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RESUMO. Bactéria psicrotrófica acidificante foi isolada de leite 
cru, em meio Agar Púrpura de Bromocresol, após incubagáo a 7°C 
por 10 dias. Células da cultura, no inicio da fase estacionária, foram 
inoculadas em leite em pó, reconstituido a 12% de sólidos totais e 
esterilizado, resultando em, aproximadamente, 10® células por 
mililitro. Porgdes de 3 mi do leite inoculado foram transferidas para 
tubos de borossilicato e submetidos á determinagao da resistencia das 
células a 62,70,75 e 80°C, pelo método do TDT tubo. As curvas de 
sobrevivencia ñas respectivas temperaturas e a curva de morte 
térmica foram tragadas. A bactéria apresentou um valor de Ü75°c 
de 0,15 minutos e z igual a 8,7°C. A pasteurizagao pelos sistemas 
LTLT e HTST promoveram, respectivamente, 5,27 e 0,53 redugóes 
decimais no número de células viáveis da bactéria. Conclui-se que a 
bactéria isolada neste estudo é destruida apenas pela pasteurizagao 
pelo sistema LTLT.
Palavras chave: Bactériapsicrotróficaacidificante, termorresistencia, 
curvas de sobrevivencia, curva de morte térmica.

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 
10® 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 aD 75°c  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.
Key words: Acidificant psychrotrophic bacteria, thermoresistance, 
survival curves, curve of thermal death.

INTR O D U CA CI

Com o uso da refrigeragao, a vida-de-prateleira do leite é 
aumentada por reduzir a taxa de multiplicaqào de organismos 
m esófilos, com o as bactérias do ácido lático. Entretanto, a 
estocagem do leite sob refrigeragao por longos períodos tem 
resultado em novos problemas de qualidade, para a industria 
de laticínios, relacionados com o crescimento e atividadg_  
m etabòlica dos m icroorganism os psicrotróficos (1-5). 
Psicrotróficos gram-negativos dos géneros Pseudomonas (6), 
Achromobacter, A lcaligenes e Enterobacter  sao comumente 
¡solados de leite refrigerado (7). Algumas espécies de 
psicrotróficos sao patogénicas, além de poderem reduzir a 
vida-de-prateleira de produtos refrigerados.

Psicrotróficos patogénicos como Bacillus cereus (8,9), 
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolñicae Escherichia  
coli 0157:H 7 sào considerados importantes em alimentos, 
incluindo produtos lácteos, estocados à temperatura de 
refrigeragao industrial, inferior a 4,4°C (10).

Ao crescerem em leite, essas bactérias podem produzir 
enzimas extracelulares extremamente termoestà veis (11). As 
lipases (5 ,12) e proteases (13-19), m esm o em baixas

concentragóes, sao capazes de degradar gordura e proteína no 
leite e em produtos lácteos estocados sob refrigeragao (20-23) 
resultando na redugáo da vida-de-prateleira dos mesmos. As 
proteases sao mais termoestáveis do que as lipases. Ao serem 
produzidas em leite cru, suportam temperaturas ultra elevadas 
de esterilizagao, podendo deteriorar rápidamente o leite, re­
sultando no desenvol vimento de sabor amargo ou de coagulagáo 
doce (24, 25).

Os psicrotróficos produtores de ácido sao capazes de 
coagular o leite mantido sob refrigeragao. Em estudo realizado 
por Juven et al., foi observado a coagulagáo do leite cru, após 
ainoculagáo com várias espécies de psicrotróficos pertencentes 
á familia Enterobacteriaceae, e incubagáo a 7°C por 7 dias 
(2)-

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

Enquanto nos países europeus e nos Estados Unidos a 
deterioragáo do leite ocorre devido a atividade proteolítica e



lipolítica de bactérias psicrotrófícas, em outros países como o 
Brasil a deterioraçâo se dá primeiramente por acidificaçâo, 
resultando na reduçâo do prazo de validade do leite de consu­
mo. Entre outros fatores, isso se deve à diferença na qualidade 
microbiológica do leite cru, em número e tipo de bactéria, já 
que o sistema de pasteurizaçào é básicamente o mesmo. 
Assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o tratamento 
térmico para a destruiçâo de psicrotróficos acidificantes, vi­
sando melhorar a qualidade e aumentar o prazo de validade 
desse leite de consumo.

M ATER IA L E  M ÉTO DO S

A bactéria psicrotrófica acidificante Lc32, utilizada nesse 
estudo, foi isolada pelo método de “pour plate” em Agar 
Púrpura de Bromocresol, após incubaçâo a 7°C por 10 dias. 
Essa bactéria apresentou colonias com halo amarelo maior e 
também a capacidade de acidificar amostras de leite contendo 
10  ̂ células por mililitro e mantidas a 7°C e 25°C mais rápido 
que as demais bactérias isoladas sob as mesmas condiçôes.

Células da bactéria Lc32, no inicio da fase estacionária de 
crescimento, foram inoculadas em 3,0 mi de leite esterilizado 
reconstituido a 12% contidos em tubos de borossilicato (10 
mm de diámetro interno), com tampa rosqueável de baquelite. 
Cada tubo foi inoculado corft, aproximadamente, 10^ células 
por mililitro de leite, conforme método descrito pela “National 
Canners Association” (27). O número inicial de células foi 
determinado, por m eio da contagem direta ao microscopio e 
confirmado por contagem em placas, utilizando meio PCA 
com incubaçâo a 25°C por 48 horas.

Logo após a incubaçâo, 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 entáo transferidos para banhos com temperaturas 
de 62, 70, 75 e 80°C. Em intervalos de tempo, previamente 
estabelecidos para cada temperatura de tratamento, urna série 
de très tubos foi retirada e transferida para banho à temperatura 
ambiente e, em seguida, para banho de gelo. Os tempos de 
tratamentos utilizados no experimento foram os seguin tes: 15, 
25,35,45 e 55 minutos a 62°C; 3 0 ,5 0 ,7 0 ,9 0  e 110 segundos 
a 70°C; 4, 8, 12, 16 e 20  segundos a 75°C e 2, 5, 8, 11 e 14 
segundos a 80°C. Após o resfriamento a temperatura inferior 
a 10°C, foram feita diluiçôes adequadas em tampáo citrato 
1,25%. O número inicial e  número de sobreviventes foram 
determinados por contagem em placasem  PCA, após incubaçâo 
a 25°C por 48 horas.

Foram traçadas as curvas de sobrevivência para cada 
temperatura. Os dados foram ajustados por meio de regressâo 
linear, segundo a equaçâo Y  =  aX + b, em que Y  é igual ao 
logaritmo decimal do número de sobreviventes e  X  é o tempo 
de exposiçâo à temperatura de tratamento. Foram calculados 
os tempos de reduçâo decimal (D) para cada temperatura. A  
curva de morte térmica (“Phantom”) foi obtida marcando-se 
em gráfico os valores de D  em funçâo das temperaturas de

tratamento. Os dados foram ajustados por regressáo linear, 
segundo a equa^áo Y = aX + b, em que Y  é igual ao log D e X  
a temperatura de tratamento em °C. O valor de z foi calculado 
a partir dos dados da curva de morte térmica.

A  eficiencia da pasteurizaijáo do leite pelos sistemas 
HTST e LTLT foi calculada dividindo-se os tempos de 
tratamento pelos respectivos valores de D, calculados da curva 
de morte térmica, em cada temperatura e os resultados expressos 
em número de redu§5es decimais.

RESULTADO S E D ISC U SSÁ O

Os valores de D, calculados a partir das curvas de 
sobrevivencia (Figuras 1 a 4), indicam que o psicrotrófico 
acidificante Lc32 é, consistentemente, mais termorresistente 
que a Coxiella burnetti. Enquanto o ¡solado Lc32 apresenta 
D65,5°C correspondente a 2,9, o valor equivalente ao D65j5° c  
para esse patógeno varia de 0,5 a 0,6 (28).

FIGURA 1
Curva de sobrevivencia do psicrotrófico acidificante Lc32 

em leite a 62°C

Tempo (minutos)

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 z de 4,3°C (29). Os dados de D, 
obtidos a partir da equaçâo dessa curva ( Y = 7,5687 - 0,1085X) 
podem ser utilizados com o parámetros de comparaçâo com os 
valores de D de outras bactérias.

A pasteurizaçào pelos sistemas LTLT e HTST promovem  
reduçôes decimais do isolado Lc32 equivalentes a 5,27 e 0,53, 
respectivamente. O tratamento a 75°C por 15 segundos, muito 
usado ñas indústrias de laticínios do Brasil, resulta em 0,93 
reduçâo decimal da bactéria Lc32. Como a eficiência média da 
pasteurizaçào corresponde a de très a quatro reduçôes decimais.



em termos de microbiota total do leite, considera-se apenas a 
pasteuriza5äo pelo sistema LTLT como eficiente na destrui£äo 
do psicrotröfico acidificante Lc32.

FIGURA 2
Curva de sobrevivencia do psicrotröfico acidificante Lc32 

em leite a 70°C

=0,99 min.
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FIGURA 3
Curva de sobrevivéncia do psicrotröfico acidificante Lc32 

em leite a 75°C

Tempo (minutos)

FIG U RA  4
Curva de sobrevivencia do psicrotröfico acidificante Lc32 

em leite a 80°C

Are =0,1 Imin.
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FIGURA 5 
Curva de destruigäo térmica do psicotrófico 

acidificante Lc32

EquaíSo: y  = 7,5687 -  0,10&5X 

Y = D (minutos)

X = Temperatura (°C)

Z = 9 2°C

B  = Pasteurizaqao a 62,8°C/30 min (LTLT)

*  = Pasteuriza?ao a 72,8°C/15 min (HTST)

*  = Pasteurizaqao a 75,0°C/15 min 

+  = Dados experimentáis
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