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APRESENTAÇÃO

No ramo da medicina veterinária é de grande importância a utilização das tecnologias 
e inovação, trazendo contribuições significativas e impactando de maneira positiva os 
diagnósticos, prognósticos, exames, fazendo com esses procedimentos sejam cada vez 
mais assertivos. 

Essas inovações tecnológicas são promissoras e melhoram o desenvolvimento 
e o desempenho dos profissionais. Profissionais estes que atuam em diversas áreas da 
medicina veterinária, visto a amplitude do mercado atual. 

Os profissionais buscam constantemente adquirir informações de forma segura e 
confiável e essa obra traz em seus capítulos técnicas, relatos de casos, levantamento, 
revisões de literatura, abordando diversos problemas enfrentados e abordando assuntos 
novos e recorrentes pelos profissionais da clínica veterinária no dia a dia de atuação. 

Assim com essas inovações tecnológicas crescentes, o livro “Referências, Métodos e 
Tecnologias Atuais na Medicina Veterinária” aborda conteúdos amplos que visam melhorias 
na área clínica. Contendo 22 trabalhos, que abordam sobre análises, técnicas, práticas, 
revisões, relatos e inovações que são fundamentais para o desenvolvimento da medicina 
veterinária. Nesse contexto, busca-se proporcionar ao leitor informações técnicas, atuais e 
científicas que contribuam para o desenvolvimento, formação e entendimento. Desejamos 
uma excelente leitura.

Alécio Matos Pereira
Cledson Gomes de Sá

Danrley Martins Bandeira
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RESUMO: Estudou-se a ação proteolítica de 
microrganismos psicrotróficos em leite cru 
refrigerado, observando-se que a estocagem 
do leite cru em tanques de expansão, apesar 
de contribuir para a redução da proliferação 
bacteriana e outros agentes, fatores como 
boas práticas de higienização, manejo, tempo 
e temperatura até o momento de coleta pelo 
laticínio são de suma importância para controlar 
a ação psicrotrófica e consequentemente evitar 
a possibilidade de algum comprometimento em 
relação a qualidade e tempo de prateleira do 
produto final.  
PALAVRAS-CHAVE: Leite refrigerado; bactérias 

psicrotróficas; qualidade microbiológica; 
proteólise.

PSYCHROTROPHIC MICROORGANISMS 
POPULATIONS COUNT AND 

VERIFICATION OF THEIR PROTEOLYTIC 
ACTIVITY IN REFRIGERATED RAW MILK

ABSTRACT: The proteolytic action of 
psychrotrophic microorganisms in refrigerated raw 
milk was observed, it is concluded that despite the 
storage in an expansion tank and its contribution 
to the reduction of bacterial proliferation and 
other agents, factors such as good hygiene 
practices, management, storage time and 
temperature until the moment of collection by the 
dairy are of paramount importance to control the 
psychrotrophic action and consequently avoid the 
possibility of any compromise in relation to the 
quality and shelf life of the final product. 
KEYWORDS: Milk quality; proteolytic activity; 
dairy; hygiene.

1 | 	INTRODUÇÃO 
A granelização, embora tenha 

possibilitado a melhoria da qualidade do leite 
recebido pela indústria, pela diminuição da 
multiplicação de microrganismos mesófilos, os 
quais aumentam a acidez do leite, prejudicando 
seu beneficiamento, a estocagem do leite a 
temperaturas de refrigeração tem substituído 
a microbiota de bactérias deteriorantes 
mesofílicas por uma microbiota de bactérias 
psicrotróficas, já que esta temperatura não é 
capaz de controlar o desenvolvimento desses 

http://lattes.cnpq.br/0677073339370003
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microrganismos (ÂNGELO et al., 2014). 
Segundo as Instruções Normativas de nº 76 e 77 do Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento, o leite cru deve ser mantido refrigerado na propriedade rural 
e atingir a temperatura de 4°C em tanques de expansão ou 7°C em tanques de imersão, 
em um período não superior a três horas após o término da ordenha e o mesmo deve ser 
armazenado cru por no máximo 48 horas (BRASIL, 2011).

O resfriamento prolongado do leite na fazenda, e a posterior coleta e transporte em 
caminhões tanque isotérmicos podem possibilitar o desenvolvimento de microrganismos 
psicrotróficos. Estes microrganismos contaminam o leite cru durante o processo de 
ordenha, através do contato com a água residual dos equipamentos, tanques de expansão 
e tetos higienizados inadequadamente, resistindo ao tratamento térmico e comprometendo 
a qualidade do produto final (NÖMBERG, 2009).

A contaminação do leite por bactérias psicrotróficas é considerada o fator mais 
crítico que influencia a manutenção da qualidade do leite refrigerado. Não constituem um 
grupo taxonômico específico, pois estão distribuídos em aproximadamente 15 gêneros 
distintos. São encontrados no leite em decorrência de falhas nos procedimentos de limpeza 
e sanitização durante a produção e são na maioria bactérias Gram negativas dos gêneros 
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes, embora algumas Gram positivas 
como as pertencentes aos gêneros Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus e Arthrobacter 
também façam parte desse grupo (ARCURI et al., 2008).  Segundo Stulova et al. (2010), 
50% das bactérias psicrotróficas presentes em leite cru refrigerado pertencem ao gênero 
Pseudomonas, sendo Pseudomonas fluorescens a espécie predominante.

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condições adequadas 
de higiene, a população de psicrotróficos pode alcançar níveis elevados com uma condição 
higiênica precária e/ou com um elevado número de células somáticas. Por esta razão, a 
contagem de psicrotróficos em leite cru pode atingir mais de 90% da população bacteriana 
total (GARGOURI et al., 2013).

Além da capacidade de desenvolver-se às temperaturas de refrigeração, bactérias 
psicrotróficas possuem habilidade de produzir enzimas hidrolíticas termorresistentes, 
as quais retêm de 30 a 100% de sua atividade enzimática após tratamento térmico de 
pasteurização e de Ultra Alta Temperatura (UAT) (NÖMBERG et al., 2009).

As enzimas termorresistentes, principalmente lipases e proteases, são a grande 
preocupação, pois reduzem rendimento de fabricação de queijos, limitam a vida de 
prateleira, alteram sabores, odores e aparência. As proteases possuem atividade 
hidrolítica em várias frações de caseína, sendo a caseína facilmente degradada, devido 
sua estrutura não helicoidal. A k-caseína localizada na superfície da micela de caseína 
quando hidrolisada causa desestabilização da micela, podendo levar a coagulação e 
alterações nas características organolépticas do leite. Já as lipases, podem hidrolisar os 
fosfolipídios presentes na camada dos glóbulos de gordura, havendo a formação de ácidos 
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graxos livres, mono e diglicerídeos, resultando em altos níveis de ácido butírico e capróico, 
causando o sabor de ranço no leite e seus derivados. Além disso, estima-se a perda de 
aproximadamente 10% de proteína e gordura do leite pela presença de microrganismos 
psicrotróficos (ÂNGELO et al., 2014). 

Com isso, torna-se imprescindível assegurar a adoção de boas práticas de produção 
para limitar a contaminação (MIGUEL et al., 2007). Desse modo, os microrganismos 
indicadores ideais para avaliação da qualidade microbiológica de leite refrigerado são os 
psicrotróficos, já que a contagem de mesófilos quando não há boas prática implantadas, 
pode subestimar o número real de microrganismos presentes no leite (ARCURI et al., 2008).

2 | 	OBJETIVO
Realizar a contagem de microrganismos psicrotróficos e verificar sua atividade 

proteolítica em leite cru refrigerado, ao longo do armazenamento em tanque de expansão.

3 | 	METODOLOGIA
As amostras foram coletadas em tanque de expansão, de propriedade leiteira provida 

de ordenha mecânica. Foram colhidas amostras de leite cru refrigerado com intervalos de 
24,48 e 72 horas, uma vez ao mês, durante doze meses, somando um total de 36 amostras.

Para a determinação de microrganismos psicrotróficos foi realizado o procedimento 
de plaqueamento de superfície em ágar PCA previamente solidificado após a realização 
de diluições decimais, e posteriormente incubado em posição invertida a 7ºC por 10 dias. 
(SILVA et al, 2010).

Para atividade proteolítica (BEERENS e LUQUET, 1990), as colônias de psicrotróficos 
foram semeadas em ágar leite (ágar padrão para contagem suplementado com 1% de leite 
em pó desnatado), com posterior incubação do meio a 28°C por 24-48 horas, e observação 
de halo opaco ao redor da  Unidade Formadora de Colônias (UFC).

Para avaliação da proteólise da κ-caseína do leite, foi realizada a determinação 
da proteólise pela presença de glicomacropeptídeo (GMP) livre por espectrofotometria a 
470 nm. Esse método permite a quantificação da liberação da fração GMP da κ-caseína, 
conseqüentemente permitindo uma estimativa indireta das condições proteolíticas das 
amostras (FUKUDA, 1994).

4 | 	RESULTADOS
Durante o experimento foram realizadas doze coletas (outubro de 2018 a setembro 

de 2019) e suas respectivas análises, sendo que no mês de novembro as mesmas foram 
descartadas devido a problemas técnicos e imprevistos ambientais. A determinação da 
proteólise pela presença de GMP livre iniciou-se a partir do mês de dezembro (coleta 
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referente ao número 3) devido a otimização da técnica. A seguir encontram-se os dados 
obtidos:

4.1	 Populações de microrganismos psicrotróficos em UFC/mL

Coleta Período (horas) Microrganismos psicrotróficos (UFC/ml)

1

24 9,0 x 10³

48 8,0 x 10³

72 3,0 x 10³

2

24 0

48 0

72 0

3

24 0

48 0

72 1,3 x 10³

4

24 10,6 x 10³

48 > 10

72 8,0 x 10³

5

24 6,2 x 10³

48 5,0 x10

72 8,0 x 10³

6

24 0

48 8,0 x 10³

72 2,3 x 10³

7

24 0

48 > 10

72 0

8

24 0

48 2,0 x 10³

72 > 10

9

24 0

48 2,0 x 10³

72 0
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10

24 0

48 6,0 x 10³

72 0

11

24 0

48 0

72 0

12

24 6,0 x 10³

48 0

72 0

Tabela 1: Médias das populações de microrganismos psicrotróficos.

Como apresentado na tabela 1, os resultados obtidos da coleta 2 (referente ao mês 
de novembro) foram descartados devido a incidentes ocorridos com a queda de energia e 
a contaminação das amostras devido ao nível elevado das chuvas em Pirassununga/SP.

Já as coletas 1 e 4 (referentes aos  meses de outubro e janeiro, respectivamente) 
apresentaram maior crescimento microbiano em relação às outras, visto que foram 
coletadas em dias onde a temperatura e umidade do ambiente estavam mais elevadas, 
o que favoreceu a contaminação e multiplicação de microrganismos no leite durante o 
manejo, ordenha e o processo de refrigeração no tanque de expansão. Em dias chuvosos 
as condições sanitárias do processo de ordenha se tornam mais delicadas, visto que 
os animais tendem a apresentar maiores sujidades na região do úbere, propiciando um 
ambiente ideal para a multiplicação microbiana, sendo assim, as coletas 3, 5 e 6 (referentes 
aos meses de dezembro, fevereiro e março, respectivamente), comparadas às outras, 
apresentaram as menores contagens de microrganismos psicrotróficos, resultante de 
condições climáticas e de manejo adequadas que contribuiram para manter as condições 
sanitárias ideias durante o processo de ordenha e refrigeração do leite cru refrigerado 
dentro das normativas adequadas. 

Entre as coletas 6 e 10 (referentes aos período entre os meses de abril e julho) a 
contagem de microrganismos também foi reduzida, visto que correspondem à períodos de 
clima frio e de baixa umidade, desfavorecendo assim a maior ocorrência de contaminação 
durante a ordenha e armazenamento do leite cru refrigerado. 
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4.2	 Atividade proteolítica dos microrganismos psicrotróficos

Coleta Período (horas) Contagem de microrganismos (UFC/ml) que 
apresentaram atividade proteolítica 

1

24 1,0 x 10²

48 2,0 x 10²

72 1,0 x 10²

2

24 -

48 -

72 -

3

24 4,5 x 10³

48 2,0 x 10³

72 2,0 x 10

4

24 6,0 x 10²

48 5,0 x 10²

72 > 1,0 X 10⁶

5

24 > 1,0 X 10⁶

48 2,0 x 10⁵

72 2,0 x 10⁵

6

24 2,6 x10³

48 1,0 X105

72 > 1,0 X 10⁶

7

24 > 1,0 X 10⁶

48 > 1,0 X 10⁶

72 > 1,0 X 10⁶

8

24 > 1,0 X 10⁶

48 > 1,0 X 10⁶

72 > 1,0 X 10⁶

9

24 > 1,0 X 10⁶

48 > 1,0 X 10⁶

72 > 1,0 X 10⁶

10

24 4,0 x 104

48 > 1,0 X 10⁶

72 > 1,0 X 10⁶
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11

24 1,0 x 10²

48 4,0 x 10²

72 8,0 x 10⁵

12

24 > 1,0 X 10⁶

48 > 1,0 X 10⁶

72 > 1,0 X 10⁶

Tabela 2:  Média das populações de microrganismos psicrotróficos com atividade proteolítica (formação 
de halo opaco).

Figura 1. Conjunto de UFC com formação de halo opaco em ágar leite.

Como apresentado na tabela 2, a coleta 2 (referente ao mês de novembro) resultou 
no descarte das amostras devido à alta contaminação das placas, inviabilizando a contagem 
das colônias, fato este, também remetido aos incidentes ocorridos com a queda de energia 
e elevados níveis das chuvas em Pirassununga/SP. 

A atividade proteolítica, observada através da formação de halo opaco ao redor do 
crescimento das colônias em ágar leite (figura 1), foi verificada em 100% das amostras 
analisadas durante todo o período do experimento. Proporcionalmente aos resultados 
obtidos a partir da contagem de microrganismos psicrotróficos (tabela 1), as coletas 1 e 
4 apresentaram maior atividade proteolítica em relação às outras coletas referentes aos 
meses de dezembro e julho, todavia, essas também apresentaram significativa formação 
de halo opaco ao redor das colônias, caracterizando a atividade proteolítica. 
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4.3	 Determinação da proteólise pela presença de GMP livre por 
espectrofotometria

Coleta Período (horas) Amostra 1 (nm) Amostra 2 (nm) Média (curva padrão) - Ác. 
Siálico (µg/ml)

3

24 0,177 0,157 1,8767

48 0,163 0,142 1,6736

72 0,228 0,211 2,612

4

24 0,216 0,238 2,717

48 0,332 0,271 3,7605

72 - 0,244 1,2464

5

24 0,09 0,078 0,7142

48 0,095 0,079 0,7563

72 0,078 0,089 0,7072

6

24 0,161 0,321 2,9131

48 0,238 0,196 2,577

72 0,164 0,188 2,0028

7

24 0,199 0,233 2,563

48 0,23 0,236 2,801

72 0,214 0,238 2,703

8
24 0,21 0,199 2,4019

48 0,285 0,287 3,5434

72 0,251 0,303 3,4173

9

24 0,157 0,156 1,7296

48 0,192 0,198 2,2689

72 0,128 0,134 1,3725

10

24 0,195 0,475 4,2296

48 0,261 0,145 2,3809

72 0,118 0,131 1,2815

11

24 0,157 0,336 2,9901

48 0,214 0,184 2,3249

72 0,15 0,182 1,8627
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12

24 0,134 0,117 1,2955

48 0,215 0,222 2,598

72 0,258 0,237 3,0042

Tabela 3: Resultados da determinação do glicomacropeptídeo (GMP) da K-caseína por 
espectrofotometria.

Gráfico 1: Valores da determinação do glicomacropeptídeo (GMP) da K-caseína por espectrofotometria 
e melhor evidenciação dos picos em decorrência do período coletado.

O perfil dos valores médios de ácido siálico nas amostras revelam indiretamente os 
níveis de degradação proteica. De acordo com Fukuda (1994), todos os métodos para a 
determinação de ácido siálico, ocorrem passando pela etapa de isolamento da glicoproteína 
ou, mais especificamente, o GMP onde se encontra o ácido siálico. A maioria dos métodos 
usam a hidrólise pelo método da ninidrina ácida para separar o ácido siálico do GMP. 

Durante todo o experimento, em todas as coletas nenhum valor ultrapassou a média 
de concentração de ácido siálico aceitável, que segundo Fukuda (1994), corresponde ao 
valor de 6,0 µg/ml. Todavia, observa-se uma correlação dos picos em algumas coletas 
com os valores  das médias mais altas de contagem de microrganismos psicrotróficos 
nas amostras, como nos períodos de janeiro e julho  que correspondem às coletas 4 e 10, 
respectivamente. 

5 | 	CONCLUSÃO
Decorrente dos objetivos propostos, as análises dos resultados parciais do presente 

trabalho, permitem concluir que as condições sanitárias ideais vigentes nas instruções 
normativas 76 e 77, que incluem um manejo adequado dos animais, boas práticas de higiene, 
sanitização e controle dos casos de mastite, quando submetidas às condições adversas 
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de higienização, refrigeração e/ou climáticas durante os períodos chuvosos, contribuem 
para o aumento da contaminação e multiplicação de microrganismos psicrotróficos mesmo 
durante o processo de refrigeração do leite cru armazenado em tanque de expansão.

A atividade proteolítica desses agentes compromete de forma direta e indireta a 
qualidade e o tempo de prateleira do produto final (leite ou derivados). Houve isolamento de 
microrganismos psicrotróficos no decorrer do armazenamento e sua atividade proteolítica 
foi verificada em todas as amostras, mesmo que os resultados obtidos da quantidade ácido 
siálico não tenham indicado um índice de deterioração relevante.
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