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RESUMO

A granelizag¢do do leite contribuiu para a diminui¢do das contagens de bactérias mesofilas
no mesmo. Todavia, microrganismos com capacidade de sobreviver em baixas temperaturas,
como as bactérias psicrotroficas, passaram a ganhar importancia. Estes microrganismos propiciam
modifica¢des nos produtos lacteos, interferindo nas suas caracteristicas sensoriais e reologicas
e diminuindo a vida de prateleira. O presente trabalho possuiu como objetivo quantificar
microrganismos psicrotréficos em 19 amostras de leite cru provenientes de uma usina
beneficiadora da cidade de Uberlandia — MG e analisar a aplicabilidade do método alternativo
Compact Dry® TC na enumeragdo destes microrganismos. Das 19 amostras coletadas, 18
(94,7%) apresentaram contagem maior ou igual a 105 UFC.mL"' e somente em 1 (5,3%) amostra
a contagem foi inferior a 1,0 x 10* UFC.mL"!, para ambos os métodos. Os resultados evidenciam
a necessidade de melhoria nas condigdes higiénico-sanitarias do manejo e armazenamento desta
matéria-prima. A correlagdo entre os resultados obtidos nos dois métodos de analises utilizados
foi positiva e significativa (r>>0,9). Esse coeficiente indica que os dois métodos sdo equivalentes,
e que o Compact Dry® representa uma alternativa para analise de bactérias psicrotréficas.

Termos para indexacdo: leite cru, bactérias psicrotroficas, Compact Dry® T¢,

qualidade microbiologica.

1 INTRODUCAO

A disponibilidade de nutrientes no leite, sua
alta atividade de agua e o pH proximo da
neutralidade torna-o meio favoravel ao
crescimento bacteriano (ARCURI et al., 2006;
GERMANO; GERMANO, 2003; COX, 1993).
Essas bactérias podem provocar alteragdes fisico-
quimicas e sensoriais no produto, tornando-o
inaceitavel para o consumo ou transformando-o
em um alimento veiculador de doencas
(NASCIMENTO et al., 1991).

Visando a melhoria da qualidade do leite, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), instituiu novas regras pela Instrugdo
Normativa 51 (IN 51), que estabeleceu a

obrigatoriedade do sistema de refrigeragdo do leite cru
e da granelizagdo no transporte em nivel de
propriedades leiteiras (NERO et al., 2005; RIBEIRO-
FURTINI, 2005; FAGUNDES et al., 2006; AMORIM,
2007). A graneliza¢do trouxe uma redugdo significativa
nas contagens de bactérias mesofilas e, consequen-
temente, diminuiu drasticamente as condenagdes de
leite por alta acidez. Porém, outros grupos de
microrganismos com capacidade de se multiplicar em
baixas temperaturas, como os psicrotroficos, passaram
a ganhar importancia (NADER et al., 2003).

No leite cru recém-ordenhado produzido sob
condigdes normais de higiene representa em torno
de 10% da microbiota total (PINTO et al., 2000).
Entretanto, em leite mantido sob refrigeragdo, essas
bactérias tém predomindncia sobre as demais
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espécies presentes, tanto no leite cru quanto no
leite beneficiado, chegando a constituir mais de
75% da populagio total (DESMASURES;
GUEGUEN, 1997; MUIR, 1996; COUSIN, 1982).

As principais fontes de contaminacdo do leite
e derivados com bactérias psicrotroficas sdo os
utensilios e equipamentos utilizados no manuseio
do leite nas fazendas e a higiene inadequada na
ordenha (ENEROTH et al., 1998; MURPHY; BOOR,
2000). A manutencdo do leite refrigerado por tempo
prolongado, nas fazendas e usinas de beneficiamento
facilita a proliferagdo deste grupo (FAGUNDES et
al., 2006; ALVIM, 1992). A legislagdo brasileira, na
IN 51, ndo estabelece pardmetros em relacdo a
contagem de bactérias psicrotréficas em leite cru.
Entretanto, com base em estudos ja realizados, ¢
imprudente a fabricacdo de produtos a partir do leite
cru com contagem de bactérias psicrotroficas
superior a 5,0 x 10¢ UFC.mL"' (RYSER, 1999;
THOMAS; THOMAS, 1973).

Bactérias psicrotroficas sdo importantes
deteriorantes de leite e derivados. Estes microrga-
nismos produzem enzimas lipoliticas e proteoliticas
termorresistentes (GRIFFITHS et al., 1981) que agem
sobre os componentes lacteos e alteram as
caracteristicas fisico-quimicas e organolépticas, além
de diminuir a vida de prateleira do leite e dos seus
derivados (SORHAUG; STEPANIAK, 1997; CHEN
et al., 2003; COX, 1993; CROMIE, 1992; PEREIRA
et al., 2001). Dentre os principais problemas
decorrentes dos altos numeros de bactérias
psicrotroficas podem ser destacados: geleificagdo do
leite UHT, modificagdes consisténcia e textura,
sabores e odores desagradaveis nos produtos lacteos
durante a estocagem e maturagdo, rancificacdo e
diminui¢@o no rendimento industrial na produgdo de
queijos e reducdo da vida de prateleira dos produtos
(ORDONEZ, 2007; ALMEIDA, 1998).

Uma forma que as industrias encontraram para
minimizar as perdas tecnoldgicas decorrentes dos altos
numeros de psicrotroficos no leite foi o seu
monitoramento por meio de analises (SILVA, 2001;
GARCIA et al., 2000). O método tradicional de
cultivo em placas recomendado para contagem de
psicrotréficas no leite e seus derivados pelo Standard
Methods for the Examination of Dairy Products
(FRANK; YOUSEF, 2004) preconiza a incubagio das
placas por 10 dias a 7°C. O volume das placas e o
grande tempo de incubacdo dificultam a analise do
numero de analises necessarias pelas industrias.

Nos tltimos anos varias metodologias de
andlises alternativas tém sido oferecidas as industrias
de alimentos. De forma geral sdo consideradas mais
rapidas e mais praticas que a metodologia
convencional, sem comprometer a sensibilidade e
exatiddao (FRANCO, 1994; CASAROTTI et al.,
2007). Um destes métodos ¢ o Compact Dry®, que
contém enzimas cromogénicas capazes de detectar

atividades de enzimas caracteristicas dos micror-
ganismos pesquisados (BARANCELLI et al., 2004).
O Compact Dry® TC utilizado para contagem de
baterias totais possui validagdes da A.O.A.C. n°.
010404 (2008), NordVal n°. 033 (2008) e MicroVal
n° MV0703-001LR (2007).

KODAKA et al. (2006b) compararam as
técnicas do nimero mais provavel (NMP) e Compact
dry CF para a enumeracdo de coliformes em cinco
diferentes tipos de carnes. Para cada uma das carnes
foram avaliados quatro niveis de contaminagido
diferentes com cinco repetigdes de cada, totalizando
20 amostras por matriz carnea. O resultado
demonstrou que ndo havia diferenga significativa entre
os resultados dos dois métodos. MELDRUM (2004)
reportou os dados obtidos no estudo de validagdo
realizados pela AOAC entre o Compact dry TC e o
método oficial para enumeragdo de bactérias mesofilas
e considerou os métodos equivalentes. Foram
analisadas amostras de carne moida em trés diferentes
niveis de contaminag@o (10°, 10* e 10°) com cinco
repeti¢des de cada, em um total de 15 amostras para
cada tipo de matriz. Nestes estudos foi calculado o
coeficiente de correlagdo (r?) para realizar a
comparagdo entre os métodos.

O objetivo desse estudo foi avaliar a
presenca de bactérias psicrotréficas em leite cru
bovino refrigerado e analisar a aplicabilidade do
método alternativo Compact Dry® TC na enu-
meragdo destes microrganismos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencio e preparo das amostras

Foram coletadas 19 amostras de 600 mL de
leite cru diretamente do baldo isotérmico em uma usina
beneficiadora. As amostras foram acondicionadas em
recipiente estéril, e transportadas em caixa isotérmica
para o Laboratorio de Biotecnologia Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (LABIO/UFU),
onde foram imediatamente analisadas. No laboratorio,
as amostras receberam um numero de identificagdo e
suas embalagens foram higienizadas externamente com
alcool etilico 70%, levadas para fluxo laminar e abertas
assepticamente. Em seguida, realizaram-se as dilui¢des
decimais seriadas em 9mL de agua peptonada 0,1%.

2.2 Contagem de psicrotroficas pelo
método tradicional e pelo sistema
Compact Dry®

A contagem de bactérias psicrotréficas foi
realizada em paralelo pela técnica de analise
convencional e pelo teste rapido Compact Dry®.
Como metodologia convencional foi utilizada a
contagem em placas no agar padrdo para contagem
(PCA) (SILVA et al., 2007). As placas de Compact
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Dry® TC (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo,
Japan) foram inoculadas com 1 mL das dilui¢des
selecionadas, conforme recomendagdo do fabricante.
As placas de ambos os métodos foram incubadas a
7°C por dez dias. Ao final do periodo de incubagdo
as colonias foram contadas e o total foi multiplicado
pela reciproca da dilui¢do utilizada. O resultado foi
expresso como UFC.mL"'.

2.3 Analise dos resultados

Os resultados obtidos nas contagens foram
transformados em logaritmo de base 10 (log,,).
Utilizou-se analise de regressdo linear e céalculo do
coeficiente de correlagdo (r?) para a comparagdo
dos resultados obtidos nos diferentes métodos. Na
analise estatistica foram utilizados os critérios
tradicionais de equivaléncia entre dois métodos que
sdo: coeficiente angular proximo de 1,0, coeficiente
linear proximo de 0,0 e coeficiente de correlacdo
>0,9 (FONSECA; MARTINS, 1993).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 19 amostras analisadas 94,7% (18/
19) apresentaram contagens maiores ou iguais a 10°
UFC.mL"!, para ambos os métodos. As contagens
variaram de 4,0 x 10° UFC.mL" a 2,8 x 10’ UFC.mL"
!, para o sistema Compact Dry®, e 2,0 x 10° UFC.mL"
'a 9,7 x 107 UFC.mL"!, para o método tradicional,
sendo que somente uma amostra (5,3%) ndo apre-
sentou contagem inferior a 10* UFC.mL"! (Tabela 1).

No presente estudo foi encontrada 1/19
(5,3%) amostra com valor menor que 10* UFC.mL-
!, em ambos os métodos utilizados; 4/19 (21,1%) e
1/19 (5,3%) amostras com valores de 10° UFC.mL"
I, para o método Compact Dry® ¢ o método
tradicional, respectivamente; 9/19 (47,3%)
amostras com contagens de 10° UFC.mL"!, para
ambos os métodos; e 5/19 (26,3%) e 8/19 (42,1%)
amostras apresentaram valores superiores a 10°
UFC.mL"!, para 0 método Compact Dry® e o método
tradicional, respectivamente (Tabela 2).

Neste estudo 73,6% das amostras analisadas
tiveram contagens superiores a 10> UFC.mL"". Nao
existe padrdo pré-estabelecido para contagem maxima
aceitavel de bactérias psicrotroficas em leite cru na
IN 51 (BRASIL, 2002). Provavelmente, a falta de
padrdo para esse grupo ¢ devido ao fato de serem
deteriorantes e ndo patogénicas. Porém, THOMAS
& THOMAS (1973) recomendam como satisfatdria
uma contagem inicial inferior a 10* UFC.mL"! no
leite refrigerado a granel. Estes autores consideram
contagens iniciais entre 10* UFC.mL"' ¢ 10° UFC.mL"
'como indicativas da necessidade de melhoria nas
condi¢des de higiene da ordenha e/ou limpeza e
esterilizagdo dos equipamentos e quando superior a
10° UFC.mL"! uma indicag¢do definitiva de condigdes
insatisfatorias de produgdo ou refrigeragido e
estocagem ineficiente do leite na propriedade.

Estes resultados sugerem que os procedimentos
de higienizacdo, tempo e temperatura de estocagem
da matéria-prima na fonte produtora e as condigdes
de transporte ndo foram adequados para prevenir a

Tabela 1 — Bactérias psicrotroficas (UFC.mL"") em 19 amostras de leite cru refrigerado coletadas em

uma usina beneficiadora.

Amostras Compact Dry Tradicional Amostras Compact Dry Tradicional
1 7,3x10° 1,1 x 107 11 40x10° 1,2x10°
2 8,1 x10° 2,9x10° 12 6,6 x 10° 2,1 x107
3 4,6x10° 2,8x10° 13 1,2x 107 2,3x107
4 5,0x 10° 1,2x10° 14 46x10° 1,6 x 107
5 1,0 x 10° 1,8x10° 15 1,0 x 107 2,6x 107
6 1,0x 10° 2,0x10° 16 44x10° 8,4 x10°
7 8,0 x 10° 2,3x10° 17 2,8x 107 9,7 x 107
8 <10* <10* 18 2,6 x 10° 54x10°
9 1,5x 107 6,8x 107 19 1,7x 10’ 4,1x10’
10 1,9x 10° 5,0x10°

Tabela 2 — Percentual de amostras de leite cru agrupadas por intervalos de contagem de bactérias
psicrotroficas (UFC.mL"" nos métodos tradicional ¢ Compact Dry®.

Intervalo de contagem

Método de analise (n°) / %

(UFC.mL™")
<1,0x 10*
1,0x10*? 10°
10°? 10°
10°? 107

Compact Dry Tradicional
1) 5,3% 1) 5,3%
(Et))Zl,l";) E135,3°/z
9)47.3% 9)47,3%
(5) 26,3% (8)42,1%
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presenca ou inibir o crescimento das bactérias
psicrotroficas. E provavel também que estas
contagens sejam causa de problemas tecnologicos.

Altas contagens de bactérias psicrotroficas
também foram encontradas em leite cru refrigerado
armazenado em tanque horizontal isotérmico a
aproximadamente 11° C, na cidade de Goiania. As
contagens dos microrganismos psicrotroficos
variaram de 1,99 x 10° UFC.mL" a 6,29 x 10°
UFC.mL' (AMORIM, 2007). Contagens seme-
lhantes também foram verificadas em leite cru
transportado em caminhdes isotérmicos em sete
municipios do Sudoeste da Bahia. Os valores
apresentados variaram entre menor que 10* UFC.mL"
'a 3,6 x 106 UFC.mL"' (FERRAO; CARDOSO, 2003).

A analise microbiologica do leite cru em
amostras provenientes de tanques de refrigeracao
individual, coletivos e do silo de uma induastria
processadora de leite localizada na Zona da Mata
Mineira, demonstrou resultados semelhantes aos
obtidos neste estudo. A contagem de bactérias
psicrotroficas nestas amostras variaram entre 2,0
x 102 UFC.mL" ¢ 1,0 x 107 UFC.mL"! nos tanques
individuais, entre 8,90 x 10> UFC.mL"' ¢ 3,2 x 10°
UFC.mL"! nos tanques coletivos e entre 5,6 x 10°
UFC.mL" ¢ 6,4 x 10° UFC.mL"! nas amostras
coletadas no silo industrial (PINTO et al., 2006).

Contagens de psicrotroficas superiores a
10 UFC.mL"! foram verificadas em 90% das
amostras de leite cru coletadas individualmente
em tanques de expansdo (SANTOS; FONSECA,
2001). Analises realizadas em leite cru
provenientes de diferentes regides do Rio Grande
do Sul mostraram que 16,66% das amostras
possuiam contagens entre 10° ¢ 10° UFC.mL'; e
83,34% possuiam contagens acima de 10’ UFC.mL-
!. Estas contagens demonstram altos niveis de
contaminag¢do do leite cru e, provavelmente,
problemas tecnoldgicos resultantes da sua
utilizagdo na industria (SCHIMTT et al., 2003).

Fagundes e colaboradores (2006) compararam
a qualidade de leites provenientes de propriedades
leiteiras com distintos manejos sanitarios e nos leites
cru recém-obtido e refrigerado. Nas propriedades
com higiene inadequada, a contagem de
psicrotroficas foi de 1,08 x 10° UFC.mL"! no leite
recém-obtido, e de 1,6 x 10° UFC.mL" no leite cru
refrigerado. Nas propriedades com condic¢des de
higiene adequadas, as contagens de psicrotroficas
encontradas foram 7,33 x 10° UFC.mL"!, para o
leite recém-obtido, e 1,02 x 10* UFC.mL"! para o
leite cru refrigerado.

Existe uma grande controvérsia entre a
relacdo do nimero de bactérias contaminantes e
os possiveis defeitos na qualidade do leite e
derivados apds o processamento. ADAMS et al.
(1975) observaram que altas contagens de
psicrotroficas ndo sido necessarias para a produgdo

de concentracdes significativas de proteases
termorresistentes. KOCAK & ZADOW (1985),
ao estudarem o efeito do nimero de bactérias
psicrotroficas sobre a geleificagdo 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 proporgao.
Os autores concluiram que o tempo de geleificagdo
ndo pareceu estar associado somente com a
qualidade microbioldgica do leite.

O coeficiente de correlagdo entre os métodos
de analise avaliados foi positivo e significativo
(r’=0,9461), indicando que os dois métodos sdo
equivalentes. A representacdo grafica com o
coeficiente de correlagdo e a equagdo da reta entre os
diferentes métodos pode ser observada na Figura 1.

8
7
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5
54
3 y = 0,9337x + 0,0762
2 R? = 0,9461
1
04 . . . . :
0 2 4 6 8 10

Tradicional

Figura 1 — Regressdo linear das contagens de
psicrotréficas obtidas em Compact
Dry® TC e no método tradicional em
19 amostras de leite cru refrigerado.

O resultado obtido neste estudo foi semelhante
a outras comparagdes que demonstraram coeficientes
de correlacdo positivos e significativos entre a
metodologia tradicional ¢ o Compact Dry®, para
diversos tipos de microrganismos (KODAKA et al,
2006a; BEUCHAT et al, 1998; CASAROTTI et al.,
2007), indicando que o Compact Dry® representa
uma alternativa confidvel para andalise de
psicrotréficas no leite cru. O método alternativo
analisado demonstrou também ser de pratica execucdo
e facil manipulagdo e comprovou ser mais uma op¢ao
na analise de psicrotroficas nas industrias de laticinios.

4 CONCLUSAO

Apesar da legislacdo brasileira ndo estabelecer
padrdes relacionados as bactérias psicrotroficas em
leite cru, os resultados evidenciam a necessidade de
melhoria nas condi¢des higiénico-sanitarias do
manejo ¢ armazenamento desta matéria-prima.
Portanto, ha necessidade de investimentos continuos
em boas praticas para prevencdo da contaminagdo
e do crescimento microbiano na cadeia produtiva
do leite para reduzir problemas tecnoldgicos e
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econdmicos na industria de laticinios. O sistema
Compact Dry® mostrou-se equivalente ao método
tradicional de contagem de psicrotroficas por
apresentar coeficiente de correlagdo positivo e
significativo (r>=0,9461), podendo ser adotado desta
forma, para analises de rotina da industria.

ABSTRACT

The bulk milk has resulted in the reduction of
the countings of mesophilics bacteria in milk.
However, microorganisms that survive in low
temperatures as the psichrotrophics bacteria became
more relevant. These microorganisms are responsible
for modifications in the milky products, intervening
with its sensorial and reological characteristics and
reducing the shelf life. The aim of this study was to
count psichrotrophics microorganisms in bovine raw
milk and analyze the performance of Compact Dry®
for counting these microorganisms. From the analyzed
samples, 18 (94.7%) showed equal or higher countings
than 10° UFC.mL" and in 1 (5.2%) sample, the number
of psichrotrophics was inferior to 10* UFC.mL", for
both methods. According these results it is necessary
to improve the sanitary quality of raw milk. Simple
regression analysis of data showed a strong correlation
between standard method and Compact Dry® (r>>0.9)
for determining the number of psichrotrophics, which
suggests that Compact Dry® is suitable to be employed
as alternative technique for microorganisms counting
in raw milk.

Index terms: raw milk, psichrotrophics,
Compact Dry®, microbiological quality.
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