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APRESENTACAO

A obra “Ciéncias Exatas e da Terra e a Dimens&o Adquirida através da Evolugcao
Tecnologica vol. 2’ aborda uma publicacéo da Atena Editora, apresenta, em seus 28
capitulos, conhecimentos tecnologicos e aplicados as Ciéncias Exatas e da Terra.

Este volume dedicado a Ciéncia Exatas e da Terra traz uma variedade de artigos
que mostram a evolucédo tecnolégica que vem acontecendo nestas duas ciéncias, e
como isso tem impactado a varios setores produtivos e de pesquisas. Sdo abordados
temas relacionados com a producdo de conhecimento na area da matematica,
guimica do solo, computagao, geoprocessamento de dados, biodigestores, educacao
ambiental, manejo da agua, entre outros temas. Estas aplicagbes visam contribuir no
aumento do conhecimento gerado por instituicdes publicas e privadas no pais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esforcos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnologicos nas
Ciéncias 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 area da Fisica,
Matematica, 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 Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 28

QUANTIFICACAO DE MICRO-ORGANISMOS E
CLASSIFICACAO DE SUAATIVIDADE ENZIMATICA
PROTEOLITICA E LIPOLITICA EM LEITE CRU
CAPTADO EM LATICINIOS NO MUNICIPIO DE

Maria Clara de Freitas Guimaraes Santos
Centro Universitario de Formiga UNIFOR - MG

Formiga — MG
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RESUMO: Para avaliar a qualidade do leite, o
perfil microbiol6gico é o mais utilizado tendo
em vista que elevadas contagens de micro-
organismo no leite impactam em sua vida util,
promovendo a putrescéncia dos principais
elementos do leite, deteriorando-o ao se
multiplicarem antes e ap0s o seu beneficiamento
por atividade de enzimas termorresistentes.
Esses micro-organismos s&o classificados
em trés grupos: mesofilicos, termoduricos
e mesofilicos psicrotroficos, denominados
comumente de psicrotroficos. O objetivo deste
trabalho foi quantificar os micro-organismos e
classificar a sua atividade enzimatica proteolitica
e lipolitica em leite cru captado em trés laticinios
no municipio de Piumhi-MG. Amostras de leite
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PIUMHI-MG

cru resfriado foram coletadas em tanques
de expanséo de trés laticinios distintos (trés
amostras por laticinio) no municipio de Piumhi,
MG. As amostras foram homogeneizadas
e diluidas decimalmente em salina estéril,
sendo espalhadas (0,1ml) das diluicbes
selecionadas em placa de petri contendo agar
BHI, incubadas a 37°C, durante sete dias. Os
resultados foram observados a cada 48h. Os
isolados bacterianos foram avaliados quanto a
morfologia e as caracteristicas morfotintoriais.
A capacidade de produzir proteases foi
determinada em agar caseinato de célcio e a
de produzir lipases em agar tributirina, a 7°C e a
37°C. Os resultados encontrados na contagem
de micro-organismos totais das amostras de
leite cru coletadas expressaram variagdes de
9,6x10® UFC/mL a 1,32x10” UFC/mL. Foram
encontrados e caracterizados 14 morfotipos das
colbnias isoladas. Em relacéd as caracteristicas
morfotintoriais, 57,2% apresentaram-se com
Gram negativos e 42,8% Gram positivos. O
leite cru refrigerado apresentou-se fora dos
padrdes exigidos pela legislacdo vigente, tendo
alta contagem de micro-organismos mesofilos.
Ja em relacéo as caracteristicas psicrotroficas,
cerca de metade das amostras foram capazes
de crescer a 7°C. Contudo, nenhuma delas
apresentou

temperatura.
PALAVRAS-CHAVE: Deterioracao enzimatica.

atividade enzimatica a essa
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Leite-cru. Psicrotroficos.

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 37°C, 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 7°C and 37°C. Total
microbial count in raw milk samples ranged from 9.60x10° CFU/mL to 1.32x10” 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 7°C.
However, none of them presented enzymatic activity at this temperature.
KEYWORDS: Enzimatic deterioration. Raw milk. Psychrotrophics.

11 INTRODUCAO

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

De acordo com a instru¢do normativa de identidade e qualidade de leite cru (IN
76), o leite é caracterizado como produto extraido da glandula mamaria de bovinos
fémeas saudaveis, por meio de ordenha, sem interrup¢cdo, com higiene adequada,
visando sempre a boa nutricdo e o bem-estar animal (BRASIL, 2018).

Devido ao alto valor nutritivo, o leite é de extrema importéancia para a alimentacao
humana, contendo substancias benéficas a saude como: vitaminas, proteinas, sais
minerais e carboidratos, sabendo-se que esta composicao pode variar de acordo com
a raca do animal, idade, estagio de lactacdo, alimentacdo, além das boas praticas
de obtencéo e fabricacao (beneficiamento) do leite. O leite “in natura”, logo apos a
ordenha, possui condicdes adequadas para a multiplicacdo de micro-organismos
responsaveis pela degradacdo das substancias benéficas, diminuindo assim a vida
util do produto (CARDOSO, 2006; SILVA, 2010).

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

Os micro-organismos identificados no leite, podem ser classificados em trés
grupos: mesofilicos, termoduricos e mesofilicos psicrotroficos. Os psicrotréficos se
destacam neste contexto, pois mantém-se metabolicamente ativo em temperaturas
mais baixas (proximas de 7°C), produzindo enzimas com atividades proteolitica e
lipolitica. Estes micro-organismos sao os que mais participam na deterioracéo do leite e
de derivados lacteos, deteriorando o leite ao se multiplicarem antes do beneficiamento
e, também, apds o beneficiamento do leite, por atividades de suas enzimas que sao,
usualmente, termorresistentes. A atividade enzimatica resultante de proteases e
lipases esta associada com a piora da qualidade sensorial e com o baixo rendimento
deste leite e seus derivados. Os principais micro-organismos psicrotréficos associados
ao leite sdo nao patogénicos, mas alguns géneros podem também causar quadros de
intoxicac&o alimentar (MULLER, 2002).

O objetivo deste trabalho foi quantificar as bactérias psicrotréficas e classificar as
atividades enzimaticas proteoliticas e lipoliticas destas, presentes em leite cru resfriado
de laticinios do centro-oeste de Minas Gerais, tendo em vista que estas atividades
enzimaticas levam a uma deterioracdo dos componentes do leite, prejudicando assim
0 seu rendimento industrial.

2 | REFERENCIAL TEORICO

2.1 LEITE

O leite € produzido durante a lactacdo e secretado pelas glandulas mamarias
das fémeas bovinas, possui uma coloracdo branca ou até mesmo amarelada, odor
caracteristico agradavel e sabor adocicado (SILVA, 2010).

Considerado um alimento muito importante e um dos mais completos, o leite €
6timo para alimentacéo de pessoas em qualquer faixa etaria, pois ele € um alimento
de alto valor nutricional, contendo proteinas, minerais (como o calcio, magnésio,
selénio), vitaminas (como a riboflavina, a vitamina B12 e a vitamina B5) que favorecem
a formacéao e manutencéo da saude dos tecidos presentes no corpo humano além de
fortalecerem os 0ssos. Tais nutrientes também favorecem o processo de cicatrizagao,
melhoram o sistema imunologico, além de auxiliarem na conservagéo de cabelos e
musculos. Todavia, o leite possui uma quantidade baixa de ferro e vitamina D, além
da auséncia de acido félico, ndo conseguindo atender as exigéncias nutricionais
completamente (MULLER, 2002).

A classificagao dos micro-organismos presentes no leite, pode ser assim disposta:
desejaveis e indesejaveis. Os desejaveis sdao fundamentalmente aqueles responsaveis
pelos processos metabdlicos, propiciando, de uma forma geral, beneficios a saude
humana. Ja os indesejaveis, advém principalmente de uma atividade microbiana
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descontrolada, modificando as caracteristicas e tornando o leite e seus derivados
inadequados ao consumo, podendo ser, inclusive, prejudiciais a saude do consumidor
(GUERREIRO et al., 2005).

2.2 QUALIDADE DO LEITE

Para uma producao de leite de qualidade, devemos sempre observar a saude do
animal, assim como a higienizacao dos utensilios de ordenha e, também, as condi¢des
de armazenamento do produto (ARAUJO et al., 2013).

Devido a boa capacidade de multiplicagcdo dos micro-organismos e sua
consideravel resisténcia a temperatura de refrigeracéo, o controle da qualidade do
leite, desde a ordenha até o seu beneficiamento, é de grande importancia. Todas as
empresas responsaveis por coletar a matéria-prima dos produtores estao exigindo
produto com qualidade crescente. Com estas mudancgas, os produtores estdao mais
cuidadosos com a higienizacao de equipamento e utensilios, sanidade dos animais, a
fim de obterem produtos de qualidade cada vez melhores (GUERREIRO et al., 2005).

Nesse contexto, foram designados parémetros para avaliacdo da qualidade do
leite pela Instrucdo Normativa n° 76, com requisitos minimos para composicdo do
leite cru, dentre eles, a contagem de células somaticas e contagem bacteriana total
(BRASIL, 2018).

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

2.3 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E BIOLOGICA DO LEITE

As avaliacoes fisico-quimicas e biolégicas do leite sdo de suma importancia
para industrias e consumidores, pois estas avaliagdes consistem em estimar todos os
elementos contidos na composicao do leite, como teor de gordura e proteina, contagem
de células somaticas e bacterianas totais, assegurando assim a qualidade da matéria-
prima e, possivelmente, do produto final. Um dos pontos fundamentais desta avaliacéo
esta em mostrar aos produtores que quando se produz leite de forma inadequada,
se produz matéria-prima em qualidade inferior a exigida pela legislacao (MACHADO;
CASSOLI, 2002). Uma matéria-prima de qualidade inferior ira gerar prejuizos para a
industria, além da producao de derivados de pior qualidade, o que impacta tanto aos
produtores como aos consumidores finais. A gordura, por exemplo, € um componente
qgue sofre muita variacao, seja por fatores fisiol6gicos (como raca e idade das vacas)
ou por fatores nutricionais ou patoldégicos (como a mastite), proporcionando derivados
lacteos, como queijos com rendimento, textura e aroma inferiores (BARBOSA et al.,
2014).
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2.4 CONTAGEM BACTERIANA TOTAL

As avaliagbes de contagem bacteriana total (CBT) possibilitam observar
a quantidade de bactérias presentes no leite analisado, resultados estes que
demonstram, principalmente, a falta de boas praticas agropecuarias na higienizagéo
dos equipamentos de ordenha como: utilizacdo de agua contaminada, limpeza
indevida dos utensilios, estado de conservacao indevido dos equipamentos, entre
outros (MACHADO; CASSOLI, 2002).

O parametro para a contagem bacteriana total, € designada pela UFC/ml (unidade
formadora de coldnia por mililitros) em que, para animais saudaveis, 10.000 UFC/ml
€ considerado um limite satisfatério. Os principais fatores que podem elevar esses
niveis sao: refrigeracdo inadequada do leite, devido a facilidade de proliferagcao das
bactérias entre as temperaturas a partir de 4°C, especialmente 0os micro-organismos
psicrotroficos, que conseguem se multiplicar em temperaturas mais baixas (ressaltando
gue os tanques de armazenamento do leite devem homogeneizar e resfriar a 4°C todo o
leite contido em seu interior em um tempo de até trés horas, depois do fim da ordenha);
transporte prolongado do leite em tanques isotérmicos; condicdo insatisfatéria de
higiene dos equipamentos; no¢des inadequadas de higiene dos ordenadores; etc...
(ORDONEZ et al., 2007).

2.5 MICRO-ORGANISMOS PSICROTROFICOS

Aimplementacao de normas de refrigeracao do leite ap6s a ordenha possibilitou a
diminuicao de perda do leite por inibir sua deterioracdo acida por conta da proliferacao
de micro-organismos mesoéfilos. Essas normas adotadas no Brasil, a partir de 2002,
atuaram e atuam de forma seletiva favorecendo, em algumas ocasides, o crescimento
dos micro-organismos psicrotroficos, devido ao crescimento destes em temperaturas
mais baixas (FAIRBAIRN; LAW,1986; BRASIL, 2002).

Dentro do grupo de micro-organismos psicrotroficos presentes no leite, estao
bactérias Gram negativo e Gram positivo, sendo as mais comumente encontradas
no leite aquelas pertencentes aos seguintes géneros: Pseudomonas, Flavobacterium,
Alcaligenes, Clostridium,  Microbacterium,  Streptococcus, Corynebacterium,
Arthrobacter e Bacillus (SORHOUG; STEPANIAK, 1997). Os micro-organismos
psicrotréficos sdo caracterizados por serem capazes de se desenvolver em temperatura
de refrigeracao abaixo de 7°C, apesar do crescimento 6timo em temperatura ambiente
(SANTOS et al., 2009). Devido a este fator, devemos compreender estes mecanismos
de adaptacéo a baixas temperaturas, melhorando entdo as medidas de controle ao
aumento destes micro-organismos no leite. A capacidade dos psicrotroficos de se
desenvolverem em baixas faixas de temperatura é devido a alteracoes dos lipideos
e das proteinas da membrana celular destes micro-organismos, que vao ser mais
resistentes ao estresse térmico promovidos pela refrigeracao (PINTO, 2004).

A modificacédo dos lipidios da membrana celular garante melhor capacidade de
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regulacao da sua fluidez e permeabilidade; ao passo que as alteracbes de proteinas
séo de carater genotipico e associadas a propriedades das enzimas bacterianas e
aos seus sistemas de traducéo, que nao deixam de ocorrer mesmo em temperaturas
inferiores. A adaptacao dos micro-organismos psicrotréficos para se desenvolverem
em baixas temperaturas pode ser explicada pela preservacao do fluxo metabdlico
celular. Para isso, sdo necessarias modificacdes estruturais das enzimas, para que
elas mantenham sua capacidade catalitica eficiente, proporcionando entdo adaptacéo
ao frio (PINTO, 2004).

Micro-organismos psicrotroficos estdo presentes no ambiente, habitando solos,
agua e tecidos animais, sendo os principais deteriorantes de leite (especialmente
o refrigerado) e seus derivados (RAJMOHAN, 2002). A grande maioria dos micro-
organismos psicrotroficos sao eliminados por tratamento térmico, mas a deterioracédo
gue ocorre no leite por estes micro-organismos se da principalmente pela acéo de
enzimas produzidas por eles, enzimas essas, que sao termorresistentes e, mesmo com
a pasteurizacéo (72 a 75°C por 15 a 20 seg.) ou o tratamento UAT (130 a 150°C por 2
a 4 seg.), ndo sao eliminadas do leite, resultando na deterioracao deste pela atividade
proteolitica e lipolitica das enzimas mencionadas (SORHAUG; STEPHANIAK, 1997).

As acbes enzimdticas de protedlises atuam em sua maioria na k-caseina,
desestabilizando as micelas de caseina por meio de clivagem na porgcédo C-terminal
destas. As submicelas de k-caseina, que s&o as mais afetadas, se situam na periferia da
micela e proporcionam estabilidade a particula de caseina. Sua hidrélise faz com que
haja a coagulagdo do leite, de modo similar ao que ocorre na coagulagéo enziméatica
(por acéao da quimosina, por exemplo), desencadeando problemas tecnolégicos como:
baixo rendimento em derivados lacteos, amargor do leite e derivados, gelificacdo do
leite UAT e producao exagerada de aminoacidos no periodo de maturacao de queijos,
proporcionando um sabor amargo além de uma queda no rendimento (MOREIRA,
2010; TONDO et al., 2003;).

Ja as enzimas que promovem lipélises, atuam hidrolisando triglicerideos (que
formam a gordura) em 4cidos graxos de cadeia curta por meio da lecitinase, considerada
umas das mais importantes lipases sintetizadas pelos psicrotréficos. Tal enzima
atua na ruptura da membrana dos glébulos de gordura e, do mesmo modo, também
destroem a membrana dos glébulos de gordura (por meio da fosfolipase C), acelerando
a degradacéo dos lipideos e levando ao aparecimento de odor desagradavel no leite e
derivados lacteos, como o de rangco em queijos (TONDO et al., 2003; NUNES, 2017).

3| MATERIAL E METODOS

As amostras de leite cru resfriado (até 7°C), foram coletadas em tanques de
expansao, de trés laticinios no municipio de Piumhi-MG, em frascos estéreis de 80 ml.
As amostras foram transportadas em caixa isotérmica contendo gelo até o Laboratério
de Microbiologia do Centro Universitario de Formiga-MG (UNIFOR-MG) onde foram
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analisadas. As coletas ocorreram no periodo de marcgo a junho.

Foram coletadas trés amostras por laticinio, onde foram homogeneizadas e
diluidas em tubos contendo 9ml de solugéao de salina estéril (0,9% NaCl) e formadas
aliquotas a 102, 103, 10“ Foram espalhados 0,1ml das diluicbes em placas de
petri contendo agar BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, Mumbai, india), que foram
em seguida foram incubadas a 37°C, durante um periodo maximo de sete dias. Os
resultados parciais foram observados a cada 48h (dois dias) (FIGUEIREDO, 2017).

Os isolados bacterianos, quando presentes, foram avaliados quanto a morfologia
das suas colbnias e quanto as suas caracteristicas morfotintoriais (avaliadas pela
coloracao de Gram e visualizagdo em microscopia por imersao: aumento de 100x em
microscépio Optico). A capacidade de produzir proteases, foi determinada em agar
caseinato de calcio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e de produzir lipases em agar
tributirina (Merck, Darmstadt, Alemanha), tanto a 7°C como a 37°C, durante, no maximo,
48h (dois dias). A protedlise e a lipOlise, quando presentes, foram evidenciadas por
uma zona clara ao redor da colénia.

4 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS

Os resultados encontrados na contagem de micro-organismos totais das
amostras de leite cru coletadas expressaram variagcbes de 9,6x10° UFC/mL a
1,32x10” 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 contaminacé&o durante o processo de ordenha, devido aos fatores ja descritos.
Ja Pereira (2010) observou que, de sete empresas analisadas, quatro apresentaram
alta contagem de micro-organismos e trés estavam dentro do padréo exigido pela
Instrucdo Normativa n° 51, que era na época de 750.000 UFC/mL. Cardoso (2005),
por sua vez, também relatou contagem elevada de bactérias (acima de 10 UFC/ml),
0 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 caracteristicas morfologicas das
colénias que cresceram a 37°C em agar BHI (Himedia). Tais resultados podem ser
observados nas Tabelas 2, 3 e 4. No laticinio DI foram encontrados cinco morfotipos
diferentes, no VA seis morfotipos e, no VI, somente trés morfortipos.

LATICINiO Contagem (UFC/mL)
DI 1,32X107
VA 1,56x107
VI 9,6x10°

Quadro 1. Quantificagdo de micro-organismos mesoéfilos (a 37°C) (UFC/mL)
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Aspecto Coldnia

morfotipico 1 2 3 4 5
Cor Branca Amarela Amarela Branca Creme
Transparéncia Translucida  Transllcida Opaca Translucida  Opaca
Forma Redonda Redonda Redonda Indefinida  Redonda
Borda Irregular Regular Regular Irregular Regular
Tamanho Média Pequena Pequena Média Pequena

Tabela 2. Caracterizacao morfotipica das coldnias do laticinio DI

Aspecto Col6nia
morfotipico 1 2 3 4 5 6
Cor Amarela Creme Branca Amarela Amarela Creme
Transparéncia Opaca TranslUcida Opaca Translicida Translicida Opaca
Forma Indefinida Redondacom  Redonda  Redonda Redonda Redonda
depressao com
depresséo
Borda Irregular Regular Regular Regular Regular Irregular
Tamanho Grande Média Média Pequena Média Média

Tabela 3. Caracterizagdo morfotipica das colénias do laticinio VA

Aspecto Coldnia
morfotipico 1 2 3
Cor Branca Amarela Branca
Transparéncia Translucida Opaca Translucida
Forma Redonda Redonda Redonda
Borda Irregular Regular Irregular
Tamanho Média Pequena Média

Tabela 4. Caracterizagdo morfotipica das colénias do laticinio VI

4.2 ASPECTOS MORFOTINTORIAIS

Resultados encontrados na morfotintura (coloracdo de GRAM e visualizagdo em
microscopia 6Otica sob imersdo, aumento de 100x) demostraram oito dos isolados séo
Gram negativos (57,2%) e seis sdo Gram positivos (42,8%) (Quadro 2). Resultados que
concordam com Silva (2005), que obteve em seus estudos prevaléncia de bactérias
Gram negativos isolados nas amostras de leite cru resfriado e prevaléncia menor de
Gram positivos.

Nos resultados encontrados, houve prevaléncia de cocobacilos Gram negativo.
Quando comparado com o estudo de ARCURI (2008), que encontrou uma incidéncia
consideravel de Acinetobacter spp., pode-se sugerir que estes cocobacilos sejam do
mesmo género, 0 que se torna preocupante, pois ha diversos estudos com relacéo
a resisténcia deste género a antibidticos e sua facilidade de disseminagdo como
patdgeno, principalmente para individuos imunossuprimidos.
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Laticinio lIdentificacao Morfologia Coloracao (Gram)

1 Cocobacilo Positivo
2 Cocobacilo Negativo
DI 3 Cocobacilo Negativo
4 Cocobacilo Negativo
5 Bacilo Negativo
1 Bacilo Positivo
2 Cocobacilo Negativo
VA 3 Cocobacilo Positivo
4 Coco Negativo
5 Cocobacilo Positivo
6 Cocobacilo Negativo
1 Coco Negativo
Vi 2 Coco Positivo
3 Bacilo Positivo

Quadro 2. Caracteristicas morfologicas e classificagdo morfotintorial dos micro-organismos
isolados.

4.3 CARACTERISTICAS PSICROTROFICAS, PROTEOLISE E LIPOLISE

Caracteristicas sugestivas de micro-organismos psicrotroficos (crescimento a
7°C) e avaliacao de sua capacidade lipolitica em agar tributirina e proteolitica em agar
caseinato de calcio, tanto a 37°C e a 7°C, foram entdo avaliados para os isolados
bacterianos. O Quadro 3 compila os resultados observados, que evidenciaram
baixa incidéncia de micro-organismos com capacidade lipolitica e uma incidéncia
relativamente maior de micro-organismos com capacidade proteolitica (especialmente
a 37°C). Um contaminante frequente de leite cru é o micro-organismo pertencente
ao género Pseudomonas. Este género, segundo Silva (2005), em seu estudo,
principalmente representado pela espécie Pseudomonas fluorescens, no contexto da
microbiota indesejavel do leite, se mostrou altamente produtora de protease e lipase.
Em uma extrapolagédo, os micro-organismos bacilos Gram negativos com atividade
proteolotica observados no presente estudo (como VA6 e DI 2, por exemplo) poderiam
ser pertencentes a tal género, o que reforga a nossa preocupagéo com o controle da
microbiota do leite, especialmente aindesejavel. O fato de ndo termos observado lipdlise
e uma incidéncia de protedlise insignificante a 7°C, resultados estes que corroboram
com os de Valeriano (2007), que encontrou prevaléncia de atividade proteolitica e
menor observacéo de atividade lipolitica, nos aliviam quanto ao carater psicrotréfico
das amostras aqui analisadas. Cardoso (2006) também observou em seu estudo que,
de uma forma geral, os micro-organismos proteoliticos sdo mais frequentes que os
lipoliticos, o que esta de acordo com os resultados aqui encontrados.




Temperatura de incubacao

Identificacao 37°C 7°C
Crescimento Protedlise Lipdlise Crescimento Protedlise Lipdlise
DI 1 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
DI 2 Sim Sim Nao Sim Sim Néo
DI 3 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
Dl 4 Sim Nao Nao Sim Nao Nao
DI 5 Sim Néao Sim Sim Néo Néo
VA1 Sim Sim Nao Sim N&o Né&o
VA 2 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
VA3 Sim Nao Sim Sim Nao Nao
VA 4 Sim Sim Néo Sim Néo Néo
VA5 Sim Nao Nao Nao Nao Nao
VA 6 Sim Sim Nao Sim Nao Nao
Vi1 Sim Néao Néao Nao Nao Nao
VI 2 Sim Sim Nao Nao Nao Nao
VI3 Sim Nao Nao Nao Nao Nao

Quadro 3. Resultados encontrados do perfil enzimatico e da temperatura de incubagcéo dos

51 CONCLUSAO

isolados bacterianos a 37°C e a 7°C.

O leite cru refrigerado, captado por laticinios da regiao de Piumhi-MG, apresentou-

se, neste estudo, fora dos padrdes exigidos pela legislacdo vigente, estipulada na

Instrucao Normativa n°76 (BRASIL, 2018), tendo alta contagem de micro-organismos

mesofilos. Ja em relac&o as caracteristicas psicrotroficas, cerca de metade dos micro-

organismos isolados cresceu a 7°C, o que caracteriza esta populagao isolada como

potencial psicrotrofica. Todavia, nenhum dos micro-organismos com capacidade de

crescer a 7°C apresentou atividade enzimatica, o que é relativamente satisfatério,

tendo em vista que os maiores prejuizos nos laticinios estao relacionados a presenca

de tais fendtipos.
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