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RESUMO

A refrigeragao e a forma universalmente aceita para
controlar o crescimento dos microrganismos no leite e por isso,
vem sendo cada vez mais adotada na fazenda, na industria e no
comercio para aumentar a conservacao do leite e seus derivados.
Em consequencia disto, o grupo de microrganismos capaz de se
multiplicar sob refrigeragao a temperaturas entre 0 a 109C,vem
recebendo crescente atengao dos pesquisadores. Este grupo e,
atualmente, denominado microrganismos psicrotroficos.

Tendo em vista que o metodo padrao para contagem de
psicrotroficos recomenda incubagao a 79C por 10 dias, sendo,
portanto, um metodo de pouca utilidade pratica, este trabalho
foi realizado a fim de estudar a aplicagao de um metodo rapido
desenvolvido recentemente. E para isto foram utilizadas amos
tras de leite cru e pasteurizado, coletadas na regiao de Campi
nas, SP.

0s resultados demonstraram que o novo metodo rapido,
que utiliza incubagao a 219C por apenas 25 hr, funciona muito
bem tanto para leite cru como pasteurizado, seja qual for o ng
mero de psicrotroficos existentes na amostra.

0s resultados indicaram tambem que os microrganismos
psicrotroficos sao de consideravel importancia, apesar do em
prego da refrigeracao ainda nao ser tao generalizado entre os

produtores e laticinios brasileiros.



SUMMARY

Refrigeration is universally accepted for controling
microbial growth in milk and because of this, it has been
increasingly used on the farm, in the dairy plant and during
marketing to prolong the storage life of milk and dairy
products. Consequently, the group of microorganisms which is
able to grow at temperatures between 0 and 100C has received
increasing attention from microbiologists. This group of
microorganisms is referred to as psychrotrophs.

The standard method for enumerating psychrotrophs
recommends an incubation at 79C for 10 days, which makes this
method of very little practical use because of the time
consumed. Therefore this work was undertaken to study the
applicability of a rapide method developed recently. For this
raw and pasteurized milk samples collected in the area of
Campinas - SP, were used.

The results demonstrated that the new rapid method,

which uses an incubation at 219C for just 25 hr, is very
reliable for enumerating in either raw or pasteurized milk
samples.

The results also indicated that the psychrotrophic
microorganisms are of considerable importance in Brazil, even
though the use of refrigeration is not generalized among the

milk producers and dairy industries.



INTRODUGAD

0 leite & um excelente meio de cultura, oferecendo
5timas condicoes de crescimento para maioria dos microrganis
mos comumente encontrados na natureza. Ao ser ordenhado e many
seado, da fazenda ate a usina de beneficiamento, © leite pode
sofrer uma serie de contaminagoes, sendo por isto, portador de
uma flora microbiana muito complexa.

A Unica forma, que vem sendo aceita pelas autorida
des sanitarias, para diminuir a velocidade de crescimento dos
contaminantes do leite, & atraves do controle da temperatura;
procurando resfriar o leite o mais rapido possivel. A maioria
dos contaminantes naturais do leite, em nossas condigoes, sao
mesofilos e apresentam crescimento otimo a uma temperatura de
25 a 350C. Entretanto, a medida que a refrigeragao vai sendo
adotada, rotineiramente, um grupo de microrganismos, capaz de
crescer em condigoes de refrigeragao, vai sendo selecionado e
passa a dominar, principalmente se o periodo de refrigeragao e
relativamente longo e/ou a temperatura usada nao e suficiente
mente baixa.

0s microrganismos capazes de crescer sob refrigera
¢io, ou seja, em temperaturas de 0 a 109C, $ao0, atualmente,
denominados psicrotroficos. Este grupo esta, cada vez mais, re
cebendo major atenc¢do dos microbiologistas de alimentos em vis
ta do crescente emprego da refrigeragdo na conservagao de ali

mentos, como leite, carne, etc.



0Os metodos padrdoes para determinagao ou contagem de
psicrotroficos, apresentados na literatura, baseiam-se, geral
mente na incubagao a temperaturas de 5 a 79C por periodos de
5 a 10 dias. Sendo, portanto, métodos muito demorados ¢ de pou
ca utilidade pratica. Por isso, este trabalho foi elaborado no
sentido de explorar a possibilidade da aplicagio de um metodo
rapido para determinar microrganismos psicrotroficos em amos
tras de lefte cru e pasteurizado, coletadas em uma usina de be
neficiamento de leite na regiac de Campinas, SP.

Em 1973, Oliveira desenvolveu um metodo rapido, que
permitiu determinar os microrganismos psicrotrdficos do 1leite
em apenas 25 horas, utilizando placas preparadas com agar pa
dr3o e incubadas a 210C. Considerando que este método ainda ca
rece de resultados confirmatorios e tambem, ndo foi ainda tes
tado nas condigoes brasileiras, o objetivo do presente trabda
1ho foi apliicar o novo método em comparagao com 0 metodo P2

drao, que recomenda incubagdo a 79C durante 10 dias.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Microrganismos Psicrotroficos

Definigao

De acordo com Eddy (5), o termo psicrotrofico define
os microrganismos capazes de se multiplicarem a 59C, ou a tem
peraturas mais baixas, independentemente da temperatura otima
para seu crescimento. Ate cerca de 1965 esse grupo de microrga
nismos foi denominado, ambiguamente, psicrofilo, que significa
amantes de baixas temperaturas. Ja em 1961, Witter (25) teceu
uma serie de consideragoes com relagao a impropriedade deste
termo porque a maioria destes microrganismos, apesar de cresce
rem a temperaturas de refrigeracao (2-79C), tem como otimo de
crescimento temperaturas na faixa de 20 a 309C, portanto nao
sao amantes de baixas temperaturas.

Em vista das explicagoes acima, o termo psicrotrofico
tem sido bem aceito porque tal terminologia implica que os mi
crorganismos sao capazes de crescerem a baixas temperaturas,
mesmo que tenham preferencia por temperaturas bem mais eleva
das. Desta forma o “"Standard Methods for the Examination of
Dairy Products" (1) adotou, na 139 edigao, a substituigao do
termo psicrofilo pelo termo psicrotrofico, para definir os mi
crorganismos capazes de formarem colonias visiveis em placas

de agar padrao (GTL-agar) incubadas a 79C por 10 dias.



Temperaturas de Crescimento

Como indicado na definigao, os psicrotroficos sao capa
zes de crescer, relativamente rapido, a temperaturas de 70C,
oﬁ mais baixas; entretanto a temperatura otima de crescimento
varia consideravelmente. Segundo Witter (25) nao existem mui
tos trabalhos dedicados a determinagdo das temperaturas otimas
de crescimento para os psicrotroficos, porque a classificagao
deles, em geral, depende exclusivamente da habilidade de cres
cer em condigoes de refrigeragao.
| As informagoes existentes indicam que as temperaturas
otimas de crescimento para os psicrotroficos, variam de 20 a
409C. De acordo com outras revisoes (12 e 23), muitos investi
gadores concordam que a maioria dos psicrotroficos cresce me
lhor na faixa de 20 a 309C, alguns entre 30 e 350C e raros sao
os que preferem temperaturas abaixo de 209C.

A maior parte dos livros textos fixam 09C como limite
minimo para o crescimento das bacterias em geral, todavia de
acordo com Witter (25), muitos investigadores tem observado
crescimento a temperaturas abaixo deste limite. Ele concluiu
que o crescimento continua sendo possivel atée, aproximadamente,

109C abaixo de zero.

Microrganismos Envolvidos

A maioria dos generos de bacterias relacionados com os
alimentos, e representada no grupo de psicrotroficos. Witter
(25) enumerou 21 geéneros que contem espécies de bacterias psi
cfotraficas. Dentre esses generos apenas sete s2ao os mais im

portantes em leite e derivados (12), seis dos quais sao basto



netes Gram negativos, nao esporulados, incluindo os seguintes
generos: Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacterium, Alcalige
nes, Eschenichia e Aerobacter. Mdicrococcud constitui o setimo
genero, representando o grupo de bacterias Gram positivas.

' Muitos investigadores sao unanimes em afirmar que 0s
)microrganismos psicrotroficos sao todos Gram negativos e relu
‘tam em aceitar a inclusao de bacterias Gram positivas dentre
os psicrotroficos, porem além de Micrococcus, outros  géneros
como Streptococcus, Baciflus, etc, tem sido frequentemente en
contrados neste grupo (2, 4, 8 e 18).

Shehata e Collins (21) conseguiram isolar especies de
BacifLus em 25 a 35% das amostras de leite cru por eles exami
‘nadas. Eles consideram esses psicrotroficos como sendo linha
gens de bacilos mesofilicos, adaptados a baixas temperaturas.

De acordo com Witter (25) o genero de bacterias psicro
troficas predominante & Pseudomonas e as especies predominan
tes desse genero sao: P. putrefaciens, P. fragi e P. fluore
cens. Essas especies sao quase sempre as escolhidas nas pesqui
sas sobre caracteristicas tipicas de psicrotroficos, tais como:
lipolise, protedolise, resistencia termica, etc. P.putrefaciens
e associada principalmente com protedlise; P. fragi com 1ipoli

. se e P. gLuonrecens com ambas.

Importancia

A importancia do grupo de bacterias psicrotroficas tem
sido aumentada devido ao uso crescente da refrigeragao para
prolongar o periodo de armazenamento do leite nas fazendas,

nas industrias, na comercializagao e no refrigerador do consu



midor. Por serem capazes de crescer sob refrigeragao, podem es
tragar o leite e alguns dos seus derivados, quando armazenados
em temperaturas de 1 a 79C.

Witter (25), na sua extensa revisao, concluiu que a vi
da de armazenamento do leite e o crescimento de psicrotroficos,
estao intimamente ligados, porem ainda nao existia um teste ca
paz de predizer, com precisao, a vida util do produto. Nem mes
mo a contagem inicial de psicrotroficos dava informagoes preci
sas, porque a atividade bioquimica e a velocidade de crescimen
to, sao mais importantes do que o numero inicial desses micror
ganismos no leite.

Na faixa de 1 a 79C, a velocidade de crescimento dos
psicrotroficos varia consideravelmente, concluiram Thomas e
Druce (23). Conservando-se o leite a 79C em vez de 4,40C, ja
e o suficiente para observar um crescimento muito mais rapido;
por esta razao a temperatura maxima de 49C foi recomendada pa
ra o armazenamento de leite cru nas fazendas e na industria.
Outros autores (7) afirmam que pelo simples abaixamento da tem
peratura de 5 para 09C, se pode dobrar a vida util do leite.

Tem sido enfatizado (12) que boas praticas sanitarias
nas fazendas tem grande influencia na composigao da flora do
leite. A importancia da redugao da contaminagao com psicrotro
ficos deveria ser enfatizada, particularmente, em vista da pra
tica usual de conservar o leite cru, sob refrigeragao, por pe
rfodos, relativamente, longos (1 a 2 dias na fazenda e ate 3
dias na inddstria). A contagem de psicrotroficos, foi o unico
teste que melhor se correlacionou com o grau de limpeza na fa

zenda; entretanto o tempo requerido para avaliagao dos resulta



dos torna o teste de pouco valor pratico (17).

Johns (9) concluiu que os microrganismos mais importan
tes no leite cru refrigerado sao os psicrotroficos, e que eles
provem principalmente de Uberes sujos e equipamentos mal lava
dos. O mesmo pesquisador indicou a necessidade de um me todo
mais rapido para detectar os psicrotroficos, concluiu, tambem,
que a contagem total de mesofilos nem sempre incluia todos os
psicrotroficos presentes no leite. Quando se trata de leite re
frigerado, muito frequentemente esta contagem apresenta valo
res inferiores aos obtidos na contagem de psicrotroficos.

Muitos investigadores tem indicado que os psicrotrofi
cos nao sobrevivem a pasteurizagao, porque geralmente ndo sao
detectados no leite recem-pasteurizado; entretanto depois do
armazenamento, a baixas temperaturas, os psicrotroficos estdo
quase sempre presentes (12, 23 e 25).

Macaulay (13) concluiu que quatro especies de Pseudomg
nas e uma de AfLcaligenes, sobreviveram a pasteurizagao comer
cial, quando a contaminagao antes da pasteurizagao era acima
de 104 microrganismos por ml. Suficiente evidencia, para acei
tar a existencia de psicrotroficos termodiricos, foi encontra
da por Witter (25), o qual sugeriu mais pesquisas nesta area.

Pesquisas tem revelado que, embora a recontaminagao
apos a pasteurizagao seja evitada, algumas amostras de leite
apresentam com numeros significantes de psicrotroficos, depois
do armazenadas, apos a pasteurizagao, a 79C por 10 a 15 dias
(19). 0s psicrotroficos que resistem ao tratamento termico nao
sao facilmente detectados no leite recem-pasteurizado. De acor

do com Witter (25), Thomas e Druce (23), os problemas causados
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pelos psicrotroficos, no leite pasteurizado, sao geralmente re
lacionados com alteragaes no sabor e odor, tais como: falta de
frescor, amargor, putrefagao, rancidez, etc. 0 numero de mi
crorganismos necessarios para causar alteragoes tanto.no sabor
como nas caracteristicas fisicas do leite, nao esta b?m docu
mentado, porem a maioria dos autores concorda que sejé de al
guns milhoes por ml. |

Foi demonstrado (19) que se o numero de bacterias psi
crotroficas no leite cru for alto, alteragoes no sabor, amar
gor principalmente, podem ocorrer depois do leite ter sido pas
teurizado, mesmo que os microrganismos sejam destruidos pela
pasteurizagao. Muitas enzimas microbianas sao mais résistentes
ao calor do que as celulas vegetativas, por conseguiﬁie, essas
enzimas ni3o inativadas continuam a agir produzindo alteragoes

no leite durante o armazenamento, sem que haja crescimento mi

crobiano (12, 20 e 23).

Enumeracao dos Microrganismos Psicrotroficos

Varios pesquisadores tem demonstrado especiaj interes
se nos microrganismos psicrotroficos. Excelentes rev%sEes tem
sido feitas sobre metodos recentes de enumeragao dos' psicrotrd
ficos no leite e derivados. Bauman e Reinbold (3) revisaram as
diferentes temperaturas e tempos de incubagao usados nas conta
gens de psicrotroficos. Thomas (22) fez uma revisao completa
sobre todas as tentativas de enumeragdo de psicrotroficos. Al
guns comentarios muito interessantes, sobre tentativas recen

tes de se desenvolver metodos rapidos para a determinagao
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desse grupo de bacterias no leite cru e pasteurizado, - foram

feitos por Luck (12).

Metodo Padrao

Nos ultimos 70 anos, numerosas combinagoes de tempo e
temperatura de incubagao tem sido experimentadas em tentativas
de enumerar eficientemente 0s microrganismos psicrotrSijos no
leite (22). Muitos pesquisadores tem encontrado que tehperatg
ras de incubagdo de 100C ou acima, nao sao adequadas péra de
terminagao deste grupo, porque algumas bacterias mesofilicas
sao incluidas nas contagens. Temperaturas na faixa de 5 a 100C
e perfodos de incubagdo de 7 a 14 dias, tem sido recomendados
pela Associagdo de Saude Publica dos Estados Unidos, na publi
cagao dos "Standard Methods for the Examination of Dairy
Products" (1), desde a oitava edigao em 1941. Na maioria das
edigoes, ate 1967, foi recomendado faixas de temperatuﬁas e
tempo de incubagdo, ao inves de uma combinagao definid&. No en
tanto, foi demonstrado, que tal flexibilidade estava causando

variagoes entre resultados de contagens de psicrotroficos obti

dos por diferentes grupos de pesquisadores. Assim sendo, as
duas ultimas edigoes ja padronizaram o metodo de enumeragao
dos microrganismos psicrotroficos, adotando uma incubagao a

70C por 10 dias. Esta medida tornou o metodo mais uniforme (1

e 17).

Metodos Rapidos

Varias tentativas tem sido feitas para acelerar o cres
~cimento dos microrganismos psicrotroficos e obter colonias con

taveis em menos de 10 dias de incubagao. Foi desenvolvido por



Leesment e Dufeu (11), um metodo rapido através de uma pre-in
cubagao das placas a 179C por 16 horas, seguida da incubagao a
79C por mais 3 dias, permitindo assim obter contageng,em apro
ximadamente 4 dia;/ Eles notaram uma concordancia entre este
metodo e o métodovpadrio a 79C por 10 dias. Concluiram que a
pré-incubagao favorecia, grandemente, o crescimento dos psicro
troficos, mas nao era suficiente para formar colonias visveis.
Bacterias mesofilas que poderiam crescer durante a pré-incubg
¢ao, teriam seu crescimento paralizado quando as placas eram
colocadas a 79C.

Diversos metodos rapidos, incluindo o método?acima, fo
ram comparados por Waes (24). 0 metodo de Leesment e Dufeu
apresentou resultados satisfatorios, quando usado no exame de
leite pasteurizado, porem diferengas relativamente grandes fo
ram observadas com leite cru.

Uma modificacao no metodo de Leesment e Dufeu foi reco
mendada por Juffs (10). Ele nao encontrou nenhuma diferenga
significativa entre as contagens obtidas pelo métodé padrao e
as obtidas pela pre-incubagao a 159C por 24 horas, éeguida por
mais 3 dias a 79C.

A grande maioria dos microrganismos psicrotroficos en
contrados no leite sao bacterias Gram negativas. Assim sendo,
varios metodos tem sido desenvolvidos baseados nesta caracte
ristica da flora psicrotrofica (22). Uma serie de meios seleti
vos, contendo inibidores de bactérias Gram positivas, tem sido
utilizados para enumerar as bacterias Gram negativas em 1 a 3
dias, empregando temperaturas de incubagao na faixafde 20 a

309C. Porem os resultados obtidos nao tem sido dignos de con
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fianca; talvez a exclusao de psicrotroficos Gram positivos e a
jnclusao de mesofilos Gram negativos, seja a principal causa
disto. De acordo com Freeman e colaboradores (6), Waes (24) e
Thomas (22), cristal violeta, desoxicolato de sodio, compostos
quaternarios de amonio e penicilina, sdo as substancias mais
frequentemente usadas como inibidor de Gram positivos{

0 Conselho responsavel pela elaboragao do vStandard
- Methods for the Examination of Dairy Products" frizou recentg
mente a necessidade de melhorar os metodos padroes para conta
gens de microrganismos de modo a incluir, eficientemente, as
bactérias psicrotroficas comumente presentes no leite (15).

Existem suficientes informagoes afirmando que a maig
ria dos psicrotrdoficos, comumente encontrados no leite, apre
senta um crescimento otimo em temperaturas de incubaqso ao re
dor de 219C (22 e 25). Oliveira (17) baseou-se nestas informa
coes e pesquisou condigOes de incubagao que acelerassem 0
crescimento das bactérias psicrotroficas, na tentativa de con
seguir que estes microrganismos crescecem antes que as bact§
rias mesofilas. Placas preparadas com agar padrao (GTL-agar) e
semeadas com leite cru, quando incubadas a 210C, permitiram a
formagao de colonias visiveis em apenas 15 horas. E]é: verifi
cou que as colonias que se formavam primeiro eram somente de
microrganismos psicrotroficos, visto que os mesafilost demoram
a crescer a 219C, por preferirem temperaturas ao redor de 350C.

As tentativas acima, lograram exito e foi desenvolvido
um metodo em que os psicrotroficos puderam ser, eficientemente,
enumerados em placas incubadas a 219C durante 25 horas. Nao
houve diferenga estatistica entre as contagens obtidas pelo no

vo metodo e pelo método padrao a 79C por 10 dias.
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Observou ainda Oliveira (17), que as placas Q&ilizadas
na obtengao das contagens de psicrotroficos, pela inc;ba¢io a
25 hr, eram re-incubadas a 329C por 23 hr adicionais e conta
das novamente. Estas contagens correspondiam, com vantagens,
is contagens totais obtidas pelo metodo padrdo a 320C por 48
horas. Desta forma, com uma unica operagao de plaqueamento,era
possivel obter-se a contagem de psicrotroficos e a total, ‘deg

tro de um periodo de 48 horas.



15

MATERIAL E METODOS

Durante a execugao deste trabalho foi wutilizado mate
rial comumente encontrado em um laboratorio de microbiologia
de alimentos. As amostras de leite cru e pasteurizado, dos ti
pos B e C, vieram de diferentes regioes do Estado de Sao Paulo
e foram coletadas em uma usina de beneficiamento de leite, 10

calizada na regiao de Campinas.

Coleta das Amostras

Leite Cru

As amostras de leite cru foram coletadas em tubos de
ensaio com tampa rosqueavel (Pyrex 16 x 150 mm), devidamente
esterilizados. Foram coletadas amostras tanto de latoes como
de carretas isotérmicas. O leite de latoes, na maioria do tipo
B, se encontrava a temperatura ambiente, ja o das carretas iso

termicas, do tipo C, estava refrigerado a 5-89C.

Leite Pasteurizado

As amostras de leite pasteurizado foram coletadas nas
embalagens originais, ou seja, saco plastico para o tipo C e
papel laminado, modelo "Tetra Brick", para o B.

As amostras, tantd de leite cru como pasteurizado, fo
ram levadas ao laboratorio, dentro de aproximadamente 30 miny

tos, e imediatamente armazenadas em geladeira. O periodo trans
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corrido da coleta ate o termino das semeaduras foi no maximo
de 5 hr. Amostras de leite pasteurizado foram tambem armazena
das a 79C por periodos de 24 e 48 hr, sendo semeadas novamente

apos cada periodo de armazenamento.

Meio de Cultura

Tanto as contagens totais como a de psicrotraficos fo
ram feitas utilizando glucose-triptona-extrato de ievedura-
agar (Standard Plate Count Agar), desidratado, da Difco, USA.
0 meio, preparado de acordo com as instrugoes do recipiente,
foi distribuido em porgoes de 250 ml, colocado em "erlenmeyer"

de 500 ml e esterilizado a 1219C por 15 minutos.

Solucao Tampao

As diluigoes para contagens foram feitas utilizando-se
tampao fosfato a pH 7,2, preparado de acordo com as recomenda

goes do "Standard Methods for the Examination of Dairy Products"

(1).

Contagens Microbiologicas

Tanto a contagem total como a de psicrotr6fiéos foram

feitas seguindo as recomendagoes do "Standard Methods for the

Examination of Dairy Products" (1), ou seja, incubagao a 3290C

por 48 hr para contagem total e 79C por 10 dias para psicrotr§
ficos.

Foi feito um estudo comparativo empregando um metodo

rapido para determinagdao de psicrotroficos (17), em que as pla
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cas foram incubadas a 219C por 25 hr. Ap0s isto, as mesmas pla
cas foram utilizadas para determinagao da contagem fbta] pela
re-incubagao a 320C por 23 hr adicionais e este método foi com
parado com o padrao. As contagens foram feitas utilizando-se
de um contador de colonias tipo "Quebec Colony Counter' e os
resultados foram expressos em numeros de microrganismos por ml

de leite.

Avaliacao Estatistica

0 coeficiente de correlagdo "r" foi utilizado para ava
liar a relagao entre os metodos padroes e os metodos novos tes
tados. Todos os calculos foram feitos por computador, sendo
que as contagens foram transformadas em logaritimos na base 10

antes dos calculos.
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RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Contagem Total

Todas as amostras de leite cru e pasteurizado foram
submetidas a contagens totais, de modo a permitir wuma avalia
cao da qualidade microbiologica do leite utilizado no. presente
trabalho.

0 Quadro 1, mostra as contagens totais rea]iiadas nos

diversos tipos de amostras, apresentadas em classes com inter

Quadro 1. Contagens totais/ml das amostras de leite cru e pas
teurizado, dos tipos B e C.

n? de amostras dentro de cada classe

Contagens

Leite cru Leite pasfeurizado

B c B c
abaixo de 103 0 0 1 0
103 2 10t 0 0 M 2
10 a2 10° ] 0 2 5
10° a2  10° 5 1 0 3
106 a 10/ 14 4 0 0
107 a2 108 10 23 0 2
108 a2 10° 0 2 0 0

Total de amostras 30 30 14 12
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valos de uma unidade na potencia de dez. Pode ser verificado
que, nas amostras de leite cru, as contagens foram extremamen
te altas. No caso do leite tipo B, por exemplo, 80% das amos
tras apresentaram contagens acima de 1 milhao de colanfas por
ml, sendo 33% acima de 10 milhoes e somente 13,3% esta?am den
tro das exigencias legais, que & de, no maximo, 500 mil  cold
nias/ml (16). No caso do leite tipo C, mais de 76% das amos
tras apresentaram contagens acima de 10 milhoes. Estes resulta
dos indicaram que, sob o ponto de vista microbiologico, nao
existe muita diferenga entre os dois tipos de leite, quando
-550 entregues na plataforma da industria.

Contagens totais nos niveis dos obtidos no presente
trabalho e mais provavel que seja devido a contaminagGes maci
cas, em consequencia das deficiencias higienicas no manuseio
do leite e na limpeza dos equipamentos, do que multiplicagao
dos microrganismos no proprio leite. Isto porque, se houvesse
baixa contaminagao inicial e as altas contagens fossem o resul
. tado de uma multiplicagao intensa, as transformagoes deteriora
tivas seriam de tal ordem que o leite se tornaria imprestavel
ao consumo humano. ‘

Apos a pasteurizagao pode-se notar uma sensivel redu
¢ao nas contagens totais de ambos os tipos de leite. 0 leite
tipo B apresentou 85% das amostras com contagens inferiores a
10 mil colonias/ml, sendo 21,6 x 103 a contagem mais elevada.
Isto permitiu concluir que o leite B analisado apos a pasteuri
zagao apresentou contagens dentro do limite fixado na legisla
¢ao, ou seja, 40 mil colonias por ml (16).

Com relagao ao leite C, os resultados nao foram tao sa

tisfatorios; somente 58% das amostras apresentaram contagens
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abaixo de 100 mil e que foram tambem, as Unicas abaixo de 150
mil, que e o limite legal.

O0s resultados apresentados com relagao ao leite pasteu
rizado, apesar de incluirem amostras bem representativas, por
serem de misturas de leites de varias procedencias, nao chega
a ser suficiente para tirar conclusoes definitivas.

Os resultados acima, tanto para leite cru como pasteu
rizado, sao semelhantes aos obtidos por Machado (14), que tam
bem chegou a conclusoes identicas, com relagao a qualidade mi

crobiologica do leite em nossas condigoes.

Contagem de Psicrotroficos

Considerando que uma boa parte do leite, que <chega a
uma usina de pasteurizagao, foi armazenado por algum tempo sob
refrigeragao, e facil entender a importancia do grupo de mi
crorganismos capaz de crescer em condigoes de baixas temperatu
ras. Este grupo e atualmente denominado psicrotroficos e tem,
cada vez mais, recebido grande atengao nos paises onde o0 uso
da refrigeragao e uma pratica corrente para o armazenamento do
leite, da ordenha a pasteurizagao.

0 Quadro 2 mostra as contagens de psicrotroficos reali
zadas nos diversos tipos de leite. 0Os resultados indicaram que
o leite cru, tanto B como C, apresentou niveis bem elevados de
contaminantes psicrotroficos. Cerca de 93% das amostras de lei
te B, apresentaram contagens acima de 100 mil, sendo cerca de
36% abaixo de 1 milhao, 39% entre 1 a 10 milhoes e 18% entre
10 a 100 milhoes. Os resultados para o leite tipo C foram ain

da mais elevados, com 97% das contagens acima de 1 milhao, sen

do cerca de 60% no intervalo de 10 a 100 milhoes.
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Quadro 2. Contagens de psicrotréficos nas amostras de leite
cru e pasteurizado, tipos B e C

n9 de amostras dentro de cada classe

Contagens Leite cru Leite pasteurizado
B c B c
abaixo de 103 0 0 8 2
108 & 10% 0 0 2 4
104 a2 10° 2 0 0 3
10° a  10° 10 1 0 2
106 2 107 1 1 0 2
107 2 108 5 19 0 0
188 2 10° 0 1 0 0
Total de amostras 28 32 10 13

Apesar de n3oc ser t3o corrente.o uso de refrigeragao
para conservar o leite cru, os resultados indicaram que a im
portancia dos microrganismos psicrotroficos e, praticamente,da
mesma ordem que os mesofilos.

Apos a pasteurizagao, as contagens de psicrotroficos
cairam bastante, principalmente no leite B, isto e facilmente
explicado pelo fato que a maioria dos psicrotroficos sao facil
mente destruidos pelo calor. As contagens, para o Jleite B, fo
ram todas abaixo de 10 mil, sendo 80% abaixo de 1 mil. Ja o
leite C apresentou algumas contagens bastante altas, denotando
possivel recontaminagOes macigas apos a pasteurizagao. Cerca
de 54% das amostras apresentam contagens acima de 10 mil. Con

tagens nesta ordem indicam uma curta vida util do produto,
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principalmente em condigoes de refrigeragao precaria. Dafd a

grande importancia dos microrganismos psicrotroficos.

Aplicacao do Metodo 219C/25 hr

Tendo em vista que o metodo padrao, recomendado para
contagens de microrganismos psicrotroficos, baseia-se na incu
bacao das placas a 79C por um periodo de 10 dias, e facil en
tender o pouco valor pratico deste metodo no controle microbio
10gico do leite, tanto cru como pasteurizado. Por serem os psi
crotroficos, o grupo de microrganismos mais importantes no lei
te e derivados, armazenados sob refrigeragao, tem havido um
grande interesse dos pesquisadores no sentido de desenvolver
um metodo mais rapido, o qual possa ser aplicado rotineiramen
te. Oliveira (17) desenvolveu, recentemente, um novo metodo
que permite determinar os microrganismos psicrotroficos wutili
zando incubagao a 219C por 25 horas. Este metodo ainda carece
de resultados confirmatorios, por isso o presente trabalho ana
Tisou um total de 60 amostras de leite cru e 70 de pasteuriza
do, utilizando o novo metodo em comparagao com o padrao.

As Figuras 1 e 2 mostram uma comparagao dos resultados
obtidos com amostras de leite cru e pasteurizado, respectiva
mente. Cada ponto nos graficos foi obtido utilizando como coor
denador os logaritimos das contagens pelo novo metodo e pelo
metodo padrdo. A transformagao das contagens em logaritimos na
base 10, foi feita com a finalidade de uniformizar os valores
numéricos (resultados originais apresentados no Quadro 3, Apen
dice).

A reta que passa pelos pontos, forma um angulo de 459



Log das contagens a 219C/25 hr

Figura 1.

Log das contagens a 79C/10 dias

Comparagao grafica das contagens de ps1crotro
ficos em 60 amostras de leite cru, utilizando
o metodo padrao a 79C/10 dias e o novo metodo
a 219C/25 hr.
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com os eixos e foi assim tragada a fim de dar uma indicagao,
nao so da correlacao, mas também da identidade entre os dois
metodos. Como pode ser verificado, a maioria dos pontos estao
sobre, ou muito proximo, da reta de 459, indicando uma otima
concordancia dos resultados obtidos com o novo metodo e com ©
metodo padrao. Os coeficientes de correlagao "r", foram iguais
a 0,98 e 0,99, para as amostras de leite cru e pasteurizado
respectivamente. Isto confirma a estreita correlagao entre os
dois metodos, indicando assim, a grande importancia do novo me
todo, em vista das contagens serem obtidas em apenas 25 heras
em vez de 10 dias.

Como foi bastante enfatizado na revisao da literatura,
0 grupo de microrganismos psicrotroficos alcanga, cada vez
mais, maior importancia devido ao emprego constante da refrige
ragao como unica forma de conservar o leite. Foi tambem verifi
cado, no presente trabalho, que sua importancia e, praticamen
te, da mesma magnitude que os mesofilos totais. Portanto um m§
todo que permite determinar este grupo de microrganismos em
apenas 25 horas, utilizando uma tecnica comum, apresenta uma
grande perspectiva de utilidade pratica no controle microbiol§

gico do leite na industria.

Obtencao da Contagem Total Aproveitando o

Novo Metodo para Psicrotroficos

Em muitos casos na pratica, a contagem total e desejé
vel a fim de se ter uma ideia do numero de contaminantes exis
tentes no produto. 0 metodo padrao para contagem total recomen

da uma incubagao a 320C durante 48 horas (1).



26

Segundo o0s resultados de Oliveira (17), foi possivel
aproveitar as mesmas placas, utilizadas para obtengao da conta
gem de psicrotroficos pelo novo método (219C/25hr) e re-incub§
-las a 329C por mais 23 horas, obtendo assim, contagens
muito proximas das contagens totais obtida pelo metodo padrao.

Um total de 60 amostras de leite cru e 72 de pasteuri
zado, foram utilizadas na comparagao de contagens totais obti
das utilizando a nova adaptagao (incubagao a 219C por 25 hr
mais 23 hr a 329C) e o metodo padrdo. Os resultados estao apre
sentados nas Figuras 3 e 4, construidas a partir dos 1ogar?ti
mos das contagens, conforme ja descrito (resultados originais
no Quadro 4, Apendice).

Como pode ser verificado pela distribuigao dos pontos,
houve uma otima concordancia entre as contagens obtidas pelos
dois metodos, apresentando coeficientes de correlagao el
iguais a 0,98.

Al1ém do aproveitamento das mesmas placas para obtengao
de duas contagens importantes, foi verificado tambem, que amos
tras de leite refrigerado, com predominancia de psicrotroficos,
em geral, apresentavam contagens mais elevadas pelo novo siste
ma de incubagdo. Isto pode ser, facilmente, explicado devido
ao fato de que certos microrganismos psicrotroficos nao 530
capazes de crescer a 329C, porem tem condigoes de crescer na
primeira fase de incubagao a 219C, quando se utiliza o novo
sistema (219C/25hr mais 329C/23hr). Na segunda fase de incuba
¢3o a 329C, os microrganismos mesofilos tem condigoes ideais

para crescer e com isto, obtemos uma contagem em qué pratica

mente todos os psicrotroficos e mesofilos sao incluidos. Isto
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m

mais 320C/2

Log das contagens a 219C/25 hr

Log das contagens a 320C/48 hr

Figura 3. Comparagao grafica das contagens totais em 60

amostras de leite cru, utilizando o metodo pa
drao a 320C/48 hr e a nova adaptagao a
219C/25 hr mais 329C/23 hr.
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oferece uma grande possibilidade de resolver o problema qUe es
tao enfrentando os microbiologistas, dos Estados Unidos princi
palmente (15), na determinagao de condigoes de incubagao para
tornar o metodo padrdo para contagem total mais eficiente, quan
do empregado na contagem de leite refrigerado por periodos, re

lativamente, longos.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permiti

ram formular as seguintes conclusoes:

1.

0 novo metodo para contagem de psicrotroficos, que utiliza
incubagao a 219C por 25 hr, funciona muito bem tanto para
amostras de leite cru como pasteurizado. Podendo, portanto,
substituir o metodo padrao com grandes vantagens com rela
gao ao tempo de incubagao.

0 aproveitamento das placas utilizadas na contagem de psi
crotroficos pelo metodo 219C/25 hr, para obter a contagem
total apdos uma incubagdo adicional a 329C/23 hr, deu otimos
resultados, permitﬁndo assim, uma economia de mao de obra e
material, quando se deseja as duas contagens.

Em nossas condigoes, os microrganismos psicrotroficos reve
laram-se tao importantes, numericamente, quanto os microrga
nismos mesofilos, apesar do emprego da refrigeragao ainda

nao ser tao generalizado.
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11.

12.
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APENDICE

Quadro 3. Contagens de psicrotroficos pelo novo metodo e pelo
metodo padrao, nas amostras de leite cru e pasteuri

zado.
numero da 210C/25 hr 79C/10 dias Log ~ Log
amostra 219C/25 hr  79C/10 dias
Leite cru tipo "B"
] 10,3 x 10° 10,7 x 10° 7.01 7.03
2 1,36 x 10° 1,45 x 10° 6.13 6.16
3 2,88 x 10° 2,93 x 105 5.46 6.47
4 310 x 10° 330 x 103 5.49 5.52
5 15,1 x 10° 16 x 10° 7.18 ' 7.20
6 198 x 103 210 x 10° 5.30 . 5.32
7 11 x 10° 11,8 x 10° 7.0 7.07
8 0,92 x 10° 1,3 x 108 5.96 6.01
9 1,18 x 10° 1,1 x 10° 6.07 6.04
10 1,09 x 10° 0,97 x 10° 6.04 5.99
1 3,1 x 10° 3,4 x 10° 6.49 6.53
12 2,21 x 10° 1,96 x 10° 6.3 6.29
13 2,91 x 10° 3 x 10° 6.46 6.48
14 9,4 x 10° 10,3 x 10° 6.97 7.00
15 10,1 x 10° 9,7 x 10° 7.00 6.99
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16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

11,5
42
57

270
400
110
160
143
17

0,98

1,82

2.51

288

64
6.3
14,2
4,4
17
20,6
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13,2
1,21
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6
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16,3 x
19,8 x
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.99
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.15
.64
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12
.08
.18
.32
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.56
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.01
.19
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13
14
15

16
17
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11,6
15,8
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3
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10°

106
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10°

6
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10°
6

6
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10°

12,6
14
23

13,2

12,4

9,2
13,8
17,8

7,9

8,5

5,4

6,1

7,9

14,7

10,1

18,5

24,5

7,6

147
12,1

10°

10
10
10
10
10
10

108

10°
10
10
10

10°
6

6

10

10

108

10°

10°

10°

108

Leite pasteurizado tipo "B"

35
31
87
96
76

X

X

X

X

X

1
1

10

10

10!

1
1

10
10

40 x 10
35 x 10
96 x 10
99 x 10
76 x 10

1
1
1
1
1

.06
.20
.47
.16
.07
.00
.16
.26
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.04
.94
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.73
.79
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A7
.00
.27
.39
.02
A7
.08

.60
.54
.98
.94
.85
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99
107
97
185
126

320
1,51
13,8

13
1,53
1,76

9,6

8,2

110

10
10
10/
10!
10
10!
10
10
10
10!
10
10
10
10
10°
10
10
103
10
10
10°
10
10
103
10
103

82
96
91
175
129
44
57
102
11,9
80
1,1
0,99
0,83
15,2
10,4
31

280
1,44
13,1
12,2
1,41
1,53

8,9

99

10
10
10
10!
10
10
10
10°
103
10
103
10
10
10°
10
103
10
10
10
10
10°
10
10
10
10
10

SWw NN WwWWw NNy W W

AW W W W N

.00
.03
.99
.27
.10
.59
.65
.96
.04
.96
12
.05
.01
17
.99
.98
.54

5.51

(o))

W W W w A

.18
.14
1
.18
.25
.98
.91

.91

2.98

H b N W W N

BT =2 T 5 Y « ) B - R — S — R NS T X N 7 I 2V

w

g W W w

.96
.24
1
.64
.76
0
.08
.90
.04
.00
.92
.18
.02
.49
.47
.45
.16
12
.09
.15
.18
.95
.95
.00
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Quadro 3. Cont.

32
33

—

O W 00 ~N OO0 ot &» W N

N N N N = ed ed ek e e e e eed
w N = O W O N O Rl W NN -

3

28,4 x 10° 24,1 x 10

31 x 10° 26 x 10°

Leite pasteurizado tipo "C"

4,2 x 103 13,9 x 10°
30 x 10! 31 x 10!
45 x 10 38 x 10]

2,91 x 10° 2.86 x 10°
2.83 x 103 2.78 x 10°
3,1 x 10° 3 x 103
2,9 x 10° 3,1 x 103
17,6 x 10° 14,2 x 10°
20,1 x 10° 18,9 x 10°
1,63 x 10° 121 x 103
152 x 10° 132 x 10°
1,32 x 10° 1,41 x 10°
1,15 x 10° 1,7 x 10°

195 x 10° 187 x 10°

300 x 10° 330 x 10°

187 x 10° 193 x 10°

146 x 10° 154 x 10°

197 x 10° 174 x 103

257 x 10° 232 x 10°

860 x 10° 800 x 10°

970 x 10° 710 x 103

11,8 x 10° 12,4 x 10°

10,3 x 10° 12,9 x 108

(8] S W

A O

.45
.49

.62
.48
.65
.46
.45
.49
.46
.25
.30
.21
.18
12
.06

5.29

NN O o

.48
27
.16
.29
.41
.93
.90
.07
.01

oA WwWw W W W N

g O O O

.38
.42

14
.49
.58
.46
.44
.45
.49
.15
.28
.08
12
.15
.03
27
.52
.28
.19
.24
.37
.90
.85
.09
ah

37



Quadro 3. Cont.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

10°
10
10
10
106
106
106
10
10
103
10
10°
10
106

8,9
126
1,79
1,91
14,1
14,9
15,7
12,6
189
286
15,7
17,4
20,6
85

10°
10
10
106
10
10
10
106
10°
10
10
10
10
10

.90
12
.27
.30
1
19
15
.07
.31
47
7
21
.3
.00

.95
.10
.25
.28
15
17
.10
.10
.28
.44
.20
.24
31
.98
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Quadro 4. Contagens totais nas amostras de leite_cru e pastey
rizado, utilizando o novo metodo e o método padrao.

numero 210C/25 hr Log Log
da 329C/48 hr e 219C/25 hr

amostra 329C/23 hr 320C/48 hr e
. 329C/23 hr

Leite cru tipo "B"
4

1 75 x 10 104 x 10 5.88 6.02
2 238 x 10% 263 x 10° 6.38 6.42
3 35 x 10° 32 x 10° 6.54 6.51
4 29 x 10° 29 x 10° 6.46  6.46
5 290 x 10% 265 x 107 6.46 6.42
6 92 x 108 g2 x 10° 7.96 7.91
7 68 x 10° 121 x 10° 6.83 7.08

273 x 10° 238 x 10° 7.47 7.38
9 31 x 10° 31 x 10° 6.49 6.49
10 230 x 10 209 x 10° 6.36 6.32
1 129 x 10 137 x 10% 6.11 6.14
12 168 x 10% 152 x 10% 6.23 6.18
13 199 x 10° 207 x 10° 7.30 7.32
14 183 x 10° 188 x 10° 7.26 7.27
15 144 x 10° 120 x 10° 7.07 7.08
16 298 x 10° 295 x 10° 7.47 7.47
17 276 x 10° 269 x 10° 7.44 7.43
18 283 x 10° 289 x 10° 7.45 7.46
19 78 x 10° 65 x 10° 4.89 4.81
20 172 x 10° 181 x 10° 5.24 5.26
21 33 x 10 37 x 10% 5.52 5.57

22 75 x 10° 81 x 10° 5.88 5.91



Quadro 4.

23
24
25
26
27
28
29
30

Cont.

131 x
140 x
126 x

165 x
136 x

173 x

103 x
39 x

59 x
27 x
131 x
106 x
177 x
38 x
41 x
57 x
237 x
156 x
134 x
191 «x
32 x
282 x
281 «x
276 x
196 x

104
10
10
104
10
10
10
10

10
10
10
10
10
10
10
10
10°
10
10°
10
10
10°
10
10°
10

Leite

142
132
134
170
121
181

98

31

cru
93
33
130
105
214
53
39
41
237
154
124
190
29
297
257
222
203

x 10
X ]04
x 10
x 10
x 10
x 10

tipo "C"
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10
x 10°
x 10

()]

N NN O O O

NN N OO NN Y OO0

NN NN NN

12
.15
.10
.22
.13
.24
.01
.59

77
.43
.12
.03
.25
.58
.61
.76
.37
.19
.13
.28
.51
.45
.45
.44
.29

A O N O Y OO OV O

NN NN N OO N N OOy O

NN NN NN

.15
.12
.13
.23
.08
.26
.99
.49

.97
.52
1
.02
.33
.72
.96
.61
.37
.19
.09
.28
.46
.47
.41
.36
.31
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

12

Cont.

241 x
112 x
177 x
248 x
256 x
109 x
177 x
133 x
262 x
239 x
176 x
201 x
114 x

78 x
54 x
134 x
223 X
61 x
94 x
87 x
132 x
144 x
174 x
99 x
87 x

5

10 250 x 10 7.38
10° 147 x 10° 8.05
10° 202 x 10° 7.25
10° 220 x 10° 7.39
10° 297 x 10° 7.61
10° 106 x 10° 7.04
10° 184 x 10° 7.25
10° 141 x 10° 7.12
10° 271 x 10° 7.42
10° 246 x 10° 7.38
10° 181 x 10° 7.25
10° 207 x 10° 8.30
10° 142 x 10° 7.06
Leite pasteurizado tipo "B"
102 28 x 10° 3.89
10° 32 x 10° 3.73
10! 127 x 10! 3.13
10! 216 x 10/ 3.35
102 74 x 10° 3.79
10! 101 x 10/ 2.97
10° 89 x 102 3.94
102 140 x 10° 4.12
10! 152 x 10 3.16
10! 180 x 10! 3.24
102 106 x 102 3.99
102 92 x 10° 3.94

NOONONN NN NNy

N 00 NN

w P W W P, WwW W W W W W W

.40
17
.31
.34
.47
.03
.26
.15
.43
.39
.26
.32
.15

.45
.51
.10
.33
.87
.00
.95
.15
.18
.26
.02
.96
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13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37

Cont.

216
192

86
101
121
149
185
215
112

97
127
208
125

67
276
178

45
153
164
142

99
132
121
192
157

X

X

10
10
10°
10
10
10
10!
10
10
102
103
10
10
10°
10
10
10
10
10
10
10
10
10
103
10

222
187
161
136
122
156
194
236
120
101
119
216
119

72
282
140

31
159

170

137
101
146
133
201
161

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10°
10
10
10
10
102
10
10
10
10

4.33
3.28
3.93
4.00
4.08
5.17
3.27
3.33
4.05
3.99
5.10
4.32
5.09
6.82
6.44
7.25
3.65
4.18
4.21
4.15
3.99
4.12
4.08
5.28
5.19

4.35
3.27
4.21
4.13
4.09
5.19
3.29
3.37

4,08

4.00
5.08
4.34
5.07
6.85
6.45
7.15
3.49
4.20
4.23
4.14
4.00
4.16
4.12
5.30
5.20
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SwN

Cont.
Leite pasteurizado tipo C
58 x 10° 214 x 103 4
9,1 x 10° 67 x 10° 3
3,7 x 103 29 x 10° 3
28,7 x 10° 295 x 102 4
11,2 x 103 124 x 10° 4
14,6 x 10° 157 x 10° 4
12,7 x 10° 137 x 102 4
176 x 10° 181 x 103 5
156 x 10° 162 x 103 5
0,98 x 10° 121 x 10 5
14,7 x 10° 130 x 10° 7
12,9 x 10° 137 x 10° 7
110 x 10 115 x 10 6
256 x 10° 261 x 10° 5
31 x 104 33 x 10 5
203 x 10° 226 x 10% 6
199 x 10° 201 x 10* 6
117 x 10 123 x 10% 6
146 x 10 151 x 10 6
139 x 10° 136 x 10° 7
124 x 10° 116 x 10° 7
201 x 102 200 x 10° 4
231 x 10° 238 x 10° 5
191 x 10° 201 x 10° 7
203 x 10° 198 x 10° 7
122 x 10° 206 x 10° 7

.76
.96

57

.46
.05
.16
.10
.24
.19
.99
.16
1
.04
41
.49
.31
.30
.07
.16
.14
.09
.30
.36
.28
.30
.08

SO, PP W O,

(8]

N B NN Oy OO OO NN OO0

.33
.83
.46
.47
.09
.19
.12
.25
.21
.08
1
.13
.06
.42
.52
.35
.30
.09
.18
.13
.06
.30
.37

7.30

.29
.31
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27
28
29
30
31
32
33
34
35

Cont.

137 x
183 x
145 x
31 x
147 x
183 x
205 x
97 x
133 x

10
10°
10
104
104

10°
104
10

141
197
151

35
155
191
197
106
140

10
10
10
10
10
10
10
104
10

NNy NN

on

.13
.26
.16
.49
17
.26
.31
.98
.12

NN Y O NN NN

[0« BN o))

.15
.29
.18
.55
.19
.28
.29
.02
.14




