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MICRORGANISMOS MESOFILICOS EM LEITE UHT

Mesophilic microorganisms in UHT milk

Delane Ribas da Rosa’, Eduardo Sirichuk de Souza !, Julia Arantes Galvdo '

RESUMO

O leite tratado via ultra alta temperatura (UAT) — Ultra High Temperature
- UHT esta presente na maioria das dietas nacionais e assume papel fundamental
na nutricdo humana. Os microrganismos mesofilos destacam-se como principais
indicadores de qualidade do produto. Assim, o objetivo deste trabalho foi detectar,
quantificar e avaliar a morfologia de Gram das bactérias mesofilas isoladas de trés
diferentes marcas de leite UHT submetidos ou ndo a incubagdo. Foram obtidas
em supermercados da regido de Curitiba, PR, 90 amostras de leite UHT (A, B e
C). Metade das amostras foi submetida a incubagdo (36 °C/7 dias) previamente as
analises e a outra metade foi avaliada em até 2 h ap6s a aquisi¢@o quanto a Contagem
Padrao em Placas (CPP), coloracdo de Gram e teste da lactofermentacdo. 30% das
amostras analisadas continham mais que 100 UFC/mL de aerdbios mesofilos, sendo
20% e 29% das amostras incubadas ou ndo, respectivamente. A marca A apresentou
as maiores contagens, seguida pelas marcas B e C. Os resultados apds incubagdo
também revelam maiores contagens nas amostras da marca A. Os resultados de
coloracdo de Gram revelaram a predominancia de cocos Gram-positivos em todas as
amostras, incubadas ou ndo. No teste de lactofermentacdo, verificou-se coagulagdo
ap6s 48 h e 96 h de incubagdo em, pelo menos, uma amostra sem incubagdo prévia
e nas amostras com incubagao por sete dias nas amostras das marcas A e B (lotes 1
e 3). Logo, identificou-se a possibilidade de haver amostras e marcas de leite UHT
disponiveis no mercado que extrapolam os limites estabelecidos pela legislagdo em
relagdo a contagem de microrganismos mesoéfilos.
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ABSTRACT

Milk treated by Ultra High Temperature — UHT is present in most national
diets and takes a fundamental role in human nutrition. Mesophilic microorganisms
stand out as the main product quality indicators. Thus, the objective of this paper
was to detect, quantify and evaluate the Gram morphology of mesophilic bacteria
isolated from three different brands of UHT milks submitted or not to incubation. 90
samples of UHT milk (A, B, and C) were obtained from supermarkets in the region
of Curitiba, PR. Half of the samples were subjected to incubation (36 °C/7 days)
before analysis and the other half was evaluated within 2 hours after acquisition
for Standard Plate Count (SPC), Gram staining, and lactofermentation test. 30%
of the analyzed samples contained more than 100 CFU/mL of mesophilic aerobes,
with 20% and 29% of the samples incubated or not, respectively. The A mark had
the highest counts, followed by the B and C marks. The results after incubation
also revealed higher counts in the A mark samples. The Gram stain results revealed
the predominance of Gram-positive cocci in all samples, incubated or not. In the
lactofermentation test, coagulation was observed after 48 h and 96 h of incubation
in at least one sample without previous incubation and in samples with incubation
for seven days of brands A and B (batches 1 and 3). Therefore, it was identified the
possibility of having samples and brands of UHT milk available on the market that
go beyond the limits established by legislation concerning the counting of mesophilic

microorganisms.

Keywords: coagulation; lactofermentation; incubated milk.

INTRODUCAO

O processo UAT (Ultra Alta Temperatura,
em inglés Ultra High Temperature, UHT)
consiste no aquecimento do leite, previamente
homogeneizado, a temperatura de 130 a
150 °C durante 2 a 4 segundos, sob fluxo
continuo, com o rapido resfriamento a 32 °C.
O envase ¢ realizado sob condicdes assépticas
em embalagens estéreis ¢ hermeticamente
fechadas (BRASIL, 1996).

O leite UHT esté presente em 87% das
moradias brasileiras, representando 76% do
leite fluido € 47% do total de leites consumidos
no Brasil (CAMARA; WESCHENFELDER,
2014). Por outro lado, uma pesquisa realizada
por Ornellas et al. (2018) revelaram que apesar
da existéncia de processos de beneficiamento
que tornam o leite livre de microrganismos
patogénicos, ainda é observada a preferéncia

de alguns grupos de consumidores pelo leite
sem tratamento térmico, o que ¢ um risco a
saude publica.

As caracteristicas fisico-quimicas e
condigdes de higiene na ordenha influenciam
diretamente a qualidade do leite, até mesmo
o submetido ao processo UHT, pois as
bactérias da matéria-prima sao eliminadas,
porém deixam enzimas que degradam alguns
compostos de interesse econdémico, como a
lactose (TRONCO, 2010).

O leite e demais produtos submetidos
ao tratamento UHT ndo devem conter
nenhum tipo de microrganismos patogénicos
ou alteradores das caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais em condigdes adequadas
de armazenamento (BRASIL, 1996). No
entanto, permite-se que apos sete dias de
incubacgdo de 35 a 37 °C tenha-se a contagem
de 100 UFC/mL (BRASIL, 1997). Isso devido
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ao fato de que este processo térmico ¢é capaz de
eliminar todas as formas vegetativas, restando
as formas esporuladas altamente resistentes ao
calor (Highly Heat Resistant Spores — HHRS).

Os aditivos sao substancias naturais
ou artificiais adicionadas aos alimentos que
desempenham diversas fung¢des. No leite UHT
os citratos e fosfatos funcionam como quelantes
de calcio e estabilizadores de micelas (WANG
et al., 2016), com isso é possivel minimizar
a ocorréncia de sedimentagdo, e gelificagao,
assim como promover a estabilidade das
proteinas (CHEN et al., 2012). No entanto, a
qualidade microbioldgica do leite é fundamental
para que o leite submetido a tratamento térmico
ndo apresente sedimentagdes ou gelificagao
(NEWSTEAD et al., 2006).

Para realizar a avaliacdo qualitativa
do leite sdo utilizados microrganismos indi-
cadores. Os comumente pesquisados sdo os
microrganismos aerdbios ou facultativos,
dentre os quais estdo os mesofilos, termofilos,
psicrotroficos, e os coliformes (REZENDE et
al.,2000). No entanto, Maieski (2011) destaca
como principais microrganismos indicadores
de qualidade do leite: os aerdbios mesdfilos
e coliformes.

A contaminag¢do do leite cru pode
elevar a representatividade das bactérias psi-
crotroficas em mais de 75% da microbiota, ja
quando sdo aplicados adequados cuidados na
ordenha, a contaminagao ¢ reduzida a 10% da
microbiota do leite cru (SERRA, 2004). Isso,
consequentemente, altera a quantidade de
proteases e lipases deteriorantes (JAY, 2000).

Assim, considerando o alto consumo
de leite UHT pela populagdo brasileira
(CARVALHO et al., 2020) e a preocupagao
com a seguranca ¢ qualidade dos alimentos, o
presente trabalho teve como objetivo detectar,
quantificar e caracterizar morfologicamente
as bactérias aerdbias mesoéfilas de leites UHT
do tipo integral de trés diferentes marcas
disponiveis no comércio varejista de Curitiba
e regido, Parana.

MATERIAIS E METODOS

Foram avaliadas 90 amostras de leite
UHT de trés diferentes marcas, denominadas
como A, B e C, separadas em trés lotes de
cada marca, obtidas em supermercados da
regido de Curitiba, PR. De acordo com as
informagdes da embalagem, os leites avaliados
apresentavam a seguinte composicdo: A - leite
integral; B - leite fluido integral, estabilizante
monofosfato de sédio, difosfato de sédio,
trifosfato de soddio e citrato de sodio; C -
leite integral, estabilizantes citrato de sédio,
monofosfato de sodio, difosfato de sodio e
trifosfato de sodio.

De cada marca foram adquiridas 10
amostras quinzenalmente, sendo cinco delas
analisadas em até 2 horas no dia da aquisi¢do e
outras cinco apds incubagao de 36 a 37 °C por
7 dias. A avaliacao das amostras foi realizada
conforme a recomendagdo do Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ),
mediado pela Portaria n° 146 do Ministério
da Agricultura e Pecuaria (BRASIL, 1996).
Todas as analises foram realizadas dentro
do prazo de validade especificado em cada
embalagem.

Foi realizada a assepsia externa das
caixas com a lavagem em agua e sabao, com
auxilio de uma esponja descartavel, enxague,
secagem e aplicacdo de alcool 70 % v/v na
regido de abertura.

Para a realizagdo da Contagem Padrao
em Placa (CPP) procedeu-se a diluicdo
em solugdo salina 0,85% NaCl e posterior
semeadura em superficie em agar padrdo de
contagem (BRASIL, 2003). Ap6s a semeadura,
as placas foram incubadas por 48 horas de 36
a 37 °C. Em seguida, foi realizada a contagem
em Unidades Formadoras de Coldonia (UFC)
e triagem (de modo aleatorio, considerando a
boa condi¢ao de isolamento) de duas coldnias
de cada amostra para a coloragdo de Gram e
identificagdo morfologica.

Adicionalmente foi realizado teste da

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 75, n. 4, p. 281-289, out/dez, 2020



284 ROSA,D. R. et al

lactofermentacdo utilizando 10 mL de cada
amostra adicionados em tubos de ensaio
estéreis com tampa de rosca e incubados de 36
a 37 °C com leituras apos 24 horas, 48 horas,
72 horas e 96 horas (PINTO ez al., 2006).

As analises foram processadas no
Laboratorio de Controle de Qualidade e
Seguranga de Alimentos (LACQSA) da
UFPR.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 90 amostras analisadas, nenhuma
apresentou “estufamento” nas embalagens ou
coagulagdo visivel no momento de abertura
das caixas de leite, mesmo apds incubagio de
36 a 37 °C por sete dias.

Dado que o bindmio temperatura e tempo
do processo UHT ndo ¢ capaz de proporcionar
ao produto a esterilidade total (LUZ et al.,
2018), a regulamentacdo vigente estipula o
limite de 100 UFC/mL para contagens de
aerobios mesofilos (BRASIL, 1997). Das
90 amostras analisadas, 30% apresentaram
contagens acima de 100 UFC/mL, sendo
29% das amostras ndo incubadas e 20% das
amostras incubadas (Tabela 1).

Em comparacdo entre as marcas sem

incubagdo, a marca A ¢ a que apresentou
maiores contagens, seguido pela marca B e
C. Ja os resultados ap6s incubagdo a 36 °C
por sete dias revelam maiores contagens nas
amostras da marca A, apesar de amostras da
marca B apresentarem a mesma quantidade
de contagens acima do estabelecido pela
legislagdo nacional (BRASIL, 1997), porém
com menores contagens (Tabela 2).

Relatos de altas contagens bacterianas
em leite UHT sdo apresentados em alguns
estudos como o de Pereira ef al. (2013) que
detectou a presenca e contagens acima de
100 UFC/mL em 38% das amostras e em
24% das amostras da pesquisa de Bersot
et al. (2010) também estavam acima do
recomendado. Westhoff (1981), associa estas
contaminagdes a falhas no sistema de envase
e a higiene inadequada dos equipamentos que
realizam os processos térmicos.

O leite da marca C apresentou contagem
em quatro das trinta amostras analisadas
com e sem incubacdo, todas acima do limite
permitido (Tabela 2). O leite que apresenta
boas condigdes microbioldgicas antes do
processamento em virtude de uma série de
fatores que inclui a saude dos animais, dos
trabalhadores da ordenha, realizagdo de

Tabela 1 — Numero de amostras de leite UHT distribuidas nas faixas de contagens de
microrganismos aerobios mesofilos, avaliados sem incubagdo e ap6s incubagdo de 36 a 37 °C

por sete dias, por marcas (A, B e C)

Faixa de contagem

Amostras niao incubadas

Amostras incubadas

bacteriana (UFC/mL) A B C A B Total
<10 6 7 12 8 6 14 53
11-100 1 2 1 3 0 7
101-200 0 2% 0 1* 0 3%
201-300 1* 1* 0 0 0 2%
>301 7* 3% 3% 6* 5% 1* 25%
Total 15 15 15 15 15 15 90

Legenda: *Numero de amostras que extrapolaram o limite maximo de 100 UFC/mL (BRASIL, 1997).
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boas praticas de ordenha apresentara melhor
condi¢do microbioldgica também apds o
processamento (TRONCO, 2010).

Pesquisando cinco diferentes marcas
de leites UHT na Paraiba, Silva et al.
(2019) constataram contagens de coliformes
menor que 0,3 NMP/mL, assim como
auséncia de Salmonela sp. e Escherichia
coli. Os autores relacionam este resultado
com o adequado processamento térmico e
auséncia de contaminagdo posterior o que
sdo comprovadas pela auséncia destes tipos
de bactérias.

Para monitorar o grau de contaminagao
microbiana de uma amostra em quantidades ou
unidade formadora de coldnia (UFC), Brito;
Brito (2004) apontam a Contagem Bacteriana
Total (CBT) como fundamental para retratar
os cuidados desde a ordenha até o momento
da estocagem de determinado laticinio.
Esta analise depende da carga microbiana
inicial e da capacidade de multiplicacdo do
microrganismo (MAIESKI, 2011).

A bactéria esporulada mais popular
mundialmente isolada de leites UHT ¢
o Bacillus sporothermodurans — BSP
(ZACARCHENCO et al., 2000). Os resultados
obtidos a partir do isolamento do bacilo de
amostras de leites UHT produzidos nos estados
de Sao Paulo e Parana apresentaram contagens
em torno de 10° UFC/mL e ndo se constatou

alteragdes sensoriais. A posterior multiplicagdo
dessas bactérias promove a perda de qualidade
do leite e degradagdo de seus componentes
por microrganismos ou enzimas microbianas,
podendo ter implicagdes negativas em textura,
sabor e aroma do leite (HAYES; BOOR, 2001).
Mais recentemente, Tabit (2018) confirma
0 que os autores anteriores afirmaram, pois
observou menores taxas proteoliticas de
BSP e alteragdes sensoriais apos a fase de
crescimento exponencial deste bacilo em seu
experimento com leites UHT com validades
atingidas.

Na coloragdo de Gram observamos
predominancia de cocos Gram-positivos
nas amostras nao incubadas e incubadas, o
que corrobora com o estudo de Bersot et al.
(2010), que de 150 amostras de trés diferentes
marcas identificou cocos Gram-positivos na
maioria delas. Segundo Jay (2005), dentre
as bactérias Gram-positivas, cocos sao mais
resistentes ao calor do que os bacilos, sendo
Bacillus com representagdo de 38,4% das
bactérias encontradas na pesquisa de Luz et
al. (2018).

Nas amostras nao incubadas foram
identificadas bactérias do tipo cocos Gram
positivas e negativas nas marcas A, B e
C. As amostras incubadas das trés marcas
apresentaram morfologias de cocos Gram
positivos (Tabela 3).

Tabela 2 — Contagens maximas, minimas ¢ média de aerdbios mesdfilos em UFC/mL de
amostras de leite UHT avaliados sem incubacdo e ap6s incubag@o de 36 a 37 °C por sete dias,

por marcas (A, B e C)

Amostras nao incubadas

Amostras incubadas

Marcas
Méx-Min Média Méx-Min Média
A 16000-65 11702 48100-10 3601
B 9250-10 1251 14850-10 2474
C 18505-5450 13364 400 27
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Nos testes de lactofermentacéo,
evidenciou-se caracteristicas alteragdes
sensoriais. Apesar das observagdes a cada
24 horas, os trés lotes de todas as marcas
manifestaram coagulagdo apo6s 48 h ou
96 h de incubacdo em, pelo menos, uma
amostra sem incubag¢do prévia. Com a
incubag@o por sete dias, os lotes 1 e 3 das
marcas A e B apresentaram pelo menos uma
ocorréncia de coagulagdo espalhadas nos
quatro tempos de observacdo. Este maior
tempo de coagulacgdo estd vinculado a baixa
carga microbiana, devido processo UHT, e ao
isolamento proporcionado pela embalagem.
No entanto, ao longo do tempo de incubagao
foi observada a presenca de algumas culturas
vidveis constatada pela formagao de coagulos
consistente irregular com liberagdo de soro.

Podemos relacionar a ocorréncia de
coagulagdo com os resultados apresentados
na coloracdo de Gram. Em algumas amostras
houve a formacao de gas. No entanto, no lote
2 das marcas A e B e todos os lotes da marca
C submetidos a incubagdo prévia por 7 dias
as amostras apresentaram contagens € ndo
houve coagulagao.

Diante desta constatagcdo, podemos
elencar alguns fatores que desencadeiam
a sedimentagdo e gelificagdo como nos
resultados de Malmgren et al. (2017) o qual,

em seus estudos na Suécia, concluiram que a
temperatura de armazenamento ¢ um fator que
esta fortemente relacionado a sedimentagdo e a
gelificacdo do leite apds processamento UHT.

Segundo Dias (2011), a gelificagdo
inicia-se a partir da hidrélise da caseina devido
a acdo da plasmina ou enzimas microbianas
termoresistentes. Ainda, a mesma autora
aponta a plasmina, enzima natural do leite,
como responsavel pela gelificagdo em leite
UHT oriundo de leite cru de boa qualidade, ja
quando utiliza-se leite cru de baixa qualidade,
este fenomeno pode ser associado a enzimas
microbianas termorresistentes produzidas por
bactérias psicrotroficas. A permanéncia destas
enzimas nativas ou microbianas ja havia sido
observada por Burton (1988), sendo estas
responsabilizadas por alteracdes de sabores
apo6s armazenamento.

Outros fatores como a natureza
do processamento térmico, a atividade
proteolitica durante o armazenamento, a
composicao e qualidade da matéria-prima,
temperatura de armazenamento ¢ a adicdo
excessiva de aditivos como fosfato de sodio
e citrato de s6dio sdo significativos para
iniciar a gelificag@o ou acelerar este processo
(DATTA; DEETH, 2001).

Dias (2011) e Beloti (2015) relatam
que citratos e fosfatos sao utilizados em leite

Tabela 3 — Analise morfologica e coloragdo de Gram de colonias bacterianas mesofilicas isoladas
em leites UHT de trés marcas (A, B e C) por lote avaliado

Amostras ndo incubadas

Amostras incubadas

Marcas
2

1 2 3

A C+ C+

CB-/

C+ C+ 0

C+/B-

B C-
C C- C+

C-/IC+ C-/B-/C+ C+ C+ 0

C+ 0 0

Legenda: C+ = Cocos positivo; C- = Cocos negativo; B+ = Bacilo positivo; B- = Bacilo negativo; 0 = sem

crescimento bacteriano.
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UHT, combinados ou ndo, € atuam como
estabilizantes de caseina e sdo adicionados
antes do processo térmico em concentragao
ndo superior a determinada pelo MAPA.

Os aditivos como estabilizantes sao
utilizados na industria de laticinios para
prevenir a sedimentacdo e gelificacdo do
leite submetido ao tratamento com altas
temperaturas, evitando a aparéncia de
coalhado e garantindo um determinado tempo
de armazenamento (SANTOS; FONSECA,
2007; CHEN et al., 2012). O MAPA estipula
um limite de 0,1 g/100 mL ou 0,1% no leite
UHT dentre estabilizantes como citrato de
sodio, monofosfato de sddio, difosfato de
sodio, trifosfato de sddio, usados separados
ou em combinagdo (BRASIL, 1997).

A estabilidade térmica do leite antes do
beneficiamento esta diretamente relacionada
a qualidade do leite cru, a qual ¢ definida
pela higiene na ordenha e temperatura de
armazenamento (DIAS, 2011), sendo o uso
de estabilizantes opcional.

As amostras de leite C que ndo coagu-
laram na prova da lactofermentagdo e apre-
sentaram as menores contagens bacterianas
podem ter passado por algum processamento
adicional que proporcionou tal condi¢@o, nao
ficando excluida aqui a possibilidade do uso
de inibidores nao autorizados. Essa ¢ uma
hipétese que fica aventada, ja que testes para
pesquisa de inibidores ndo foram realizados
neste estudo.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados apre-
sentados neste estudo concluimos que pode
haver amostras disponiveis no comércio
varejista que extrapolam as 100 UFC/mL de
bactérias mesofilicas (limite estabelecido pela
legislacdo nacional), ndo sendo este resultado
exclusivo de uma das marcas avaliadas.
Medidas de controle higiénico-sanitario
devem ser readequadas pelas unidades

produtivas e industria para que o consumidor
receba um produto de melhor qualidade.
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