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MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS LIPOLITICOS EM
PRODUTOS LACTEOS DURANTE O PRAZO COMERCIAL

Lipolytic psychrotrophic microorganisms in dairy products during shelf life
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SUMARIO

Microrganismos psicrotroficos sdo capazes de se multiplicar a temperatura de refrigeragio
¢ podem causar alteragdes sensoriais em produtos lacteos devido a produgdo de lipases e/ou
proteases. O presente trabalho teve por objetivos avaliar a presenga de psicrotroficos lipoliticos
em produtos lacteos com alto teor de gordura durante o prazo comercial dos mesmos, além de
alteragdes fisico-quimicas provocadas por lipolise. Dez marcas de produtos lacteos com alto teor
de gordura foram analisadas quatro vezes durante o prazo comercial, totalizando 40 amostras.
Realizaram-se contagens de microrganismos psicrotroficos, psicrotroficos lipoliticos, presenga
Bacillus spp., acidez titulavel, indice de perdxido, rancidez e atividade lipolitica. As amostras
de creme de leite pasteurizado e de requeijdo ndo apresentaram contagens de microrganismos
psicrotroficos. Duas entre trés amostras de manteiga apresentaram psicrotroficos, porém,
somente uma com regressao linear significativa durante o prazo comercial. Bacillus spp. foi
encontrado em uma amostra de manteiga, ap6s 60 dias da data de fabricagdo, com contagem
de 100 UFC/g. Nao houve regresso linear significativa nas analises de acidez, perdxido e
atividade lipolitica durante o prazo comercial para nenhuma das amostras. As amostras de
produtos lacteos analisadas apresentaram qualidade microbiologica adequada ¢ ndo houve
sinais de oxidag¢ao lipidica durante o prazo comercial normal.

Termos para indexagio: lipase; oxidagao lipidica; psicrotroficos.

1 INTRODUCAO

Microrganismos  psicrotroficos  sdo
deteriorantes que apresentam capacidade de
multiplicacdo em temperatura de refrigera-
¢do (entre 0 e 7 °C), independentemente da
sua temperatura 6tima de multiplicacdo (AL-
MEIDA et al., 2000; SANTANA et al., 2001;
FAIRBAIRN & LAW, 1986; SORHAUG &
STEPANIAK, 1997).

A maioria dos psicrotroficos ¢ inativa-
da pela pasteurizagdo e¢/ou processos térmi-

cos mais drasticos, contudo, psicrotroficos
formadores de esporos do género Bacillus
despertam interesse consideravel na pesqui-
sa do processamento de leite, pelo fato de
serem também termoduricos e resistirem a
estes tratamentos (SORHAUG & STEPA-
NIAK, 1997; COLLINS, 1981, CHEN et al.,
2003).

As alteragdes dos componentes do
leite em funcdo da multiplicagdo dos micror-
ganismos psicrotroficos limitam o tempo de
prateleira dos produtos lacteos, devido a alte-
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ra¢des no sabor, odor ¢ aparéncia (SANTOS
& FONSECA, 2001; MIGUEL et al., 2007),
pela produg@o de proteases e lipases termor-
resistentes, que podem continuar atuando
nos derivados lacteos mesmo apos o a pas-
teurizagao rapida (HTST) ou processamento
a ultra-alta temperatura (UHT) (ADAMS
& BRAWLEY, 1981; ANDERSSON et al.,
1979; ADAMS et al.,1975; STEAD, 1986).

As lipases produzidas por psicrotrofi-
cos podem causar defeitos sensoriais em sor-
vetes, manteiga, creme de leite pasteurizado,
leite em po, queijos ¢ produtos UHT (STE-
AD, 1986; CHEN et al., 2003; ANDERSSON
et al.,, 1981; SORHAUG & STEPANIAK,
1997). A lipdlise acarreta a formagdo de sa-
bores desagradaveis em produtos lacteos
devido a hidrolise dos triacilglicerideos do
leite. Apds a hidroélise, acidos graxos de ca-
deia curta livres, como o acido butirico, aci-
do caproico e acido caprilico conferem gosto
forte e picante, ja os acidos graxos de cadeia
média, como o acido caprico ¢ acido laurico
tém maior participagdo na formagdo de “sa-
bor de sabdao” (CHEN et al., 2003).

Os efeitos do rango hidrolitico sao facil-
mente percebidos em produtos como a man-
teiga, que possui acidos graxos de cadeia cur-
ta em sua composi¢do (ABREU et al., 1976;
ARAUIJO, 2004). O creme de leite pasteuri-
zado tem seu potencial deteriorante acentuado
devido ao seu alto teor de gordura e pela ten-
déncia da lipase microbiana permanecer prefe-
rencialmente na fragdo gordurosa do leite. Em
manteiga, a presenca de lipases produzidas por
Pseudomonas spp pode desencadear sua ranci-
dez durante o armazenamento a 5 °C por 2 dias
(STEAD, 1986).

O presente trabalho teve por objetivos
avaliar a presenga de psicrotroficos lipoliticos
em produtos lacteos com alto teor de gordura
durante o prazo comercial dos mesmos, ¢ as
alteragdes fisico-quimicas por eles provoca-
das devido a lipdlise.

2 MATERIAL E METODOS

Foram adquiridos dez tipos de pro-
dutos lacteos com alto teor de gordura no

comércio da cidade de Curitiba — PR em ju-
nho de 2009, com no maximo sete dias de
fabricagdo, sendo trés marcas de creme de
leite pasteurizado, trés marcas de manteiga
e quatro marcas de requeijao. Foram anali-
sadas quatro amostras de cada produto do
mesmo lote para cada marca, totalizando 40
amostras. Todas as analises foram realizadas
em duplicata.

As amostras de creme de leite pasteuri-
zado foram avaliadas em intervalos de tempo
de sete dias. As amostras de manteiga e re-
queijdo foram analisadas em intervalos de 15
dias. Todas as amostras foram armazenadas
em temperatura controlada a 4 °C até o final
do experimento.

O prazo de validade ¢ indicado pelas
empresas produtoras em fungdo as garantias
de conservagao dos alimentos oferecidas pe-
las técnicas de industrializagdo por elas apli-
cadas sendo considerado proprio para consu-
mo o alimento que, mantido sob condi¢des
adequadas de conservagdo, preservem suas
propriedades nutritivas e ndo expoe a agravos
a satde da populagdo (BRASIL, 1984). Ten-
do em vista que o prazo de validade pode va-
riar de acordo com a marca, estabeleceu-se o
periodo de analise de 30 dias para as amostras
de creme de leite pasteurizado e 60 dias para
as amostras de manteiga e requeijao.

A contagem de microrganismos psicro-
troficos foi realizada em agar padrao (PCA)
incubado a 7 °C por 10 dias, conforme Sil-
va et al. (1997). A determina¢do do carater
lipolitico das colonias isoladas foi feita em
agar tributirina (PCA acrescido de 1% de
tributirina), sendo consideradas positivas as
colonias com formagdo de halo (BEERENS
& LUQUET, 1990). Trés a cinco coldnias de
cada placa foram submetidas a caracteriza-
¢do morfo-tintorial pela coloracdo de Gram
(BRASIL, 2003).

Bacillus spp foi determinado por pla-
queamento seletivo em agar manitol-gema de
ovo-polimixina B (MYP) seguido de incuba-
¢do a 30 °C por 18-40 horas de acordo com
o Bacteriological Analytical Manual (BAM,
2001).
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As analises de acidez titulavel, indice
de peroxidos e rancidez (reacdo de Kreis), fo-
ram realizadas conforme os Métodos Anali-
ticos Oficiais Fisico-Quimicos para Controle
de Leite e Produtos Lacteos (BRASIL, 2006)
a fim de avaliar a ocorréncia de oxidagao li-
pidica.

Para a determinagdo da atividade li-
politica, as amostras foram diluidas em agua
destilada numa proporcdo de 1:5. A solugdo de
substrato foi preparada pela adi¢cdo de 1 mL de
p-nitrofenilbutirato (0,02% em isopropanol)
a 25 mL de deoxicholato de sodio (4 mg/mL
em tampao fosfato, 0,05M, pH 7.8). Aliquotas
de 20 pL das amostras foram adicionadas a 2
mL da solugdo de substrato. Apos a incubagio
em banho-maria a 37 °C por duas horas foram
adicionados 2 mL de acetona para clarificar a
solugdo e a absorbancia foi medida a 410 nm
em espectrofotdmetro. Como controle nega-
tivo da reagdo foi utilizado um tubo com o
mesmo volume de substrato e acetona. Uma
unidade de atividade lipolitica foi definida
como a quantidade de enzima requerida para
produzir um aumento na absorbancia em 0,01
por hora de incubag@o. O resultado foi expres-
so em Unidades de Enzimas Lipoliticas - UEL
(CARDOSO, 2005).

Todos os resultados foram avaliados
comparando-se estatisticamente os valores
obtidos para cada produto, nos diferentes
intervalos de tempo. Fez-se emprego do tes-
te ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparagdes multiplas entre os tempos, com
nivel de 95% de confiabilidade, utilizando o
programa Statistica v.7.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises de mi-
crorganismos psicrotroficos durante o tempo
de prateleira dos produtos lacteos avaliados
estdo apresentados na Tabela 1.

As amostras de creme de leite pasteuri-
zado e de requeijao ndo apresentaram conta-
gens de microrganismos psicrotroficos detec-
taveis pelo método empregado em nenhuma
das amostras analisadas (Tabela 1). A legis-
lagao brasileira ndo prevé limites de micror-
ganismos psicrotroficos em produtos lacteos.

Na amostra 4 (manteiga) foram eviden-
ciados microrganismos psicrotroficos ja na
primeira semana com um aumento progressi-
vo até o final do seu prazo comercial, na qual
a contagem chegou a 2,4x10°UFC/g. A amos-
tra 5 (manteiga) apresentou psicrotroficos nos

Tabela 1. Microrganismos psicrotroficos (UFC/g) dos produtos lacteos durante o prazo comercial e

regressao
N° amostra Produto Intervalo das Analises*
2 3 4

1 Creme de leite pasteurizado <10? <10? <10? <102
2 Creme de leite pasteurizado <10? <10? <10? <10?
3 Creme de leite pasteurizado <10* <10* <102 <10?

4% Manteiga 4x10? 1,7x10* 1,1x10° 2,4x10°
5 Manteiga <10? 2,5x102 1,0x10% <102
6 Manteiga <10? <10? <10? <10?
7 Requeijao <10* <10* <102 <10?
8 Requeijao <10? <10? <102 <10?
9 Requeijao <10? <10? <10? <102
10 Requeijdo <10? <10? <102 <10?

* As amostras de creme de leite pasteurizado foram analisadas em intervalos de 7 dias; as amostras de
manteiga e requeijdo foram avaliadas em intervalos de 15 dias. Todas as amostras foram analisadas
em duplicata, sendo o resultado obtido da média aritmética de duas determinac¢des.** Varidvel com
regressdo linear significativa para o prazo comercial (P<0,05)
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tempos 2 e 3, no entanto, esse aumento nao
foi significativo. A contaminagéo microbiolo-
gica, causada por falhas no processamento e/
ou armazenamento, pode causar defeitos na
manteiga, associados as suas caracteristicas
organolépticas (sabor, aroma, cor e textura)
(AQUARONE et al., 2001).

Apesar da multiplicagdo dos microrga-
nismos psicrotroficos ter apresentado regres-
sdo linear significativa (P<0,05) na amostra
4, podemos supor que nio houve producio
de lipase mesmo ao final do prazo comer-
cial, uma vez que a produgio de enzimas por
bactérias psicrotroficas ¢ maxima na fase de
crescimento exponencial ou estacionaria, em
torno de 107 a 10® UFC/g (KOHLMANN et
al., 1991). Os resultados de acidez (Tabela
2), peroxido (Tabela 3) e rancidez (negativa)
indicam que ndo houve oxidacdo lipidica du-
rante o periodo avaliado (60 dias).

Nido foram encontrados microrganis-
mos psicrotroficos em quantidades signi-
ficativas nos produtos lacteos analisados.
Contudo, intimeros trabalhos relatam a pre-
senca de psicrotroficos no leite cru (PINTO
et al., 2006; ARCURI et al., 2006; ROSA &
QUEIROZ, 2007; ARCURI et al., 2008). Isto
pode ser explicado, uma vez que basicamente

todas as bactérias psicrotroficas presentes no
leite cru (com exce¢do de Bacillus spp) sdo
eliminadas na pasteurizagdo (FAIRBAIRN &
LAW, 1986)

A atividade lipolitica das colonias dos
microrganismos psicrotroficos das amostras
4 e 5 (manteigas) foi de 50% e eram predo-
minantemente formadas por bacilos Gram-
negativos. Stead (1986) afirma que os bacilos
Gram-negativos sdo a maioria dos psicrotro-
ficos encontrados no leite, sendo o género
Pseudomonas o psicrotrofico Gram-negativo
predominante (SORHAUG & STEPANIAK,
1997; MIGUEL et al., 2007).

Cardoso (2006) encontrou contagem
média de microrganismos psicrotroficos lipo-
liticos de 6,3x10* UFC/g em leite cru utiliza-
do na fabricagdo de queijo minas frescal em
Minas Gerais. Nao foram encontrados traba-
lhos avaliando a presenca de psicrotroficos
lipoliticos em produtos lacteos.

Bacillus spp foi encontrado na amostra
6 (manteiga) na 4° analise, ou seja, apds 60
dias da data de fabricacgdo, sendo a contagem
de 100 UFC/g. A colobnia isolada nio apre-
sentou comportamento lipolitico. Bactérias
termorresistentes e psicrotroficas podem ser
encontradas em pequenas quantidades nos

Tabela 2 — Acidez titulavel (% acido latico) das amostras de produtos lacteos analisadas durante o prazo

comercial dos produtos lacteos

Intervalo das Analises*

N° amostra Produto
2 3 4
1 Creme de leite pasteurizado 0,11 £0,014 0,11 £0,021 0,10 0,000 0,09 +0,014
2 Creme de leite pasteurizado 0,12 +0,028 0,13 +0,014 0,09 0,014 0,10 +0,028
3 Creme de leite pasteurizado 0,06 £0,011 0,08 +0,014 0,06 +0,007 0,07 0,014
4 Manteiga 0,24 +0,021  0,25+0,014 0,240,014 0,27 +0,021
5 Manteiga 0,15+0,028 0,19+0,028 0,15+0,014 0,19 +0,021
6 Manteiga 0,12+0,014 0,26 0,021 0,130,007 0,15 +0,007
7 Requeijao 0,66 +0,007 0,69 +£0,014 0,700,014 0,77 +0,028
8 Requeijao 0,66 +0,021 0,47 +£0,014 0,59 £0,028 0,70 +0,007
9 Requeijao 1,04 +0,014 0,94 +£0,028 0,90 +0,014 0,88 +0,021
10 Requeijao 0,60 +0,014 0,560,007 0,56 +0,021 0,61 +0,014

* As amostras de creme de leite pasteurizado foram analisadas em intervalos de 7 dias; as amostras de
manteiga e requeijao foram avaliadas em intervalos de 15 dias. Todas as amostras foram analisadas em
duplicata, sendo o resultado obtido da média de duas determinagdes.
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produtos lacteos, no entanto, podem causar
problemas em produtos refrigerados por um
longo periodo (COLLINS, 1979).

A evolugao do indice de acidez ti-
tulavel das amostras durante o prazo comer-
cial dos produtos lacteos esta apresentada na
Tabela 2.

Com relacdo a acidez nao houve re-
gressdo linear significativa entre os tempos
de andlise durante o prazo comercial para ne-
nhuma das amostras. Nenhuma das amostras
de creme de leite pasteurizado e de manteiga
apresentou acidez acima do estabelecido pelo
regulamento técnico de identidade e quali-
dade (RTIQ) do creme de leite pasteuriza-
do (max. 0,20% éacido latico) e de manteiga
(max. 0,30% &cido latico) até o final do prazo
comercial (BRASIL, 1996).

Augusta & Santana (1998) avaliaram
66 amostras de manteiga comercializadas no
Rio de Janeiro e também ndo encontraram ne-
nhuma com resultado de acidez titulavel aci-
ma do estabelecido pela legislagdo brasileira.

No RTIQ do requeijdo ndo ha deter-
minacdo de limites para acidez titulavel, no
entanto, a literatura indica que os mesmo
apresentam, em média, de 0,56 a 0,60% de
acido latico (RODRIGUES, 2006). No pre-
sente trabalho as médias variaram de 0,47% a
1,04% de acido latico.

Na Tabela 3 estao distribuidos os resul-
tados de indice de peroxidos, sendo que so-
mente as amostras de creme de leite pasteuri-
zado apresentaram resultados positivos, mas
sem aumento progressivo durante o prazo

comercial. Nenhuma das amostras analisadas
apresentou resultado positivo para rancidez
(dados nao tabulados).

Os resultados de acidez titulavel, indi-
ce de peroxidos e rancidez indicaram que ndo
houve oxidacdo lipidica das amostras durante
o periodo analisado.

Em virtude dos resultados obtidos para
atividade lipolitica ndo terem apresentado
regressdo linear significativa, os resultados
obtidos foram tratados em conjunto, por
meio de média. As amostras de creme de lei-
te pasteurizado apresentaram média de 99,5,
198,5 e 226,5 UEL para as amostras 1, 2 e
3, respectivamente. As amostras de manteiga
apresentaram média de 8,36, 8,71 € 9,95 UEL
para as amostras 4, 5 e 6, respectivamente.
As amostras de requeijdo apresentaram mé-
dia de 120,2, 109,56, 248,18 ¢ 256,36 UEL
para as amostras 7, 8, 9 e 10 respectivamente.
Cardoso (2006) encontrou atividade lipolitica
de 16,09 UEL em leite cru. Sdo raros os tra-
balhos que avaliam a atividade lipolitica em
produtos processados.

Nao houve aumento significativo de
atividade lipolitica durante o periodo de tem-
po avaliado em nenhuma das amostras. Isto
pode ser explicado pelo fato de ndo ter havido
multiplicacdo de microrganismos psicrotrofi-
cos na maioria das amostras. A atividade lipo-
litica presente nas amostras pode ser devido a
lipase de origem microbiana pré-formada no
leite cru, antes do processamento dos produ-
tos lacteos, uma vez que esta lipase ¢ termor-
resistente.

Tabela 3 — Indice de peréxido (mEq/kg) das amostras de produtos lécteos analisadas durante o prazo

comercial dos produtos lacteos

Intervalo das Analises*

N° amostra Produto
2 3 4
1 Creme de leite pasteurizado 2,51 +0,14 2,30 +0,03 2,79 +0,18 1,93 £0,10
2 Creme de leite pasteurizado 3,40 0,07 2,56 +0,14 2,27 +0,25 1,80 +£0,15
3 Creme de leite pasteurizado 1,79 £0,05 1,66 £0,08 1,40 £0,04 1,39 £0,29

* As amostras de creme de leite pasteurizado foram analisadas em intervalos de 7 dias; as amostras
de manteiga e requeijdo foram avaliadas em intervalos de 15 dias. As demais amostras (4 a 10) nao
apresentaram indice de peréxido em nenhuma das analises realizadas
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As amostras de creme de leite pas-
teurizado, manteiga e requeijao avaliadas no
presente trabalho ndo apresentaram multipli-
cacdo de microrganismos psicrotréficos nem
aumento na atividade lipolitica durante o pra-
zo comercial. As analises de acidez titulavel,
indice de peréxido e rancidez indicaram que
nao houve oxidagdo lipidica.

4 CONCLUSAO

As amostras de produtos lacteos
apresentaram boa qualidade microbioldgica
e ndo tiveram sinais de oxidagao lipidica du-
rante o prazo comercial. E possivel concluir
que o processamento térmico foi suficiente
para destruir os microrganismos psicrotrofi-
cos durante o processamento tecnoloégico dos
produtos e que as lipases ndo tiveram uma
atuacdo significativa nos acidos graxos pre-
sentes nos produtos lacteos.

SUMMARY

Psychrotrophics microorganisms
are capable of multiplying at refrigeration
temperature and can cause sensory changes in
dairy products due to lipases and/or proteases
production. This study aimed to analyze
lipolytic psychrotrophic presence on high
fat dairy products during its shelf life and
also evaluate the physical-chemical changes
caused by lipolysis. Ten brands of dairy
products were analyzed four times during its
shelf'life, totaling 40 samples. Were performed
the following analyzes: psychrotrophics
microorganisms and lipolytic psychrotrophics
counting, Bacillus spp presence, acidity,
peroxide value, rancidity and lipolytic activity.
Milk cream and cream cheese showed no
counts of microorganisms psychrotrophic on
analyzed samples. Two of three butter samples
had psychrotrophic presence, however, just one
of them showed a significant linear regression
during the shelf life. Bacillus spp was found in
a sample of butter 60 days after the production
date, with a count of 100 CFU/g. There was
no significant linear regression in acidity,
peroxide and lipolytic activity during the

period of analysis for any sample. Samples of
milk products had appropriate microbiological
quality and no signs of lipid oxidation during
the regular shelf life.

Index terms: lipase; lipid oxidation;
psychrotrophic.
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