam a atividade de lipases (lipolise). Dos 70 isolados da
familia Enterobacteriaceae, apenas 18 isolados apresentaram-
se positivos, ou seja, 25,71%. Ja os isolados Gram-negativos,
oxidase positiva em sua totalidade, apresentaram-se positivos,
sendo 20 os representantes.

As colonias crescidas em Milk Agar suplementado com
leite em p6 a 10% (v/v) foram avaliadas quanto a atividade de
protease (protedlise). Apenas 34,28% dos 70 isolados de Ente-
robacteriaceae apresentaram atividade proteolitica, enquanto
100% dos isolados Gram-negativos oxidase positiva apresen-
taram atividade proteolitica.

Em face de tais resultados, pode-se inferir que as bacté-
rias Gram-negativas oxidase positiva, como as dos géneros
Alcaligenes, Pseudomonas e Burkholderia, sio potencialmente
lipoliticas e proteoliticas, exigindo assim um maior controle
higiénico sanitario para que nao haja contaminagao do leite com
essa microbiota para garantir a qualidade do produto.

Conforme dados da Tabela 3, exceto dois isolados do género
Staphylococcus ndo apresentaram atividades lipolitica e proteo-
litica tendo os demais apresentado forte atividade enzimatica.
Essa atividade enzimdtica permite grande multiplica¢do dos
representantes do género, podendo o leite ser considerado um
habitat excelente e um perigo potencial para a saude do con-
sumidor, caso este faca a ingestdo do produto sem tratamento
térmico adequado.

De acordo com os resultados expressos na Figura 1, é possi-
vel observar que em todos os grupos de microrganismos isolados
notaram-se atividades de lipase e protease, porém em menor
escala nos representantes Enterobacteriaceae e em maior esca-
la nos microrganismos Gram-negativos oxidase positivos, os
quais, em sua maioria, pertencentes aos géneros Pseudomonas,
Alcaligenes e Burkholderia. Esses tltimos microrganismos, geral-
mente psicrotroficos, muitas vezes fazem parte da biota do leite
cru (JAY, 2005). Embora em alguns grupos essa atividade tenha
sido menor, como no caso de Enterobacteriaceae, é importante
salientar que medidas preventivas precisam ser adotadas para

Tabela 4. Enterococcus spp. identificados nas amostras de leite e caracteristicas lipoliticas e proteoliticas, bem como os grupos antigénicos.

Isolado Espécie Ne de isolados Lipdlise (%) Protedlise (%) Grupo soroldgico

CCMP Enterococcus durans 3 0,00 100 D
Enterococcus faecium 1 0,00 100 D

SAP Enterococcus faecalis 5 100,00 100 D
Enterococcus faecium 1 100,00 100 D

EST Enterococcus faecalis 3 33,33 100 D
Enterococcus faecium 2 0,00 50 D

AV Enterococcus faecalis 3 67,00 100 D

CC Enterococcus faecium 1 0,00 100 D

FLC Enterococcus faecium 1 100,00 100 D

EV Enterococcus faecalis 4 75,00 75 D

BV Enterococcus faecalis 1 0,00 100 D
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Atividades lipolitica e proteolitica de
microrganismos isolados de leite cru

Enterococcus sp#
Staphylococcus SI;—
Gram-neg. oxidase ;—

Etbtg

T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
Atividade enzimatica (%)

Isolados

[ Protedlise [ Lipodlise

Figura 1. Percentagem de atividades lipolitica e proteolitica dos mi-
crorganismos isolados de leite.

que se possa erradicar ou inibir o crescimento deles, evitando
assim a deterioragdo do leite.

4 Conclusoes

Elevadas concentra¢des de microrganismos indicadores
de qualidade foram encontradas no leite refrigerado, os quais
sdo de grande interesse do ponto de vista de saude publica,
representando perigo potencial para aqueles individuos que
ainda ingerem leite cru. Embora se saiba que grande parte das
deterioragdes enzimaticas que ocorrem no leite sejam predo-
minantemente provocadas por microrganismos psicrotroficos,
foi possivel constatar sua produgdo por microrganismos da
microbiota mesofilica em todos os grupos testados, necessitando
acoes direcionadas para a solu¢do de tal problema e visando a
melhora da qualidade do produto.
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