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APRESENTAÇÃO

A obra “Ciências Exatas e da Terra e a Dimensão Adquirida através da Evolução 
Tecnológica vol. 2” aborda uma publicação da Atena Editora, apresenta, em seus 28 
capítulos, conhecimentos tecnológicos e aplicados as Ciências Exatas e da Terra.

Este volume dedicado à Ciência Exatas e da Terra traz uma variedade de artigos 
que mostram a evolução tecnológica que vem acontecendo nestas duas ciências, e 
como isso tem impactado a vários setores produtivos e de pesquisas. São abordados 
temas relacionados com a produção de conhecimento na área da matemática, 
química do solo, computação, geoprocessamento de dados, biodigestores, educação 
ambiental, manejo da água, entre outros temas. Estas aplicações visam contribuir no 
aumento do conhecimento gerado por instituições públicas e privadas no país. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos nas 
Ciências Exatas e da Terra, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes 
e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias para a área da Física, 
Matemática, e na Agronomia e, assim, contribuir na procura de novas pesquisas e 
tecnologias que possam solucionar os problemas que enfrentamos no dia a dia.

Jorge González Aguilera
Alan Mario Zuffo
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RESUMO: Para avaliar a qualidade do leite, o 
perfil microbiológico é o mais utilizado tendo 
em vista que elevadas contagens de micro-
organismo no leite impactam em sua vida útil, 
promovendo a putrescência dos principais 
elementos do leite, deteriorando-o ao se 
multiplicarem antes e após o seu beneficiamento 
por atividade de enzimas termorresistentes. 
Esses micro-organismos são classificados 
em três grupos: mesofílicos, termodúricos 
e mesofílicos psicrotróficos, denominados 
comumente de psicrotróficos. O objetivo deste 
trabalho foi quantificar os micro-organismos e 
classificar a sua atividade enzimática proteolítica 
e lipolítica em leite cru captado em três laticínios 
no município de Piumhi-MG. Amostras de leite 

cru resfriado foram coletadas em tanques 
de expansão de três laticínios distintos (três 
amostras por laticínio) no município de Piumhi, 
MG. As amostras foram homogeneizadas 
e diluídas decimalmente em salina estéril, 
sendo espalhadas (0,1ml) das diluições 
selecionadas em placa de petri contendo ágar 
BHI, incubadas a 37ºC, durante sete dias. Os 
resultados foram observados a cada 48h. Os 
isolados bacterianos foram avaliados quanto à 
morfologia e às características morfotintoriais. 
A capacidade de produzir proteases foi 
determinada em ágar caseinato de cálcio e a 
de produzir lípases em ágar tributirina, a 7ºC e a 
37ºC. Os resultados encontrados na contagem 
de micro-organismos totais das amostras de 
leite cru coletadas expressaram variações de 
9,6x106 UFC/mL a 1,32x107 UFC/mL. Foram 
encontrados e caracterizados 14 morfotipos das 
colônias isoladas. Em relaçã às características 
morfotintoriais, 57,2% apresentaram-se com 
Gram negativos e 42,8% Gram positivos. O 
leite cru refrigerado apresentou-se fora dos 
padrões exigidos pela legislação vigente, tendo 
alta contagem de micro-organismos mesófilos. 
Já em relação às características psicrotróficas, 
cerca de metade das amostras foram capazes 
de crescer a 7ºC. Contudo, nenhuma delas 
apresentou atividade enzimática a essa 
temperatura. 
PALAVRAS-CHAVE: Deterioração enzimática. 

CAPÍTULO 28

QUANTIFICAÇÃO DE MICRO-ORGANISMOS E 
CLASSIFICAÇÃO DE SUA ATIVIDADE ENZIMÁTICA 

PROTEOLÍTICA E LIPOLÍTICA EM LEITE CRU 
CAPTADO EM LATICÍNIOS NO MUNICÍPIO DE 

PIUMHI-MG
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Leite-cru. Psicrotróficos.

ABSTRACT: Microbiological profiling is an important tool to evaluate milk quality, 
since a high count may impact it’s lifespan through promotion of deterioration and 
thermoresistant enzymes. These microorganisms are classified in three groups: 
mesophilic, thermoduric, and mesophilic psychrotrophic, commonly named 
psychotropic. The objective of this study was to quantify milk microbiota and classify 
it regarding their proteolytic and lipolytic activity. Raw milk samples were harvested 
from expansion tanks in three dairy plants (three samples per dairy plant) located at 
Piumhi-MG. Samples were homogenized and serially diluted in sterile saline, being 
transferred to petri dishes containing BHI agar. Incubation followed at 37ºC, for seven 
days. Results were verified every 48h. Bacterial isolates were characterized regarding 
their morphology and morphotintorial aspects. Proteolytic activity was determined in 
calcium caseinate agar and lipolytic activity in tributyrin agar, at 7ºC and 37ºC. Total 
microbial count in raw milk samples ranged from 9.60x106 CFU/mL to 1.32x107 CFU/
mL. 14 morphotypes were determined, being 57.2% Gram negative, and 42.8% Gram 
positive. Raw milk analyzed in this study was not in accordance to current legislation.  
Regarding psychrotrophic profile, about half of the samples were able to grow at 7ºC. 
However, none of them presented enzymatic activity at this temperature. 
KEYWORDS: Enzimatic deterioration. Raw milk. Psychrotrophics. 

1 |  INTRODUÇÃO

O Brasil ocupa o quinto lugar no ranking mundial de produção de leite, com uma 
produção aproximada de 34 milhões de toneladas, possuindo assim um grande papel 
socioeconômico no agronegócio brasileiro, sendo Minas Gerais o principal produtor 
nacional, produzindo cerca de 26% do leite brasileiro (IBGE, 2017). 

De acordo com a instrução normativa de identidade e qualidade de leite cru (IN 
76), o leite é caracterizado como produto extraído da glândula mamária de bovinos 
fêmeas saudáveis, por meio de ordenha, sem interrupção, com higiene adequada, 
visando sempre a boa nutrição e o bem-estar animal (BRASIL, 2018). 

Devido ao alto valor nutritivo, o leite é de extrema importância para a alimentação 
humana, contendo substâncias benéficas à saúde como: vitaminas, proteínas, sais 
minerais e carboidratos, sabendo-se que esta composição pode variar de acordo com 
a raça do animal, idade, estágio de lactação, alimentação, além das boas práticas 
de obtenção e fabricação (beneficiamento) do leite. O leite “in natura”, logo após a 
ordenha, possui condições adequadas para a multiplicação de micro-organismos 
responsáveis pela degradação das substâncias benéficas, diminuindo assim a vida 
útil do produto (CARDOSO, 2006; SILVA, 2010). 

O principal método utilizado para avaliação da qualidade do leite é o perfil 
microbiológico, pois elevadas contagens de micro-organismos no leite resultam em 
impacto direto na sua vida útil, pois estes promovem a putrescência dos principais 
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elementos do leite como: proteína, gordura e lactose (CHAMBERS, 2005; NERO et 
al., 2009) 

Os micro-organismos identificados no leite, podem ser classificados em três 
grupos: mesofílicos, termodúricos e mesofílicos psicrotróficos. Os psicrotróficos se 
destacam neste contexto, pois mantêm-se metabolicamente ativo em temperaturas 
mais baixas (próximas de 7ºC), produzindo enzimas com atividades proteolítica e 
lipolítica. Estes micro-organismos são os que mais participam na deterioração do leite e 
de derivados lácteos, deteriorando o leite ao se multiplicarem antes do beneficiamento 
e, também, após o beneficiamento do leite, por atividades de suas enzimas que são, 
usualmente, termorresistentes. A atividade enzimática resultante de proteases e 
lipases está associada com a piora da qualidade sensorial e com o baixo rendimento 
deste leite e seus derivados. Os principais micro-organismos psicrotróficos associados 
ao leite são não patogênicos, mas alguns gêneros podem também causar quadros de 
intoxicação alimentar (MÜLLER, 2002). 

O objetivo deste trabalho foi quantificar as bactérias psicrotróficas e classificar as 
atividades enzimáticas proteolíticas e lipolíticas destas, presentes em leite cru resfriado 
de laticínios do centro-oeste de Minas Gerais, tendo em vista que estas atividades 
enzimáticas levam a uma deterioração dos componentes do leite, prejudicando assim 
o seu rendimento industrial. 

2 |  REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 LEITE 

O leite é produzido durante a lactação e secretado pelas glândulas mamárias 
das fêmeas bovinas, possui uma coloração branca ou até mesmo amarelada, odor 
característico agradável e sabor adocicado (SILVA, 2010). 

Considerado um alimento muito importante e um dos mais completos, o leite é 
ótimo para alimentação de pessoas em qualquer faixa etária, pois ele é um alimento 
de alto valor nutricional, contendo proteínas, minerais (como o cálcio, magnésio, 
selênio), vitaminas (como a riboflavina, a vitamina B12 e a vitamina B5) que favorecem 
a formação e manutenção da saúde dos tecidos presentes no corpo humano além de 
fortalecerem os ossos. Tais nutrientes também favorecem o processo de cicatrização, 
melhoram o sistema imunológico, além de auxiliarem na conservação de cabelos e 
músculos. Todavia, o leite possui uma quantidade baixa de ferro e vitamina D, além 
da ausência de ácido fólico, não conseguindo atender as exigências nutricionais 
completamente (MÜLLER, 2002). 

A classificação dos micro-organismos presentes no leite, pode ser assim disposta: 
desejáveis e indesejáveis. Os desejáveis são fundamentalmente aqueles responsáveis 
pelos processos metabólicos, propiciando, de uma forma geral, benefícios à saúde 
humana. Já os indesejáveis, advêm principalmente de uma atividade microbiana 
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descontrolada, modificando as características e tornando o leite e seus derivados 
inadequados ao consumo, podendo ser, inclusive, prejudiciais à saúde do consumidor 
(GUERREIRO et al., 2005).

2.2 QUALIDADE DO LEITE 

Para uma produção de leite de qualidade, devemos sempre observar a saúde do 
animal, assim como a higienização dos utensílios de ordenha e, também, as condições 
de armazenamento do produto (ARAÚJO et al., 2013). 

Devido à boa capacidade de multiplicação dos micro-organismos e sua 
considerável resistência à temperatura de refrigeração, o controle da qualidade do 
leite, desde a ordenha até o seu beneficiamento, é de grande importância. Todas as 
empresas responsáveis por coletar a matéria-prima dos produtores estão exigindo 
produto com qualidade crescente. Com estas mudanças, os produtores estão mais 
cuidadosos com a higienização de equipamento e utensílios, sanidade dos animais, a 
fim de obterem produtos de qualidade cada vez melhores (GUERREIRO et al., 2005). 

Nesse contexto, foram designados parâmetros para avaliação da qualidade do 
leite pela Instrução Normativa nº 76, com requisitos mínimos para composição do 
leite cru, dentre eles, a contagem de células somáticas e contagem bacteriana total 
(BRASIL, 2018). 

A contagem bacteriana total está relacionada a uma contaminação indireta 
do leite, sendo os principais fatores relacionados com a higienização indevida dos 
utensílios de ordenha e com o transporte e armazenamento do leite inadequados 
(VARGAS et al., 2013). 

2.3 AVALIAÇÃO FÍSICO-QUÍMICA E BIOLÓGICA DO LEITE 

As avaliações físico-químicas e biológicas do leite são de suma importância 
para indústrias e consumidores, pois estas avaliações consistem em estimar todos os 
elementos contidos na composição do leite, como teor de gordura e proteína, contagem 
de células somáticas e bacterianas totais, assegurando assim a qualidade da matéria-
prima e, possivelmente, do produto final. Um dos pontos fundamentais desta avaliação 
está em mostrar aos produtores que quando se produz leite de forma inadequada, 
se produz matéria-prima em qualidade inferior à exigida pela legislação (MACHADO; 
CASSOLI, 2002). Uma matéria-prima de qualidade inferior irá gerar prejuízos para a 
indústria, além da produção de derivados de pior qualidade, o que impacta tanto aos 
produtores como aos consumidores finais. A gordura, por exemplo, é um componente 
que sofre muita variação, seja por fatores fisiológicos (como raça e idade das vacas) 
ou por fatores nutricionais ou patológicos (como a mastite), proporcionando derivados 
lácteos, como queijos com rendimento, textura e aroma inferiores (BARBOSA et al., 
2014). 
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2.4 CONTAGEM BACTERIANA TOTAL 

As avaliações de contagem bacteriana total (CBT) possibilitam observar 
a quantidade de bactérias presentes no leite analisado, resultados estes que 
demonstram, principalmente, a falta de boas práticas agropecuárias na higienização 
dos equipamentos de ordenha como: utilização de água contaminada, limpeza 
indevida dos utensílios, estado de conservação indevido dos equipamentos, entre 
outros (MACHADO; CASSOLI, 2002). 

O parâmetro para a contagem bacteriana total, é designada pela UFC/ml (unidade 
formadora de colônia por mililitros) em que, para animais saudáveis, 10.000 UFC/ml 
é considerado um limite satisfatório. Os principais fatores que podem elevar esses 
níveis são: refrigeração inadequada do leite, devido a facilidade de proliferação das 
bactérias entre as temperaturas a partir de 4ºC, especialmente os micro-organismos 
psicrotróficos, que conseguem se multiplicar em temperaturas mais baixas (ressaltando 
que os tanques de armazenamento do leite devem homogeneizar e resfriar a 4ºC todo o 
leite contido em seu interior em um tempo de até três horas, depois do fim da ordenha); 
transporte prolongado do leite em tanques isotérmicos; condição insatisfatória de 
higiene dos equipamentos; noções inadequadas de higiene dos ordenadores; etc... 
(ORDÓNEZ et al., 2007). 

2.5 MICRO-ORGANISMOS PSICROTRÓFICOS 

A implementação de normas de refrigeração do leite após a ordenha possibilitou a 
diminuição de perda do leite por inibir sua deterioração ácida  por conta da proliferação 
de micro-organismos mesófilos. Essas normas adotadas no Brasil, a partir de 2002, 
atuaram e atuam de forma seletiva favorecendo, em algumas ocasiões, o crescimento 
dos micro-organismos psicrotróficos, devido ao crescimento destes em temperaturas 
mais baixas (FAIRBAIRN; LAW,1986; BRASIL, 2002). 

Dentro do grupo de micro-organismos psicrotróficos presentes no leite, estão 
bactérias Gram negativo e Gram positivo, sendo as mais comumente encontradas 
no leite aquelas pertencentes aos seguintes gêneros: Pseudomonas, Flavobacterium, 
Alcaligenes, Clostridium, Microbacterium, Streptococcus, Corynebacterium, 
Arthrobacter e Bacillus (SORHOUG; STEPANIAK, 1997). Os micro-organismos 
psicrotróficos são caracterizados por serem capazes de se desenvolver em temperatura 
de refrigeração abaixo de 7°C, apesar do crescimento ótimo em temperatura ambiente 
(SANTOS et al., 2009). Devido a este fator, devemos compreender estes mecanismos 
de adaptação a baixas temperaturas, melhorando então as medidas de controle ao 
aumento destes micro-organismos no leite. A capacidade dos psicrotróficos de se 
desenvolverem em baixas faixas de temperatura é devido a alterações dos lipídeos 
e das proteínas da membrana celular destes micro-organismos, que vão ser mais 
resistentes ao estresse térmico promovidos pela refrigeração (PINTO, 2004). 

A modificação dos lipídios da membrana celular garante melhor capacidade de 
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regulação da sua fluidez e permeabilidade; ao passo que as alterações de proteínas 
são de caráter genotípico e associadas a propriedades das enzimas bacterianas e 
aos seus sistemas de tradução, que não deixam de ocorrer mesmo em temperaturas 
inferiores. A adaptação dos micro-organismos psicrotróficos para se desenvolverem 
em baixas temperaturas pode ser explicada pela preservação do fluxo metabólico 
celular. Para isso, são necessárias modificações estruturais das enzimas, para que 
elas mantenham sua capacidade catalítica eficiente, proporcionando então adaptação 
ao frio (PINTO, 2004). 

Micro-organismos psicrotróficos estão presentes no ambiente, habitando solos, 
água e tecidos animais, sendo os principais deteriorantes de leite (especialmente 
o refrigerado) e seus derivados (RAJMOHAN, 2002). A grande maioria dos micro-
organismos psicrotróficos são eliminados por tratamento térmico, mas a deterioração 
que ocorre no leite por estes micro-organismos se dá principalmente pela ação de 
enzimas produzidas por eles, enzimas essas, que são termorresistentes e, mesmo com 
a pasteurização (72 a 75°C por 15 a 20 seg.) ou o tratamento UAT (130 a 150°C por 2 
a 4 seg.), não são eliminadas do leite, resultando na deterioração deste pela atividade 
proteolítica e lipolítica das enzimas mencionadas (SORHAUG; STEPHANIAK, 1997). 

As ações enzimáticas de proteólises atuam em sua maioria na κ-caseína, 
desestabilizando as micelas de caseína por meio de clivagem na porção C-terminal 
destas. As submicelas de k-caseina, que são as mais afetadas, se situam na periferia da 
micela e proporcionam estabilidade à partícula de caseína. Sua hidrólise faz com que 
haja a coagulação do leite, de modo similar ao que ocorre na coagulação enzimática 
(por ação da quimosina, por exemplo), desencadeando problemas tecnológicos como: 
baixo rendimento em derivados lácteos, amargor do leite e derivados, gelificação do 
leite UAT e produção exagerada de aminoácidos no período de maturação de queijos, 
proporcionando um sabor amargo além de uma queda no rendimento (MOREIRA, 
2010; TONDO et al., 2003;). 

Já as enzimas que promovem lipólises, atuam hidrolisando triglicerídeos (que 
formam a gordura) em ácidos graxos de cadeia curta por meio da lecitinase, considerada 
umas das mais importantes lipases sintetizadas pelos psicrotróficos. Tal enzima 
atua na ruptura da membrana dos glóbulos de gordura e, do mesmo modo, também 
destroem a membrana dos glóbulos de gordura (por meio da fosfolipase C), acelerando 
a degradação dos lipídeos e levando ao aparecimento de odor desagradável no leite e 
derivados lácteos, como o de ranço em queijos (TONDO et al., 2003; NUNES, 2017). 

3 |  MATERIAL E MÉTODOS 

As amostras de leite cru resfriado (até 7ºC), foram coletadas em tanques de 
expansão, de três laticínios no município de Piumhi-MG, em frascos estéreis de 80 ml. 
As amostras foram transportadas em caixa isotérmica contendo gelo até o Laboratório 
de Microbiologia do Centro Universitário de Formiga-MG (UNIFOR-MG) onde foram 
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analisadas. As coletas ocorreram no período de março a junho. 
Foram coletadas três amostras por laticínio, onde foram homogeneizadas e 

diluídas em tubos contendo 9ml de solução de salina estéril (0,9% NaCl) e formadas 
alíquotas a 10-2, 10-3, 10-4. Foram espalhados 0,1ml das diluições em placas de 
petri contendo ágar BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, Mumbai, Índia), que foram 
em seguida foram incubadas a 37°C, durante um período máximo de sete dias. Os 
resultados parciais foram observados a cada 48h (dois dias) (FIGUEIREDO, 2017). 

Os isolados bacterianos, quando presentes, foram avaliados quanto à morfologia 
das suas colônias e quanto às suas características morfotintoriais (avaliadas pela 
coloração de Gram e visualização em microscopia por imersão: aumento de 100x em 
microscópio óptico). A capacidade de produzir proteases, foi determinada em ágar 
caseinato de cálcio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e de produzir lípases em ágar 
tributirina (Merck, Darmstadt, Alemanha), tanto a 7ºC como a 37°C, durante, no máximo, 
48h (dois dias). A proteólise e a lipólise, quando presentes, foram evidenciadas por 
uma zona clara ao redor da colônia. 

4 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS 

Os resultados encontrados na contagem de micro-organismos totais das 
amostras de leite cru coletadas expressaram variações de 9,6x106 UFC/mL a 
1,32x107 UFC/mL (Quadro 1). Pinto (2006), em termos de contagem, encontraram, 
assim como no presente estudo, uma alta contagem e supuseram que o leite captado 
sofre contaminação durante o processo de ordenha, devido aos fatores já descritos. 
Já Pereira (2010) observou que, de sete empresas analisadas, quatro apresentaram 
alta contagem de micro-organismos e três estavam dentro do padrão exigido pela 
Instrução Normativa nº 51, que era na época de 750.000 UFC/mL. Cardoso (2005), 
por sua vez, também relatou contagem elevada de bactérias (acima de 106 UFC/ml), 
o que indica que o uma contagem elevada tende a ser mais comum do que uma 
contagem reduzida, em se tratando de contagem bacteriana total (CBT) de leite cru. 

Os isolados foram separados de acordo com as características morfológicas das 
colônias que cresceram a 37°C em ágar BHI (Himedia). Tais resultados podem ser 
observados nas Tabelas 2, 3 e 4. No laticínio DI foram encontrados cinco morfotipos 
diferentes, no VA seis morfotipos e, no VI, somente três morfortipos. 

LATICÍNÍO Contagem (UFC/mL)
DI 1,32X107

VA 1,56x107

VI 9,6x106

Quadro 1. Quantificação de micro-organismos mesófilos (a 37ºC) (UFC/mL) 



Ciências Exatas e da Terra e a Dimensão Adquirida através da Evolução Tecnológica 2 Capítulo 28 312

Aspecto
morfotípico

Colônia
1 2 3 4  5

Cor Branca Amarela Amarela Branca Creme
Transparência Translúcida Translúcida Opaca Translúcida Opaca

Forma Redonda Redonda Redonda Indefinida Redonda
Borda Irregular Regular Regular Irregular Regular

Tamanho Média Pequena Pequena Média Pequena

Tabela 2. Caracterização morfotípica das colônias do laticínio DI 

Aspecto
morfotípico

Colônia
1  2 3 4  5 6

Cor Amarela Creme Branca Amarela Amarela Creme
Transparência Opaca Translúcida Opaca Translúcida Translúcida Opaca

Forma Indefinida Redonda com 
depressão 

Redonda Redonda Redonda 
com 

depressão 

Redonda

Borda Irregular Regular Regular Regular Regular Irregular
Tamanho Grande Média Média Pequena Média Média

Tabela 3. Caracterização morfotípica das colônias do laticínio VA

Aspecto
morfotípico

Colônia
1 2  3 

Cor Branca Amarela Branca
Transparência Translúcida Opaca Translúcida

Forma Redonda Redonda Redonda
Borda Irregular Regular Irregular

Tamanho Média Pequena Média

Tabela 4. Caracterização morfotípica das colônias do laticínio VI

4.2 ASPECTOS MORFOTINTORIAIS 

Resultados encontrados na morfotintura (coloração de GRAM e visualização em 
microscopia ótica sob imersão, aumento de 100x) demostraram oito dos isolados são 
Gram negativos (57,2%) e seis são Gram positivos (42,8%) (Quadro 2). Resultados que 
concordam com Silva (2005), que obteve em seus estudos prevalência de bactérias 
Gram negativos isolados nas amostras de leite cru resfriado e prevalência menor de 
Gram positivos. 

Nos resultados encontrados, houve prevalência de cocobacilos Gram negativo. 
Quando comparado com o estudo de ARCURI (2008), que encontrou uma incidência 
considerável de Acinetobacter spp., pode-se sugerir que estes cocobacilos sejam do 
mesmo gênero, o que se torna preocupante, pois há diversos estudos com relação 
a resistência deste gênero a antibióticos e sua facilidade de disseminação como 
patógeno, principalmente para indivíduos imunossuprimidos.
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Laticínio Identificação Morfologia Coloração (Gram)

DI

1 Cocobacilo Positivo
2 Cocobacilo Negativo
3 Cocobacilo Negativo
4 Cocobacilo Negativo
5 Bacilo Negativo

VA

1 Bacilo Positivo
2 Cocobacilo Negativo
3 Cocobacilo Positivo
4 Coco Negativo
5 Cocobacilo Positivo
6 Cocobacilo Negativo

VI
1 Coco Negativo
2 Coco Positivo
 3 Bacilo Positivo

Quadro 2. Características morfológicas e classificação morfotintorial dos micro-organismos 
isolados.

4.3 CARACTERÍSTICAS PSICROTRÓFICAS, PROTEÓLISE E LIPÓLISE 

Características sugestivas de micro-organismos psicrotróficos (crescimento a 
7°C) e avaliação de sua capacidade lipolítica em ágar tributirina e proteolítica em ágar 
caseinato de cálcio, tanto a 37°C e a 7°C, foram então avaliados para os isolados 
bacterianos. O Quadro 3 compila os resultados observados, que evidenciaram 
baixa incidência de micro-organismos com capacidade lipolítica e uma incidência 
relativamente maior de micro-organismos com capacidade proteolítica (especialmente 
a 37°C). Um contaminante frequente de leite cru é o micro-organismo pertencente 
ao gênero Pseudomonas. Este gênero, segundo Silva (2005), em seu estudo, 
principalmente representado pela espécie Pseudomonas fluorescens, no contexto da 
microbiota indesejável do leite, se mostrou altamente produtora de protease e lipase. 
Em uma extrapolação, os micro-organismos bacilos Gram negativos com atividade 
proteolótica observados no presente estudo (como VA 6 e DI 2, por exemplo) poderiam 
ser pertencentes a tal gênero, o que reforça a nossa preocupação com o controle da 
microbiota do leite, especialmente a indesejável. O fato de não termos observado lipólise 
e uma incidência de proteólise insignificante a 7°C, resultados estes que corroboram 
com os de Valeriano (2007), que encontrou prevalência de atividade proteolítica e 
menor observação de atividade lipolítica, nos aliviam quanto ao caráter psicrotrófico 
das amostras aqui analisadas. Cardoso (2006) também observou em seu estudo que, 
de uma forma geral, os micro-organismos proteolíticos são mais frequentes que os 
lipolíticos, o que está de acordo com os resultados aqui encontrados.
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Identificação
Temperatura de incubação

37ºC 7ºC
Crescimento Proteólise Lipólise Crescimento Proteólise Lipólise 

DI 1 Sim Não Não Não Não Não
DI 2 Sim Sim Não Sim Sim Não
DI 3 Sim Não Não Não Não Não
DI 4 Sim Não Não Sim Não Não
DI 5 Sim Não Sim Sim Não Não
VA 1 Sim Sim Não Sim Não Não
VA 2 Sim Não Não Não Não Não
VA 3 Sim Não Sim Sim Não Não
VA 4 Sim Sim Não Sim Não Não
VA 5 Sim Não Não Não Não Não
VA 6 Sim Sim Não Sim Não Não
VI 1 Sim Não Não Não Não Não
VI 2 Sim Sim Não Não Não Não
VI 3 Sim Não Não Não Não Não

Quadro 3. Resultados encontrados do perfil enzimático e da temperatura de incubação dos 
isolados bacterianos a 37ºC e a 7ºC. 

5 |  CONCLUSÃO

O leite cru refrigerado, captado por laticínios da região de Piumhi-MG, apresentou-
se, neste estudo, fora dos padrões exigidos pela legislação vigente, estipulada na 
Instrução Normativa n°76 (BRASIL, 2018), tendo alta contagem de micro-organismos 
mesófilos. Já em relação às características psicrotróficas, cerca de metade dos micro-
organismos isolados cresceu a 7°C, o que caracteriza esta população isolada como 
potencial psicrotrófica. Todavia, nenhum dos micro-organismos com capacidade de 
crescer a 7ºC apresentou atividade enzimática, o que é relativamente satisfatório, 
tendo em vista que os maiores prejuízos nos laticínios estão relacionados à presença 
de tais fenótipos. 
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