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ENUMERACAO DE MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS
E TERMODURICOS PSICROTROFICOS DE LEITE:
COMPARACAO DE METODOLOGIAS

Psychrotrophic and thermoduric psychrotrophic microorganisms
enumeration in milk: comparison of methods

Vanerli Beloti', José Carlos Ribeiro Junior'", Ronaldo Tamanini’,
Jodo Paulo Andrade de Araujo’, Alberto Koji Yamada', Nayara da Silva Anténio’

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se o bindmio temperatura/tempo de
21 °C por 25 horas, ja validado para enumeracao de psicrotréficos em leite, apresenta
viabilidade para enumeragdo de termoduricos psicrotroficos, comparando as contagens
dos psicrotroficos e dos termoduricos psicrotroficos obtidas em cada bindmio de tem-
po e temperatura de incubag@o. Foram avaliadas 28 amostras de leite cru refrigerado
coletadas em tanques de caminhdes transportadores na plataforma de recepgdo de
um laticinio no norte do Parand. Foram enumerados psicrotroficos e termoduricos
psicrotroficos a 7 °C por 10 dias e a 21 °C por 25 horas. Para os psicrotroficos, foi
observado que ndo houve diferenca significativa das contagens comparando os dois
métodos de incubagdo (p = 0,46), o coeficiente de correlacdo entre os métodos foi de
0,90 e a regressdo linear considerada satisfatoria. Para os termoduricos psicrotroficos,
também ndo foi observada diferenca significativa (p = 0,17) nas contagens, porém,
o coeficiente de correlagdo entre os dois métodos foi de 0,69 e a regressao linear
insatisfatoria. Foi observada também maior homogeneidade na distribui¢do dos
resultados das contagens de psicrotroficos em relagdo aos termoduricos psicrotroficos.
Os resultados demonstram que a enumeragdo de microrganismos termoduricos
psicrotroficos pela metodologia mais rapida ndo ¢ adequada, uma vez que o coeficiente
de correlacdo e a regressao linear dos métodos sdo baixos.

Palavras-chave: bactérias termoresistentes; metodologia; termotolerantes;
pasteurizagdo.

1 Universidade Estadual de Londrina (UEL), Rodovia Celso Garcia Cid, PR-445, km 380, Campus
Universitario, Caixa Postal 10. 011, CEP 86057-970, Londrina, Parana, Brasil. Email: lipoa.uel@
gmail.com

2 Universidade Norte do Parana (UNOPAR), Londrina, Parand, Brasil.

*  Autor para correspondéncia.

Recebido / Received: 10/09/2014
Aprovado / Approved: 03/12/2014

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 70, n. 1, p. 17-23, jan/fev, 2015



18

BELOTI, V. et al.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate whether the binomial temperature/
time of 21 °C for 25 hours, already validated for enumeration of psychrotrophics in
milk, presents viability for enumeration of thermoduric psychrotrophic, comparing
counts of psychrotrophic and psychrotrophic thermoduric obtained from each
binomial of time and temperature of incubation. Twenty-eight refrigerated raw milk
samples collected in tank trucks in the reception platform of dairy industries in the
northern of Parana were evaluated. Psychrotrophic and thermoduric psychrotrophic
were enumerated at 7 °C for 10 days and at 21 °C for 25 hours. For psychrotrophic,
it was observed that there was no significant difference of the counts comparing the
two methods of incubation (p = 0.46), the correlation coefficient between methods was
0.90 and the linear regression considered satisfactory. For thermoduric psychrotrophic
it was not observed significant difference (p = 0.17) in the counts, however, the
correlation coefficient between the two methods was 0.69 and the linear regression
unsatisfactory. It was also observed greater homogeneity in the distribution of the
psychrotrophic counts results towards thermoduric psychrotrophic. The results
demonstrate that the enumeration of thermoduric psychrotrophic microorganisms
by the faster methodology can change the result of the counts, since the coefficient

of correlation and linear regression methods are low.
Keywords: temperature-resistant bacteria; methodology; thermotolerant;

pasteurization.

INTRODUCAO

A refrigeragdo do leite cru, determina-
da pela legislagao brasileira (BRASIL, 2011),
reduz consideravelmente a multiplicagdo de
microrganismos com metabolismo meso-
filico, principais responsaveis pelo proces-
so de acidificagdo do leite cru (SANTOS;
FONSECA, 2007).

No entanto, boa parte dos microrga-
nismos meso6filos presentes no leite cru
tém a capacidade de se adaptarem ao frio,
ativando vias metabolicas proteolitica e/ou
lipolitica, que permitem seu crescimento
e multiplicacdo mesmo em temperaturas
de refrigeragdo (SANTANA et al., 2001).
Esses microrganismos sdo conhecidos como
psicrotroficos. A degradacao de proteinas
e gordura do leite cru, provocada pelos
psicrotroficos, pode acarretar problemas
tecnoloégicos no leite UHT, principalmente

durante a vida util e industrialmente na fa-
bricagdo de derivados (TAMANINI, 2012).

Os microrganismos termoduricos, por
sua vez, sao aqueles capazes de resistirem
a pasteurizagdo (FRANCO, LANDGRAF,
2006). No leite, esses microrganismos também
podem ser psicrotroficos proteoliticos e/ou
lipoliticos, deteriorando o leite pasteurizado
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2014). Apesar
disso, a legislacao brasileira (BRASIL,
2011) ndo determina a enumeragdo desses
microrganismos no leite cru, diferentemente
da Nova Zelandia onde ¢ estabelecido o padrao
maximo de 1.500 UFC/mL (WHEELER,
2011) de termoduricos.

Para contagem dos microrganismos psi-
crotroficos no leite, a metodologia reco-
mendada pelos principais 6rgdos de controle
de qualidade internacionais ¢ a semeadura
em superficie de dilui¢des seriadas do leite
e incubacgdo a 7 °C por 10 dias (FRANK;
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YOUSSEF, 2006). Como o periodo de incu-
bacgdo ¢ longo e inviavel em rotinas industriais,
Oliveira; Parmelle (1976) alteraram com su-
cesso o bindmio tempo/temperatura para que
fosse possivel a contagem de microrganismos
psicrotroficos a 21 °C por apenas 25 horas.
Essa metodologia rapida ja ¢ validada para
psicrotroficos pela International Dairy Fe-
deration (IDF, 1991) com base no estudo de
Oliveira; Parmelle (1976).

O objetivo do presente trabalho foi ve-
rificar se a metodologia de Oliveira; Parmelle
(1976) também ¢ eficiente para enumeracao
de termoduricos psicrotroficos do leite, ava-
liando a contagem dos psicrotroficos e dos
termoduricos psicrotroficos em ambos os bi-
noémios de tempo e temperatura de incubagao.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 28 amostras de leite cru
refrigerado diretamente de caminhdes trans-
portadores na plataforma de recep¢do de uma
usina de beneficiamento no norte do Parana,
nos meses de outubro e novembro de 2013.
Cada amostra de 500 mL foi coletada em
frasco estéril e imediatamente encaminhada
sob refrigeracdo ao Laboratorio de Inspecao
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

O leite cru foi diluido em solugdo sali-
na (0,85 %) peptonada (0,1 %) para o pla-
queamento em quadruplicata de cada dilui-
¢do decimal por superficie em Agar Padrio
para Contagem (APC), sendo uma dupli-
cata incubada a 7 °C por 10 dias (FRANK;
YOUSSEF, 2006) e outraa 21 °C por 25 horas
(IDF, 1991).

Para enumeragdo dos microrganismos
termoduricos psicrotroéficos 5 mL de cada
amostra de leite cru foram adicionadas a um
tubo de ensaio estéril com tampa de rosca
para o tratamento térmico (62,8 + 0,5 °C)
em banho-maria por 30 minutos, que foram
contados a partir do momento em que um

tubo controle com um termometro atingiu a
temperatura preconizada. Imediatamente apos
o tratamento térmico, os tubos foram imersos
em banho de gelo até atingirem a temperatura
de 10 °C (FRANK;YOUSSEF, 2006). Proce-
deu-se entdo a dilui¢do, plaqueamento e in-
cubagdo das amostras da mesma forma que
o leite cru.

Para andlise estatistica dos dados e
elaboragdo do grafico em Boxplot os resul-
tados foram convertidos em /og e foi utiliza-
do o programa Statistica versdo 7.0 (Stat
Soft, OK, USA) utilizando a = 5% no teste t
de Student. Para elaboracao dos graficos de
dispersdo e cédlculo do coeficiente de cor-
relagdo foi utilizado programa Microsoft
Excel® versao 2010.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das contagens de psicro-
troficos nos diferentes tempos e temperaturas
de incubagdo podem ser observados na Tabe-
la 1. Pode-se observar que ndo houve diferen-
ca significativa para as médias das contagens
(p = 0,46) e que o coeficiente de correlagdo
entre os métodos de incubagdo ¢é considera-
do satisfatorio, assim como a regressao linear
(R?=0,80) (Figura 1).

Para os termoduricos psicrotroficos
também ndo foi observada diferen¢a signi-
ficativa (p = 0,17) comparando as contagens
dos métodos de incubagdo (Tabela 2). Isso
demonstra que o bindmio temperatura/tempo
ndo interferiu estatisticamente nas contagens
pelos dois métodos para os dois grupos de
microrganismos. No entanto, o coeficiente
de correlacao de 0,69 entre os métodos para
enumeragdo de termoduricos psicrotroficos
¢ considerado baixo. A regressdo linear
entre os métodos de incubacdo também foi
considerada insatisfatoria para os termoduricos
psicrotroficos (R? = 0,47) (Figura 2).

Essa diferenca também pode ser obser-
vada quanto a distribui¢@o dos resultados, onde
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Tabela 1 — Resultados (log) da contagem de microrganismos psicrotroficos de 28 amostras de
leite cru refrigerado em dois bindomios de temperatura e tempo de incubagao

Psicrotroficos (log UFC/mL)

21 °C/25 horas 7 °C/10 dias
Média* 7,074 7,074
Maximo 8,10 8,12
Minimo 5,31 5,39
Desvio Padriao 0,72 0,68
Coeficiente de correlagao (R) 0,90

* Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 1 — Comparacao da contagem de microrganismos psicrotroficos do leite cru refrigerado

em dois bindmios de temperatura e tempo de incubagdo (21 °C/25 horas e 7 °C/ 10 dias)

Tabela 2 — Resultados (/og) da contagem de microrganismos termoduricos psicrotroficos de 28
amostras de leite cru refrigerado em dois bindmios de temperatura e tempo de incubagdo

Termoduricos Psicrotroficos (log UFC/mL)

21 °C/25 horas 7 °C/10 dias
Média* 3,014 2,894
Maximo 5,28 4,73
Minimo 1,70 0,70
Desvio Padrao 0,83 0,82
Coeficiente de correlagdo (R) 0,69

* Valores seguidos de letras iguais na mesma linha ndo diferem entre si no teste t de Student ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 2 — Comparacao da contagem de microrganismos termoduricos psicrotroficos do leite
em dois bindmios de temperatura e tempo de incubagdo (21 °C/25 horas e 7 °C/ 10 dias)
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Figura 3 — Distribuicao dos resultados (/og) da contagem de microrganismos psicrotroficos (P)
e termoduricos psicrotroficos (TP) de 28 amostras de leite cru refrigerado em dois bindmios de
temperatura e tempo de incubagao (21 °C/25h e 7 °C/10d)

as contagens de psicrotroficos apresentaram
distribui¢cao mais homogénea na comparagao
dos métodos em relag@o aos termoduricos psi-
crotroficos na mesma comparacao (Figura 3).

Hé grande diversidade de microrga-
nismos psicrotroficos do leite, grupo no qual

ja foram descritos mais de 34 géneros de
microrganismos, Gram positivos e negativos
(JAY, 2008).

Os psicrotroficos termoduricos sdo repre-
sentados pelos géneros Arthrobacter, Micro-
bacterium, Streptococcus, Corynebacterium,
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Clostridium e principalmente pelo género
Bacillus spp. (COLLINS, 1981). Os que re-
sistem a pasteurizacdo do leite com alta taxa
de sobrevivéncia pertencem aos géneros
Bacillus, Paenibacillus, Micrococcus € Myco-
bacterium e, com baixa taxa de sobrevivén-
cia alguns Enterococcus, Streptococcus e
Lactobacilluse, algumas vezes, a outros gé-
neros Gram positivos (JAY, 2008).

Estudos preliminares demonstram que
alguns microrganismos termoduricos psi-
crotroficos também desempenham papel
fundamental na deteriorag@o do leite pasteu-
rizado, uma vez que resistem a pasteurizagao
e continuam a produzir enzimas proteoliticas,
podendo estar diretamente relacionados a re-
ducdo da vida util desse leite. Ribeiro Junior
etal. (2014) avaliaram 20 amostras de leite cru
refrigerado na regido norte do estado do Para-
né e encontraram média de 3,5 x 10° UFC/mL
de termodrico spsicrotroficos. Esses mesmos
autores isolaram 347 coldnias puras e verifi-
caram que 142 (40,1 %) apresentam halos de
protedlise em agar leite suplementado com
solucdo de leite em p6d desnatado.

Em suma, bindmio temperatura/tempo
sugerido por Oliveira; Parmelle (1976) para
psicrotroficos ndo apresenta resultados satisfa-
térios para enumeracdo de microrganismos
termoduricos psicrotroficos em leite. Isso pode
estar relacionado as diferengas metabdlicas e
enzimaticas desses microrganismos.

CONCLUSOES

O baixo coeficiente de correlagdo dos
binomios de temperatura e tempo de in-
cubag@o dos termoduricos psicrotroficos a
21 °C por 25 horas em relagdo ao método
tradicional de 7 °C por 10 dias sugere que
a metodologia mais rapida nao ¢ eficiente
para esses microrganismos em compara-
¢30 ao mesmo método para enumeragdo de
psicrotroficos.
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