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Termorresisténcia de bactéria psicrotroéfica produtora
de acido isolada de leite
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RESUMO. Bactéria psicrotréfica acidificante foi isolada de leite
cru, em meio Agar Pirpura de Bromocresol, apds incubagdo a 7°C
por 10 dias. Células da cultura, no inicio da fase estaciondria, foram
inoculadas em leite em pd, reconstituido a 12% de sélidos totais e
esterilizado, resultando em, aproximadamente, 10° células por
mililitro. Por¢des de 3 ml do leite inoculado foram transferidas para
tubos de borossilicato e submetidos a determinacio daresisténciadas
células a 62,70, 75 e 80°C, pelo método do TDT tubo. As curvas de
sobrevivéncia nas respectivas temperaturas e-a curva de morte
térmica foram tragadas. A bactéria apresentou um valor de D75
de 0,15 minutos e z igual a 8,7°C. A pasteurizacdo pelos sistemas
LTLT e HTST promoveram, respectivamente, 5,27 e 0,53 redugdes
decimais no nimero de células vidveis da bactéria. Conclui-se que a
bactéria isolada neste estudo é destruida apenas pela pasteurizagio
pelo sistema LTLT.

Palavras chave: Bactériapsicrotréficaacidificante, termorresisténcia,
curvas de sobrevivéncia, curva de morte térmica.

INTRODUCAO

Com o uso da refrigeragao, a vida-de-prateleira do leite é
aumentada por reduzir a taxa de multiplicagfo de organismos
mesdéfilos, como as bactérias do 4cido ldtico. Entretanto, a
estocagem do leite sob refrigeragao por longos periodos tem
resultado em novos problemas de qualidade, para a inddstria

de laticinios, relacionados com o crescimento e atividade

metab6lica dos microorganismos psicrotréficos (1-5).
Psicrotréficos gram-negativos dos géneros Pseudomonas (6),
Achromobacter, Alcaligenes e Enterobacter sio comumente
isolados de leite refrigerado (7). Algumas espécies de
psicrotréficos s@o patogénicas, além de poderem reduzir a
vida-de-prateleira de produtos refrigerados.

Psicrotréficos patogénicos como Bacillus cereus (8,9),
Listeriamonocytogenes, Yersinia enterocoliticae Escherichia
coli O157:H7 sdo considerados importantes em alimentos,
incluindo produtos ldcteos, estocados a temperatura de
refrigeragdo industrial, inferior a 4,4°C (10).

Ao crescerem em leite, essas bactérias podem produzir
enzimas extracelulares extremamente termoestaveis (11). As
lipases (5,12) e proteases (13-19), mesmo em baixas
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SUMMARY. Thermoresistence of acid producing psychrotrophic
bacteria isolated from milk. An acidificant psychrotrophic bacteria
was isolated from raw milk from Bromocresol Purple Agar medium,
after incubation at 7°C, for 10 days. Cells from the culture, at the
begining of the stationary phase, were inoculated sterilized in powder
milk, reconstituded at 12% of total solids, resulting in approximately
108 cells per mililiter. Portions of 3 ml of inoculated milk were
transfered to borosilicate tubes and were submited to cells resistance
determination at 62, 70, 75 and 80°C, by the TDT tube method. The
survival curves at the respective temperatures and the curve of
thermal death were drawn. The bacteria presented aD750¢ value
of 0.15 minutes and z = 8,7°C. Treatments LTLT and HTST of
pasteurization promoted 5,27 and 0,53 decimal reductions in the
number of available bacteria cells, respectively. The conclusion of
this study was that the isolated bacteria is destroyed only by the
treatment LTLT of pasteurization.
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concentragdes, sdo capazes de degradar gordura e proteina no
leite e em produtos ldcteos estocados sob refrigeragdo (20-23)
resultando na redugfo da vida-de-prateleira dos mesmos. As
proteases sao mais termoestdveis do que as lipases. Ao serem
produzidas em leite cru, suportam temperaturas ultra elevadas
de esterilizagio, podendo deteriorar rapidamente o leite, re-
sultando no desenvolvimento de sabor amargo ou de coagulagdo
doce (24, 25).

Os psicrotréficos produtores de dcido sdo capazes de
coagular oleite mantido sob refrigeracio. Em estudorealizado
por Juven et al., foi observado a coagulagdo do leite cru, apds
ainoculag@o com vérias espécies de psicrotréficos pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, e incubacgfo a 7°C por 7 dias
(2).

Silva verificou um aumento de, aproximadamente, dois
ciclos logaritmicos no nimero de bactérias acidificantes em
leite cru estocado por 72 horas a 5°C (26). Ensaios prelimina-
res tém demonstrado a presenga de psicrotréficos produtores
de dcido no leite cru, leite pasteurizado tipo “A” e leite
pasteurizado com 3% de gordura.

Enquanto nos paises europeus e nos Estados Unidos a
deterioragdo do leite ocorre devido a atividade proteolitica €
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lipolitica de bactérias psicrotr6ficas, em outros paises como o
Brasil a deterioragdo se dd primeiramente por acidificagéo,
resultando na redugiio do prazo de validade do leite de consu-
mo. Entre outros fatores, isso se deve a diferenca na qualidade
microbiolégica do leite cru, em ndmero ¢ tipo de bactéria, ja
que o sistema de pasteurizagdo € basicamente 0 mesmo.
Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o tratamento
térmico para a destrui¢ao de psicrotréficos acidificantes, vi-
sando melhorar a qualidade € aumentar o prazo de validade
desse leite de consumo.

MATERIAL E METODOS

A bactéria psicrotréfica acidificante Lc32, utilizada nesse
estudo, foi isolada pelo método de “pour plate” em Agar
Pirpura de Bromocresol, ap6s incubagiio a 7°C por 10 dias.
Essa bactéria apresentou coldnias com halo amarelo maior e
também a capacidade de acidificar amostras de leite contendo
103 células por mililitro e mantidas a 7°C e 25°C mais répido
que as demais bactérias isoladas sob as mesmas condigdes.

Células da bactéria Lc32, no inicio da fase estaciondria de
crescimento, foram inoculadas em 3,0 ml de leite esterilizado
reconstituido a 12% contidos em tubos de borossilicato (10
mm de didmetro interno), com tampa rosqueével de baquelite.
Cada tubo foi inoculado ¢com, aproximadamente, 108 células
por mililitro de leite, conforme método descrito pela “National
Canners Association” (27). O nimero inicial de células foi
determinado, por meio da contagem direta ao microscépio e
confirmado por contagem em placas, utilizando meio PCA
com incubagéo a 25°C por 48 horas.

Logo apds a incubagio, os tubos foram transferidos para
banho de gelo. A seguir, os mesmos foram pré-aquecidos em
banho a 90°C até atingir as temperaturas dos tratamentos,
sendo entdo transferidos para banhos com temperaturas
de 62, 70, 75 e 80°C. Em intervalos de tempo, previamente
estabelecidos para cada temperatura de tratamento, uma série
detrés tubos foi retirada e transferida para banho a temperatura
ambiente e, em seguida, para banho de gelo. Os tempos de
tratamentos utilizados no experimento foram os seguintes: 15,
25, 35, 45 ¢ 55 minutos a 62°C; 30, 50, 70, 90 e 110 segundos
a70°C; 4,8, 12, 16 € 20 segundos a 75°C e 2, 5,8, 11 ¢ 14
segundos a 80°C. Ap6s o resfriamento a temperatura inferior
a 10°C, foram feita dilui¢des adequadas em tamp@o citrato
1,25%. O ndmero inicial € nimero de sobreviventes foram
determinados por contagem em placas em PCA, apds incubagio
2 25°C por 48 horas.

Foram tragadas as curvas de sobrevivéncia para cada
temperatura. Os dados foram ajustados por meio de regressao
linear, segundo a equagiio Y = aX + b, em que Y é igual ao
logaritmo decimal do niimero de sobreviventes € X € o tempo
de exposi¢do A temperatura de tratamento. Foram calculados
0s tempos de redugfo decimal (D) para cada temperatura. A
curva de morte térmica (“Phantom™) foi obtida marcando-se
em grifico os valores de D em fungdo das temperaturas de

tratamento. Os dados foram ajustados por regresséo linear,
segundo a equagio Y =aX +b,em que Y éigualaolog De X
a temperatura de tratamento em °C. O valor de z foi calculado
a partir dos dados da curva de morte térmica.

A eficiéncia da pasteurizagdo do leite pelos sistemas
HTST e LTLT foi calculada dividindo-se os tempos de
tratamento pelos respectivos valores de D, calculados dacurva
demorte térmica, em cada temperaturae osresultados expressos
em nimero de redugdes decimais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de D, calculados a partir das curvas de
sobrevivéncia (Figuras 1 a 4), indicam que o psicrotréfico
acidificante Lc32 &, consistentemente, mais termorresistente
que a Coxiella burnetti. Enquanto o isolado Lc32 apresenta
Dgs5,5°C correspondente a2,9, o valorequivalente aoDg5 5°C
para esse patégeno varia de 0,5 a 0,6 (28).

FIGURA 1
Curva de sobrevivéncia do psicrotréfico acidificante Lc32
em leite a 62°C
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O valor z calculado a partir da curva de morte térmica foi
de 9,2°C (Figura 5), indicando maior termorresisténcia do que
a Listeria monocytogenes F5069, estudada por Donneley e
Briggs (1986), que apresentou zde 4,3°C (29). Os dados de D,
obtidos a partir daequagiodessacurva (Y =7,5687-0,1085X)
podem ser utilizados como parametros de comparagio com os
valores de D de outras bactérias.

A pasteurizagdo pelos sistemas LTLT e HTST promovem
redugdes decimais doisolado Lc32 equivalentes a 5,27¢ 0,53,
respectivamente. O tratamento a 75°C por 15 segundos, muito
usado nas inddstrias de laticinios do Brasil, resulta em 0,93
redugdo decimal da bactériaLc32. Comoaeficiénciamédiada
pasteurizagio corresponde ade trés aquatroredugdesdecimais,
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em termos de microbiota total do leite, considera-se apenas a
pasteurizagdo pelo sistema LTLT como eficiente nadestrui¢do
do psicrotréfico acidificante Lc32.

FIGURA 2
Curva de sobrevivéncia do psicrotréfico acidificante Lc32
"~ em leite a 70°C
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FIGURA 3
Curva de sobrevivéncia do psicrotréfico acidificante Lc32
' em leite a 75°C
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FIGURA 4

em leite a 80°C
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FIGURA 5
Curva de destrui¢fio térmica do psicotréfico
acidificante Lc32
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