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RESUMO

O leite por ser um alimento rico, constitui-se em um meio natural para o
desenvolvimento de varios microrganismos, principalmente bactérias; desta forma,
muito perecivel. E necessario tratamento térmico o mais rapido possivel, a fim de
manter a qualidade. Uma nova tecnologia vem sendo utilizada na melhoria dos
alimentos, denominada de embalagem ativa, como os filmes antimicrobianos, na
intencdo de controlar o desenvolvimento microbiano no produto. O objetivo deste
trabalho foi de avaliar a qualidade de leite UAT produzido no Estado de Goias, assim
como isolar e identificar microrganismos psicrotroficos de leite cru e microrganismos
de leite UAT, sendo que para este direcionado para identificacdo de Bacillus
sporothermodurans, bem como criacdo de filme antimicrobiano para inibicdo deste
microrganismo produtor de esporos altamente resistentes. Para o isolamento de
psicrotroficos em leite cru, foi utilizado PCA e incubacdo a 21°C por 72h. Para
avaliacdo de qualidade do leite UAT, foi feito a pesquisa de aerdbios meséfilos em PCA
com incubacao a 30°C por 72h e o isolamento de microrganismos termorresistentes foi
realizado em ABHI com incubacgdo a 35°C por 48h. A identificacdo dos isolados foi
realizada conforme metodologias classicas de identificacdo bioquimica. Segundo esta
identificacdo, os microrganismos psicrotréficos mais isolado foram Staphylococcus sp.
e Corynebacterium sp. com 21,5% cada, dos 70 isolados, verificando uma percentagem
maior de microrganismos Gram-positivos (82,85%). Considerando os isolados de leite
UHT, dos 157, apenas 31 foram identificados como sendo bastonetes Gram-positivos
que submetidos a testes bioquimicos, apenas 2 corresponderam ao B.
sporothermodurans seguindo-se os resultados conforme registrado, apesar de haver
divergéncias quanto a alguns testes e seus resultados, necessitando de identificacdo mais
apurada utilizando-se de biologia molecular. Quanto ao filme antimicrobiano a base
polimérica utilizada foi o acetato de celulose com incorporacdo de nisina, a fim de inibir
o desenvolvimento do B. sporothermodurans com o intuito de verificar a acdo deste
peptideo antimicrobiano frente a este microrganismo. Os resultados obtidos indicaram
acdo da nisina na inibicdo do microrganismo estudado, no entanto, quando incorporado
ao filme, ndo apresentou o resultado esperado, tanto em testes em meio sélido como em
meio liquido, apesar de ter alterando a velocidade especifica () de crescimento do
microrganismo na concentracdo mais baixa testada. Ha a necessidade de realizacdo de
teste em alimentos, especialmente em leite e derivados em que foram relatados a
contaminacdo pelo B. sporothermodurans.

Palavras-chave: leite cru refrigerado, qualidade do leite, Bacillus sporothermodurans,
filme ativo, nisina.



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF MICROORGANISMS IN
REFRIGERATED RAW MILK AND UHT MILK IN THE STATE OF GOIAS
AND DEVELOPMENT OF ACTIVE ANTIMICROBIAL PACKAGING TO

INHIBITION OF Bacillus sporothermodurans.

ABSTRACT

Raw milk is a natural culture medium for the microbial growth and easy deterioration,
because of that, thermal processing is needed as soon as possible. A new technology
has been used to improve the food quality, active packaging, such as antimicrobial
films, wich the intention to control the microbial growth in the products. The aim of this
study was to evaluate the UHT milk quality produced in Goias State, isolation and
identification of Bacillus sporothermodurans, beside create a antimicrobial film for
inhibition of this microrganism high heat resistance spore former. The isolation of
psychrotrophic in raw milk was used PCA with incubation at 21 °C for 72h. To evaluate
the UHT milk has been doing research on aerobic mesophilic in PCA with incubation at
30 °C for 72h and to thermoresistents microrganisms was in ABHI with incubation at
35 °C for 48h. The identification of isolates was performed according to convetional
methods of biochemistry identification. From raw milk, the psychrotrophic
microrganisms most isolates were Staphylococcus sp. and Corynebacterium sp., both
with 21,5% from 70 isolates, verifying a higher contauge of Gram-positive
microrganisms (82,85%). Considering the 157 UHT isolates, just 31 were identified as
Gram-positive microrganisms through biochemical tests, only 2 correponded to B.
sporothermodurans, although there are differences from the tests and their results
between various authors, requiring more accurate identification using molecular
biology. The antimicrobial film maded of cellulose acetate with addition of nisin to
inhibit the development of B. sporothermodurans, the results indicated action of nisin in
inhibition this microrganism, however, when incorporated into the film, did not show
the expected results in both tests, solid and liquid medium, although the specific rate (l)
growth of the microrganism was changing iin the lowest concentration tested. There is a
need to conduct testing in foods, mainly in dairy products which have been reported
contamination by B. sporothermodurans.

Keywords: refrigerated raw milk, milk quality, Bacillus sporothermodurans, active
films, nisin.
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1 INTRODUCAO

O leite possui papel importante na alimentagdo humana por ser considerado um
dos alimentos mais completos, e por causa disso, constitui-se em um 6timo meio de
cultura para o desenvolvimento de varios tipos de microrganismos, influenciando, desta
forma, na qualidade microbioldgica desta matéria-prima.

A qualidade do leite cru estd intimamente relacionada com o grau de
contaminacdo inicial e com o bindmio tempo/temperatura em que o leite permanece
desde a ordenha até o processamento, em que, as condi¢cdes higiénico-sanitarias de
obtencdo e armazenamento do leite exercem grande influéncia na qualidade do leite,
bem como de seu transporte até o seu posterior beneficiamento na inddstria de
laticinios.

Um dos parametros analisados para verificacdo da qualidade do leite € o seu perfil
microbiologico, que pode ser caracterizado por microrganismos indicadores de higiene
e patdgenos.

A carga microbiologica do leite cru é de extrema importancia na qualidade final
de produtos lacteos, pois; mesmo que o tratamento térmico realizado na industria possa
destruir a quase totalidade destes microrganismos, existe um grupo; conhecidos como
psicrotroficos, que podem produzir enzimas termoestaveis e que ndo sdo inativadas por
processamentos térmicos, inclusive pelo processo de esterilizacdo comercial conhecida
como UHT/UAT (Ultra High Temperature/Ultra Alta Temperatura).

Além da producdo de enzimas, existem alguns tipos de microrganismos que formam
esporos e alguns destes também séo termoestaveis e que, do mesmo modo que as
enzimas resistem a tratamentos térmicos, portanto, podem estar presentes no produto
final, podendo deteriorar o mesmo, diminuindo sua vida util, caso venham a germinar.

Com o proposito do aumento do tempo de vida de prateleira dos alimentos, bem como
melhoria e/ou manutencdo da qualidade dos produtos alimenticios, foram desenvolvidas
as embalagens ativas, que possuem varias funcdes, como a de substancias capazes de
inibir e/ou retardarem desenvolvimento microbiano, com isso, garantir a seguranca

microbiolégica dos mais variados alimentos, alem do aumento de sua vida util.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condic¢des de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. O leite de outras espécies deve denominar-se segundo a espécie da qual
proceda (BRASIL, 2002).

O leite € um dos principais alimentos utilizados na alimentacdo humana,
juntamente com 0s seus mais variados derivados. Possui grande importancia nutricional,

econdmica e social.

2.1 COMPONENTES DO LEITE

O leite € um alimento altamente nutritivo e completo, pois fornece quase todos
0s nutrientes em quantidades razoaveis e exercem varios efeitos benéficos a saide do
consumidor, dentre eles estdo auxiliar no crescimento de criangcas e adolescentes,
formacdo dos o0ssos, dentes e musculos, regulagem do sistema nervoso, modula¢édo do
sistema imune, prevencdo da osteoporose etc. (SPREER; QUEVEDO, 1996;
TEEGARDEN et al., 1999)

A composicéo do leite varia de acordo com um grande nimero de fatores, dentre
eles, estdo a espécie, raca, genética do animal, alimentacdo, idade e periodo de lactacéo.
No entanto, em média, o leite de vaca possui a seguinte composicao: 87-88% de agua;
3,0-4,0% de gordura; 4,5-4,8% de lactose; 3,2-3,5% de proteinas e 0,5-0,7% de sais
minerais.

O leite possui uma baixa concentracdo de vitaminas, ndo sendo, portanto, um
alimento a ser utilizado como fonte de vitaminas. As vitaminas presentes no leite sao as
vitaminas hidrossoliveis A, B1, B12 e em quantidades ainda menores as vitaminas
lipossoluveis, representada pelas vitaminas C e D (SPREER; QUEVEDO, 1996).

Como se percebe, a agua € o elemento em maior quantidade no leite,
constituindo fator importante para o rapido desenvolvimento de microrganismos e de

reacdes bioquimicas, sendo, portanto, uma matéria-prima altamente perecivel.
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A principal proteina do leite é a caseina, possuindo um alto valor bioldgico,
sendo facilmente aproveitada pelo organismo, e desempenhando papel importante no
reparo do tecido muscular (SPREER; QUEVEDO, 1996).

O acucar do leite estd sob a forma da lactose, sendo importante para a
fermentacdo do mesmo por ser substrato de certos microrganismos que a utilizam e,
assim, acidificam o leite.

A gordura do leite € uma fonte rica de energia, servindo de veiculo de transporte
para proteinas lipossoliveis. Encontra-se em forma de emulsdo e é o elemento mais
variavel no leite, podendo variar de 1,5 a 7,0% (SPREER; QUEVEDO, 1996).

Quanto aos minerais, merece destaque o célcio (Ca?*) e o fésforo (P). Sabe-se
que os produtos lacteos sio a principal fonte de Ca®+, por isso é um produto altamente
recomendado para criancas de até 12 anos, pois é importante no crescimento e na
formacdo dos o0ssos, dentes e musculos (HAREL et al., 1998; JACKMAN; MILLANE;
MARTIN, 1997; TEEGARDEN; WEATER, 1997). Contudo, estudos relatam que, a
ingestéo diaria de leite e de outros produtos lacteos também é indicada na fase adulta,
pois, reduz a incidéncia de enfermidades associadas & deficiéncia de Ca** na terceira

idade, como a osteoporose, especialmente em mulheres (TEEGARDEN et al., 1999).

2.2 IMPORTANCIA SOCIO-ECONOMICA DO LEITE

A producdo leiteira nacional vem crescendo muito nestes Gltimos quinze anos,
adquirindo bastante destaque no comércio interno e externo e ganhando posicdo de
destague no cenario mundial, apesar da relativa baixa produtividade do rebanho.
Entretanto, o Brasil ocupa a sexta posi¢do no cenario da producdo mundial de leite, com
aproximadamente 25 bilhdes de litros e com perspectivas de crescer ainda mais
(EMBRAPA, 2009).

O leite esta entre os cinco produtos mais importantes da agropecuéria brasileira,
ficando a frente de produtos tradicionais como café beneficiado, arroz e cana-de-agUcar.
Dos 101 bilhdes de reais gerados pelos produtos pecuérios, o leite contribuiu com mais
de 19 bilhGes de reais ou quase 19,5 % do Valor Bruto da Producdo Pecuéaria (VBP),
superado apenas pelo valor da producdo das carnes bovina e de frango (Quadro 1). O
Agronegocio do Leite e seus derivados desempenham um papel relevante no suprimento

de alimentos e na geracdo de emprego e de renda para a populacdo, em que a inddstria
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de Laticinios ocupa a 122 posicdo na geracdo total de empregos no Brasil, apresentando
grande importancia social para o pais (IBGE, 2009). Com a crise econdmica mundial
em 2008, a previsdo para 0 VBP destes produtos € de que caia para 2009, especialmente
o do leite, visto que, a diminuicdo da exportacdo de lacteos, causou aumento do
excedente de produgdo no mercado interno e fez com que o produtor recebesse menos,
aliado ao aumento do custo de producdo, fazendo com que, no primeiro semestre de
2009, a producdo de leite caisse (ALVIM, 2009; EMBRAPA, 2009).

No Brasil, existe grande variacdo em relacdo a quantidade e produtividade
leiteira. A regido Centro-Oeste, representada principalmente pelo Estado de Goiaés,
aumentou expressivamente sua contribuicdo para a producdo leiteira nacional nestes
altimos 16 anos. Segundo Gomes (1999), um dos fatores que contribuiram para este
grande aumento na producdo de leite nesta regido caracteriza-se, 0 custo de producéo
significativamente menor que o das outras regides produtoras, devido a pelo menos trés
fatores: 1) a producdo de grdos que se concentra nesta regido e, desta maneira, 0
transporte é mais barato; 2) o baixo custo de oportunidade da terra devido a crise da
pecuéria de corte; e 3) financiamentos com taxas favorecidas, promovido pelo Fundo
Constitucional do Centro-Oeste (FCO).
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Quadro 1. PIB Total e PIB Agropecuario do Brasil — 2004/2008.

Valor Bruto da Producao (R$ milhdes) Dif. %
Produtos 2004 2005 2006 2007 2008 2007/2008
Agropecuario 188.211 | 168.533 | 180.191 | 212.473 | 263.118 23.0
Agricola 117.889 98.570 107.615 | 131.693 | 161.626 22.7
Pecuéria 70.321 69.963 72.576 80.779 101.492 25.6
Carne bovina 32.208 30.628 32.375 32.813 45.497 38.7
Soja 36.729 25.196 24.718 33.083 | 45.648 38.0
Cana-de-acucar 12.525 13.402 19.252 21.351 18.080 -15.3
Frango 16.403 16.533 17.174 21.820 23.836 9.2
Milho 13.805 10.240 11.715 19.161 28.643 49.5
Leite 11.900 12.572 13.022 15.041 19.574 30.1
Café beneficiado | 8.813 9.572 11.274 9.521 13.330 40.0
Arroz 8.847 6.620 5.697 6.312 7.207 14.2
Suino 6.392 6.802 6.334 7.260 8.532 17.5
Laranja 2.991 3.135 4.538 5.237 5.313 1.5

Fonte: IBGE (2009).

Além do baixo custo de producéo, a inddstria laticinista contribuiu imensamente
na producao de leite no Centro-Oeste, através da assisténcia técnica aos produtores e a
criacdo de demanda de leite, pois as maiores empresas de lacteos instalaram-se nesta
regido e a ampliacdo do mercado para o consumo do leite longa vida (leite UHT/UAT)
também favoreceu este crescimento, por possuir uma vida de prateleira bem maior que o
pasteurizado, podendo ser transportado a distantes localidades, sem deteriorar.

Especialmente, em Goias, teve a mobilizacdo da Federacdo de Agricultura de
Goias (FAEG) que contribuiu em estimular o produtor a se profissionalizar, bem como
movimentar a classe produtora para conseguir negociagdes mais vantajosas com a
industria.

Portanto, esses fatores sdo fortes argumentos para a explicacdo da migracdo da
producdo leiteira para esta regido, alterando, em pouco tempo, o perfil da producéo
leiteira nacional (GOMES, 1999).

Nesses aspectos, Goias possui uma situacdo privilegiada, ocupando a quarta
posi¢do (j& ocupou a segunda posicdo no periodo de 1999 a 2005), entre 0s maiores

produtores de leite por estado, com uma producéo, aproximadamente de 10,5% do total
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produzido no Brasil, perdendo apenas para Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parand;
situando-se na frente de Sdo Paulo, estado que ja foi tradicionalmente o segundo maior
produtor durante muito tempo. No entanto, com relagdo a esse crescimento na produgéo
leiteira, entre 1995 e 2006, o Estado de Goias foi 0 que mais cresceu, com aumento na
producdo de 98,36% neste periodo, superior ao desempenho apresentado pelos demais
principais produtores: Minas Gerais (39,19%), Séo Paulo (-12,23%), Parana (51,88%) e
Rio Grande do Sul (38,24%) (Carvalho & Oliveira, 2006; Hott & Carvalho, 2007;
IBGE, 2009).

Contudo, dados mais recentes da Embrapa (2009), revelam que o Estado de
Goias ocupa novamente a quarta posicdo, devido principalmente a crise econdmica
mundial do segundo semestre de 2008, fazendo com que a exportacdo de lacteos
diminuisse. Com isso, houve um aumento no mercado interno de lacteos; fazendo com
que tivesse diminuicdo do preco pago ao produtor, fazendo com que estes ficassem
descapitalizados e ndo conseguissem comprar alimentos adequados para o rebanho,
ocasionando queda na producdo, além do mais, para complicar, o preco da alimentacdo
animal e dos insumos sofreram aumentos (ALVIM, 2009; MILKPOINT, 2009). No
entanto, conforme Embrapa (2009), o estado de Goias ainda possui 0 melhor indice de
produtividade (leite/hab.) dentre os maiores estados produtores de leite (Quadro 2).

Ainda com relacdo a estes parametros, as grandes diferencas que ocorrem na
producdo de leite nas regides, ocorrem principalmente as caracteristicas intrinsecas de
cada regido, como perfil do produtor, acesso a assisténcia técnica especializada,
programas regionais de controle sanitario de rebanhos e politicas de pagamento e
controle de qualidade realizada pelos laticinios. Todos esses fatores podem exercer

influéncia na decisdo do produtor em investir e progredir na atividade leiteira.
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Quadro 2. Ranking da producéo anual de leite por Estado no Brasil.

Producdo de | Produtividade | Produtividade
Posicao Estados leite (Litros/vaca) | (Litros/habitante
(milhdes de
litros)

1 Minas Gerais 7.275 1.463 377
2 Rio Grande do Sul 2.944 2.222 278
3 Parana 2.701 1.998 263
4 Goias 2.639 1.154 467
5 Santa Catarina 1.866 2.321 318
6 Sao Paulo 1.627 1.078 41
7 Bahia 966 546 69
8 Rondénia 708 714 487
9 Pernambuco 662 1.385 78
10 Mato Grosso 644 1.140 226
11 Para 643 637 91
12 Mato Grosso do Sul 490 974 216
13 Rio de Janeiro 463 1.129 30
14 Espirito Santo 438 1.126 131
15 Ceard 416 816 51
16 Maranhao 336 642 55
17 Sergipe 252 1.273 130
18 Alagoas 243 1.389 80
19 Rio Grande do Norte 214 849 71
20 Tocantins 214 463 172
21 Paraiba 170 798 47
22 Acre 80 544 122
23 Piaui 76 396 25
24 Distrito Federal 36 1.800 15
25 Amazonas 20 513 6
26 Amapa 6 750 10
27 Roraima 6 333 15

Brasil 26.134 1.237 142

Fonte: EMBRAPA (2009).

De forma geral, a producdo leiteira brasileira é caracterizada por pequenos a

médios produtores, em especial em vérias regifes de Goias, com producdo média diaria
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entre 50 e 100 litros e de origem familiar, constituindo a principal fonte de renda
(EMBRAPA, 2009).

Em alguns casos, ha um baixo investimento no setor, e conseqlientemente; gera
pouca produtividade e baixa qualidade do produto, pois pequena parcela desses
produtores tem acesso a tecnologia e assisténcia técnica adequada na produgdo. O
reflexo disso é na qualidade do leite, sendo possivel verificar com relativa freqiiéncia
que as propriedades com producdo leiteira maior, quando comparadas aquelas com
menor producdo, produzem leite de melhor qualidade (TKAEZ et al., 2004).

Apesar desta base familiar da producdo leiteira brasileira, a maior parte do leite é
destinado ao beneficiamento, para fabricacdo de leite fluido e derivados, o excedente é
destinado a exportacdo (IBGE, 2009). Entretanto, tanto em pequenas cidades
(comunidades rurais), como em grandes centros urbanos, ainda é comum a
comercializagédo do leite cru, denominado de comércio informal de leite, mesmo sendo
proibida por lei desde 1952 (BRASIL, 1952). Estima-se que um pouco mais de 60% da
producdo nacional tenha inspecédo federal, enquanto que os restantes 40% da producao
de leite no Brasil passe por inspe¢fes municipais ou estaduais ou sdo destinadas ao
mercado informal (Figura 1). Considerando o periodo de 2003 a 2007, estima-se que,
houve um aumento na inspecéao federal de quase 5%.

Existem varios fatores que estimulam este comércio, dentre eles, podem ser
mencionadas principalmente as flutuacbes na economia, que obrigam o produtor a
procurar formas alternativas de obter maior lucro, e a necessidade de atender uma
demanda de mercado para este produto, ja que existe um importante mercado
consumidor que acha que este tipo de leite e seus derivados, como 0 queijo minas
frescal, apresentam maiores vantagens nutricionais que os produtos beneficiados, além
de outros supostos beneficios, como preco, facilidade de entrega, pagamento e por
fatores emocionais (BELOTI et al., 1999; QUINTANA; CARNEIRO, 2006). Conforme
Enticott (2003), a preferéncia (por parte dos consumidores) por alimentos crus, como o
leite, deve-se a atual procura por alimentos “naturais”, “tradicionais” e da regido,

desconsiderando os conhecidos conceitos de seguranca alimentar.
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Fonte: EMBRAPA (2009)
Figura 1. Producdo brasileira de leite (Total e com SIF).

2.3 QUALIDADE DO LEITE

Com a modernizacdo da sociedade e com o desenvolvimento de novas
tecnologias de processamento de diferentes alimentos, elaboracdo de novos produtos
alimenticios e com a maior exigéncia por parte dos consumidores, a qualidade da
matéria-prima coletada no campo, é algo amplamente discutido por profissionais e
técnicos em todo o mundo.

Com o leite néo e diferente, e muitos estudos foram e continuam sendo feitos, a
fim de avaliar a qualidade desta matéria-prima, com a intencao de fornecer melhorias
para os variados produtos produzidos a partir do leite cru ou em melhorar a eficiéncia na
producdo destes produtos (BARBANO, 1992; BARBANO; MA; SANTOS, 2006;
BOOR, 2001; KLEI et al., 1998; MA et al., 2000; MUNRO et al., 1984; SANTOS; MA;
BARBANO, 2003;).

Uma das maneiras em se avaliar a qualidade do leite cru e de derivados é através
da pesquisa de microrganismos indicadores de higiene presentes nestes produtos, seja
nas etapas de producédo, influenciando no rendimento para a producdo dos demais
derivados, no processamento que ocorre na industria, como controle de qualidade da
matéria-prima e dos derivados, ou no comércio, determinando a qualidade
microbioldgica dos mesmos, bem como a determinacdo de alimentos seguros destes

produtos, quando se utiliza da pesquisa de microrganismos patogénicos (BONFOH et
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al., 2003; BOOR, 2001; BOOR et al., 1998; CHAMBERS, 2002; CHYE; ABDULLAH,;
AYOB, 2004; COTTON; WHITE, 1992; LUES; VENTER; WESTHUIZEN, 2003;).

Varios estudos, realizados no Brasil e em diversas regifes, confirmam a baixa
qualidade microbioldgica do leite cru produzido, evidenciado pelo elevado nimero de
microrganismos indicadores, especialmente os aerébios mesofilos, sugerindo condicbes
inadequadas na producdo leiteira (BELMONTE; LAGO, 2004; BELOTI et al., 1999;
BUENO et al., 2002; FRANCO et al., 2000; LOURENCO; SILVA, 2000; MOURA et
al., 1999; POIATTI et al., 1999; PONSANO et al., 2004; VIANA et al., 2002). Esta
insatisfatoria qualidade do leite produzido no Brasil € um problema crénico, e que
envolve os mais diversos fatores de ordem social, econdmica, cultural e até climatica e
que apesar de ter um importante papel na politica nacional, ainda é necessario muito
investimento neste setor, a fim de moderniza-lo e desta forma, se destacar ainda mais no
cenario mundial (GUIMARAES, 2002).

Essa baixa qualidade microbiolédgica do leite cru pode sugerir ainda, a presenca
de alguns microrganismos patogénicos que podem ser veiculados por este produto, por
isso, deve-se combater o mercado informal e apenas consumir produtos beneficiados,
mesmo que estes ndo sejam detectados por metodologias convencionais (BADINI et al.,
1996; CARLOS; OSCAR; IRMA, 2001; FRANCO et al., 2003; JAYARAO;
HENNING, 2001; LAMAITA et al., 2005).

Com o intuito de alterar esse cenario nacional, marcado pela baixa qualidade do
leite e visando a modernizacdo do setor leiteiro nacional, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), iniciou uma serie de discussdes em meados da
década de 90 através do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite
(PNMQL), culminando com a publicacdo da Instru¢cdo Normativa n° 51 (IN 51) em
2002.

A IN 51 é um conjunto de regulamentos técnicos que determina novas normas
na producdo, identidade e qualidade dos diferentes tipos de leite produzidos no Brasil,
regulamentando a coleta e o transporte a granel do leite cru, bem como a sua
conservacio sob refrigeracdo adequada (BRASIL, 2002; GUIMARAES, 2002).

Considerando algumas das inovacdes da IN 51, destaca-se 0 armazenamento do
leite cru sob refrigeracdo na fazenda até a sua coleta e transporte, que € realizada por
caminh@es que possuem tanques isotérmicos, que mantém a temperatura do leite, até a
sua chegada na industria. Outra inovacéo foi com relacdo a qualidade microbioldgica do

leite cru, o qual se dividiu as diferentes regides do Brasil, com base em condicgdes
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técnico-econdmicas, e diferentes prazos para o cumprimento desta norma por parte dos
produtores.

Com essas modificacbes que comecaram a partir de Janeiro de 2006 para
algumas regibes, alguns técnicos e profissionais, relatam a melhoria aparente da
qualidade do leite, mas ressaltam que ainda ha muito por se fazer, principalmente em
nivel de exportacdo de produtos lacteos para o mercado internacional, pois; a grande
parte do mercado é muito exigente em termos de qualidade dos produtos (MILKPOINT,
2008).

2.4 MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS

Apesar da adocdo da refrigeracdo na fazenda reduzir os custos operacionais de
producdo, incluindo a deterioracdo do leite por atividade acidificante de bactérias
mesofilicas, problemas tecnologicos podem estar associados, principalmente; a
atividade de enzimas proteoliticas e lipoliticas de bactérias psicrotroficas. Estas enzimas
sdo termorresistentes, mantendo sua atividade ap0s tratamentos térmicos e até mesmo
apos o tratamento UHT, e estdo relacionadas as perdas de qualidade e rendimento na
producdo de derivados lacteos, como queijos, e a reducdo da vida de prateleira do leite
UHT e de outros produtos lacteos (ARCURI, 2003; CHAMPAGNE et al., 1994; CHEN;
DANIEL; COOLBEAR, 2003; COUSIN, 1982; FOX, 1981; GRIFFITHS; PHILIPS;
MUIR, 1987; GRIFFITHS et al., 1988; SANTOS; CARVALHO; ABREU, 1999;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Diversas reacdes bioquimicas podem ser detectadas em leites estocados sob
refrigeracdo, por longos periodos de tempo, devido a acdo destes microrganismos
psicrotroficos sobre alguns componentes do leite. Entre elas, pode-se citar: reacfes de
fermentacdo, com liberacdo de &cidos e gases, decomposicdo da uréia, producao de
pigmentos de diversas cores, além da protedlise e lipolise sobre a proteina e gordura,
respectivamente, do leite (ARCURI, 2003; PINTO et al, 2006; COUSIN, 1982;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Os microrganismos psicrotroficos encontrados no leite e em produtos lacteos
incluem varias espécies de bactérias e que ndo constituem um grupo taxonémico
especifico, algumas até fazem parte de grupos que realizam fermentacdo desejavel em

alguns derivados, como é o caso de algumas bactérias acido-laticas (BAL’s). As
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principais bactérias representantes deste grupo sdo: Pseudomonas spp., Achromobacter
spp., Aeromonas spp., Serratia spp., Alcaligenes spp., Bacillus spp., Clostridium spp.,
Corynebacterium spp., Listeria spp., Streptococcus spp., e Lactobacillus spp, entre
outras.

A Tabela 1 mostra alguns, dos principais microrganismos psicrotroficos,
conforme classificagio de Gram (ARCURI, 2003; PINTO et al., 2006; GARCIA-
ARMESTO SUTHERLAND, 1997, MATTA; PUNJ, 1996; RYSER, 1999;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Destes microrganismos, as bactérias do género Pseudomonas spp. tém sido
isoladas com maior freqiiéncia do leite e de produtos lacteos refrigerados, pois
apresentam melhor capacidade de desenvolvimento sob temperaturas de refrigeragéo,
embora ndo representem mais do que 10% da microbiota do leite cru recém-ordenhado
(COUSIN, 1982; ENEROTH; AHRNE; MOLIN, 2000; SMILTWELL;
KAILASAPATHY, 1995; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; WALKER, 1988).

A contaminacdo dos produtos lacteos por microrganismos, inclusive pelos
psicrotroficos, pode originar-se do suprimento de agua de qualidade inadequada,
procedimentos higiénico-sanitarios insatisfatorios e controle de mastite ineficiente.
Portanto, para a obtencdo de uma matéria-prima de alta qualidade, procedimentos de
higienizacdo adequados, devem ser empregados ao longo de toda a cadeia produtiva do
leite, bem como utilizacdo de agua de boa qualidade e manejo sanitario eficiente
(CHAMBERS, 2002; ENEROTH; AHRNE; MOLIN, 2000a; JAY, 2005; MURPHY;
BOOR, 2000).

Tabela 1. Microrganismos psicrotroficos segundo Género e coloracdo de Gram.

Bactérias Gram-positivas Bactérias Gram-negativas
Arthrobacter, Bacillus, Lactobacillus, Achromobacter, Acitenobacter,
Lactococcus, Leuconostoc, Listeria, Aeromonas, Alcaligenes, Campylobacter,
Clostridium, Corynebacterium, Chromobacterium, Citrobacter,
Micrococcus, Streptococcus. Enterobacter, Flavobacterium, Hafnia,

Klebsiella, Moraxella, Proteus,
Pseudomonas, Serratia, Xanthomonas,

Yersinia

Fonte: Adaptado de Arcuri (2003).
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Os principais efeitos dos microrganismos psicrotréficos em leite e derivados
estéo relatados na Tabela 2, segundo sua contagem em leite cru utilizado para produgéo
dos determinados derivados.

Tabela 2. Efeitos na qualidade de produtos lacteos devido ao desenvolvimento de

psicrotroficos em leite cru antes do tratamento térmico.

Psicrotroficos em leite

Produto cru (logyo UFC/mL) Efeitos na qualidade
59 Gelatinizagdo ap6s 20 semanas
Leite UHT 6,9-7,2 Gelatinizacdo depois de 2-10 semanas; desenvolvimento

gradual de perda do sabor; apresentando um sabor amargo.

Leite em pé, leite 6,3-7 Estabilidade ao calor reduzida; capacidade aumentada de
desidratado fazer espuma quando reconstituido
55 Sabor inferior, se comparado com outros leites pasteurizados
Leite produzidos com leite cru de boa qualidade
pasteurizado 7-8 Menor tempo de prateleira; aumento de sabor e odor
desagradavel
6,5-7,5 Rancidez
Queijos duros 7,5-8,3 Predominancia de rancidez e gosto de sabdo; rendimento

reduzido para fabricagdo
Queijo cottage 5-7,8 Correlagdo significativa entre contagens de psicrotréficos no
leite cru e gosto amargo
Répido desenvolvimento de rancidez em manteigas fabricado
Manteiga N&o determinado com leite cru refrigerado e estocado que em leite cru fresco;
lipase de Pseudomonas é ativada em manteiga congelada

logurte 7,6-7,8 Sabor amargo, dependendo da microflora especifica

Fonte: Sgrhaug; Stepaniak (1997).
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2.5 LEITE UHT/UAT

Define-se leite UHT ou UAT (Ultra High Temperature ou Ultra-Alta
Temperatura) ou ainda como Longa Vida como um produto homogeneizado que foi
submetido por tratamento térmico intenso e de fluxo continuo, a uma temperatura entre
130 °C e 150 °C, durante um curto espaco de tempo, de 2 a 4 segundos, e
imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32 °C e envasado, sob condi¢des
assépticas, em embalagens esterilizadas e hermeticamente fechadas (BRASIL, 1996b).

O leite UHT, no segmento de lacteos, ganhou uma grande importancia
econdmica nesses Ultimos anos, tornando-se um produto de destaque e de grande
comercializacdo e consumo, determinados pelos mais diversos fatores, chegando a
representar mais que 75% do total de leite fluido comercializado no Brasil (Tabela 3,
MEIRELES, 2000).

Tabela 3. Mercado nacional de leite fluido e parcela do leite longa vida

(milh&o de litros).

Ano Total Leite Market
Leite Fluido Longa Vida Share %
1992 3.693 355 9,6%
1993 3.162 456 14,4%
1994 3.615 730 20,2%
1995 4.200 1.050 25,0%
1996 4.535 1.700 37,5%
1997 4.720 2.450 51,9%
1998 5.080 3.100 61,0%
1999 5.125 3.425 66,8%
2000 5.230 3.600 68,8%
2001 5.390 3.950 73,3%
2002 5.700 4.220 74,0%
2003 5.767 4.227 73,3%
2004 5.993 4.403 73,5%
2005 6.352 4.802 75,6%
2006 6.660 5.050 75,8%

Fonte: ABLV (2008)
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Vérios sdo os fatores que levaram a esse grande aumento na producgdo e
consumo deste tipo de leite. Para o setor industrial, proporcionou a economia de frio e
de seus equipamentos, a simplificagdo do sistema de distribuicdo e a possibilidade da
comercializacdo de seus produtos a longas distancias, devido ao aumento da vida de
prateleira deste produto (média de cinco meses), visto que, antes; pelo Brasil ser um
pais tropical e de grande extensdo territorial, impossibilitava a comercializagdo de
alimentos pereciveis a longas distancias, como ocorria com o leite pasteurizado, mais
conhecido como leite de “saquinho”, além de se instalarem varias novas industrias de
laticinios no pais e crescimento do marketing de industrias de equipamentos sobre 0s
laticinios e destes sobre o consumidor, que ocorreu apés a abertura econémica do pais,
com a reducdo/eliminacdo das taxas alfandegérias a partir da formagdo do MERCOSUL
no inicio da década de 90 (GOMES, 1999; PRATA, 1997). Considerando o lado do
consumidor, cita-se a praticidade do leite longa vida quanto a facilidade da compra em
grandes intervalos de tempo, facilidade na estocagem deste produto, que pode ser a
temperatura ambiente e com isso, tem-se a preferéncia pela maioria dos consumidores
(SANTOS; CARVALHO; ABREU, 1999).

Estudos sobre a qualidade microbioldgica do leite UAT sugerem que ele pode
ser considerado virtualmente estéril, por destruir todas as células bacterianas
vegetativas, devendo estar em conformidade com o padréo estabelecido por legislacéo.
No entanto; segundo Iturrino et al. (1996), apenas o processo industrial ndo poderia
esterilizar o leite, uma vez que a presenca de esporos altamente resistentes ao calor esta
diretamente relacionada com as precarias condicdes de obtencdo do leite in natura;
sendo amplamente relatado a sobrevivéncia de esporos que podem germinar e se
desenvolverem em leite estocado, além da presenca de enzimas termoestaveis
(BRASIL, 1996b; COELHO et al., 2001; ROSSI-JUNIOR et al., 2006; REZENDE-
LAGO; ROSSI-JUNIOR; AMARAL; 2000; VIDAL-MARTINS; ROSSI-JUNIOR;
REZENDE-LAGO; 2005). Logo, as condi¢des higiénico-sanitarias adotadas durante a
obtencdo e transporte da matéria-prima sdo fatores de fundamental importancia para a
qualidade do leite UAT (PRATA, 1997).

Os microrganismos esporulados isolados com maior freqliéncia no leite cru
pertencem ao género Bacillus. Este género é representado por um grande nimero de
espécies, aproximadamente cinqienta. As bactérias pertencentes a este género sdo
caracterizadas por uma intensa atividade metabdlica, pois produzem enzimas que

degradam muitos substratos organicos, sendo comumente denominados também de
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psicrotroficos termoddricos. Devido a esta caracteristica, a identificacdo desses
microrganismos € bastante complicada, ndo havendo um consenso geral sobre a melhor
forma de realizd-la. A presencga destes microrganismos no leite UHT também tem sido
atribuida a falhas no sistema de envase das embalagens e a ma higienizacdo do
equipamento de esterilizacdo, que podem servir como fontes de contaminacao
(CRIELLY; LOGAN; ANDERTON, 1994; FRANCO; LANDGRAF, 2006;
ITURRINO; NADER FILHO; DIMENSTEIN, 1996; REZENDE; ROSSI Jr.;
AMARAL, 2000; VIDAL-MARTINS; ROSSI-JUNIOR; REZENDE-LAGO, 2005;
WESTHOFF; DOUGHERTY, 1981; ZACARCHENCO et al., 2000).

O B. sporothermodurans, microrganismo relatado recentemente (metade da
década de 1990), parece resistir as condicdes de tempo e temperatura empregadas
atualmente no sistema UHT de processamento térmico, fato que desperta preocupacéo
pela possibilidade de prejuizos com a condenacdo de lotes do produto, mesmo que,
atualmente, ndo foi descoberto que esse tipo de Bacillus cause alguma enfermidade ou
alguma deterioragdo no produto, apesar de outras espécies do género serem
responsaveis principalmente pela deterioracdo. No entanto, ha uma escassez de dados
técnico-cientificos com relagdo a esse microrganismo, inclusive na literatura
internacional, principalmente com relacdo ao seu comportamento em alimentos,
caracteristicas fisiologicas e bioquimicas, mecanismos de deterioracdo, resisténcia
térmica e técnicas de isolamento, sendo necessario mais estudo (BUSATTA;
VALDRUGA; CANSIAN, 2005; PETTERSSON et al., 1996; ZACARCHENCO et al.,
2000)

2.6 EMBALAGEM ATIVA

A manutencdo da qualidade dos alimentos € algo que sempre desperta interesse e
a embalagem destes, assim como a escolha destas embalagens, € muito importante para
isto, aliado a aplicacdo de boas praticas higiénico-sanitarias das matérias-primas
manipuladas em etapas anteriores ao processamento dos mais variados produtos
alimenticios.

O uso de embalagens que interagem diretamente com o alimento, mantendo por
um tempo maior ou ainda ampliando parametros desejaveis; a fim de causar melhoria da

qualidade do produto, tem crescido de forma acentuada na ultima década. Tais
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embalagens sdo denominadas por embalagens ativas e varios sdo 0s exemplos como,
filmes antioxidantes, sachés absorvedores de oxigénio, de etileno ou de umidade e 0s
filmes antimicrobianos (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002).

2.6.1 Filmes Antimicrobianos

A partir das Ultimas décadas, o setor de embalagens ativas apresentou grandes
avancos, com a incorporacdo de substancias antimicrobianas em superficies de
embalagens, utensilios de preparo de alimentos, materiais higi€nicos, dentre outros. A
ampliagdo do consumo de alimentos industrializados pela sociedade moderna traz a
evidéncia de diversas enfermidades veiculadas pelos alimentos. Nos Estados Unidos, as
enfermidades veiculadas pelos produtos alimenticios geram milhGes de enfermos e
milhares de mortes, sendo que; a maioria ndo chega nem a ser diagnosticada ou mesmo
notificada (ANDERSON et al.,, 2004; CDC, 2009; FRENZEN, 2004; JONES;
GERBER, 2001). Ampliando estes dados para o resto do mundo, estima-se que,
aproximadamente um terco da populacdo de paises desenvolvidos é afetada anualmente
por doencas veiculadas por alimentos, acreditando-se ainda que este problema seja
maior em paises em desenvolvimento (JAY, 2005; SCHLUNDT, 2002). No Brasil, ndo
existem dados oficiais que revelem a situagéo real das toxinfeccdes alimentares, apesar
de haver diversas pesquisas que tentem levantar dados no pais sobre diversos patdgenos
que acometem alimentos (FRANCO et al., 2003; SILVA et al., 2001; SILVA et al.,
2000; MENDES et al., 1999).

A fim de combater os mais diversos tipos de microrganismos patogénicos e de
outros deteriorantes, a incorporagdo de substancias antimicrobianas tem por finalidade
de ocasionar a liberacdo gradativa destas substancias, sobre a superficie do alimento,
reduzindo ou até mesmo inibindo o crescimento destes microrganismos nos alimentos,
melhorando o alimento quanto os aspectos de seguranca microbioldgica, além de
aumentar o tempo de vida-de-prateleira, através de sua acdo em microrganismos
deterioradores (APPENDINI; HOTCHKISS, 2002; LIMJAROEN et al., 2003;
PADGETT; HAN; DAWSON, 1998).

Vérias substancias antimicrobianas tém sido utilizadas com o propdsito de
reduzir, inibir ou retardar o desenvolvimento microbiano; tais como: acido sorbico,
acido propibnico, acido benzoico, &cido citrico, sorbato de potassio, benzoato de sodio,
lactato de sodio, quitosana, triclosan e bacteriocinas, como a nisina; com a intencéo de

manter a qualidade do alimento por um periodo de tempo maior, prolongando a vida-de-
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prateleira (ENDO et al., 2008; MELO et al., 2002; SEBTI; COMA, 2002; SILVEIRA,
2005; SOARES et al., 2002; VILLADIEGO, 2004).

2.6.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos ou pequenas proteinas que
inibem, seja por acdo bacteriostatica, seja por acdo bactericida; produzidas a partir de
bactérias &cido-laticas (BAL). Essas bacteriocinas despertam grande interesse na
fermentacdo industrial de alimentos, pois sdo considerados bioconservantes (ou
biopreservantes), com capacidade de inibir o desenvolvimento de varios
microrganismos, sejam eles patogénicos ou deteriorantes, em varios tipos de alimentos,
na qual, sua efetividade é freqlientemente relacionada por fatores ambientais, tais como
pH, temperatura, composicéo, estrutura e microbiota do alimento, ressaltando que, 0s
alimentos sdo complexos ecossistemas, o qual ocorrem indmeras interagdes com 0S
microrganismos em que, o balanco e a multiplicacdo microbiana e a acdo benéfica ou
maléfica sobre eles, possuem grandes variaveis. Dentre alguns microrganismos
destacam-se Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum, etc (BREDHOLT et al.,, 2001; DE MARTINIS et al., 2001;
FIORENTINI et al, 2001; GUEDES NETO et al, 2005, MELO; SOARES;
GONCALVES, 2005; SOUZA; SILVA; SOUZA, 2005).

Desta forma, por causa desta acdo antimicrobiana das bacteriocinas, hd um
grande potencial de utilizacdo destas substancias na aplicacdo na industria alimenticia,
visando a reducdo de preservantes quimicos, assim como a intensidade de certos
tratamentos térmicos, resultando em alimentos naturalmente preservados e melhores
sensorialmente, além de preservar suas propriedades nutricionais. Esta propriedade
resulta em alternativa na satisfacdo de diversos consumidores que, demandam por
alimentos mais seguros microbiologicamente e mais “frescos”, ou seja, que apresente,
no momento do consumo, sabor e odor o mais proximo do natural possivel. A
associacdo da bacteriocinas entre si ou entdo usadas combinadas com outros agentes
antimicrobianos, bem como formas de tratamentos fisicos além do calor, destacando-se
processos de tratamento em alta pressdo e campos de pulsos elétricos; tem mostrado
maior eficiéncia na preservacdo dos alimentos, fornecendo barreira adicional contra os
microrganismos, inclusive de esporos (DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2003;
GALVEZ et al., 2007).
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O produto da fermentacdo ocasionada pela acdo das BAL’s inclui diversas
bacteriocinas, tais como as lactacinas, pediocinas, diolococinas, propiocinas, carnocinas
e as mais estudadas, as nisinas. Dentre essas substancias, a nisina é a Unica bacteriocina
autorizada a ser usada como aditivo, em mais de 50 paises, inclusive no Brasil, o qual,
j4 em 1988, o FDA concedeu-lhe o “status” de GRAS (“Generally Recognized As
Safe”) com a funcdo de atuar como conservante de diferentes alimentos, especialmente
em leite, queijos e outros produtos lacteos; na concentracdo maxima de 12,5 mg/Kg
(BOWER et al., 2002; BRASIL, 1996a; DE MARTINIS; ALVES; FRANCO, 2003;
HAN, 2002; WHO, 2009a).

A nisina foi descoberta na Inglaterra em 1928, isoladas de bactérias presentes em
leite, e é produzida por estirpes de Lactococcus lactis subsp. lactis. Estruturalmente, é
um polipeptideo formado por 34 aminoacidos, constituindo-se em uma molécula
catibnica devido a combinagdo de trés residuos de lisina e um ou mais residuos de
histidina, conforme pode ser visto na Figura 2 (CLEVELAND et al., 2001,
MCAULIFFE et al.,, 2001). A acdo da nisina € especifica contra bactérias Gram-
positivas, inclusive contra esporos, mas ineficiente contra as Gram-negativas e fungos
(bolores e leveduras), isto se deve porque a parede das bactérias Gram-negativas €
composta por lipopolissacarideos e proteinas, 0s quais atuam como uma barreira de
permeabilidade celular, impedindo com que a nisina atinja a membrana citoplasmatica.
Possuem acdo entre varias espécies de microrganismos como Listeria, Streptococcus,
Lactococcus, Micobacterium, Clostridium, Bacillus, dentre outros (DE MARTINIS;
ALVES; FRANCO, 2003; McAULIFFE; ROSS; HILL, 2001; OLIVEIRA; OLIVEIRA,
2004; PIRTTIJARVI et al., 2001; ZAPICO et al., 1999).

Envolvendo embalagens ativas, tais como filmes com atividade antimicrobiana,
muitos trabalhos tém demonstrado sua eficacia nos mais variados tipos de alimentos,
inclusive utilizando nisina, esteja ela associada ou ndo com outros agentes (GUERRA et
al., 2005; JOERGER, 2007; MAURIELLO et al., 2005; MELO, 2003).

Porém, alguns autores evidenciaram a efetividade da nisina contra
microrganismos Gram-negativos, quando associadas com outras substancias, como o
acido latico e 0 EDTA, sendo este o agente quelante mais efetivo contra esse grupo de
microrganismos (CLEVELAND et al., 2001; HELANDER; SANDHOLM, 2000).
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Fonte: MCAULIFFE et al., 2001.
Figura 2. Representacdo da estrutura quimica da molécula de nisina.

2.6.3 Métodos de avaliacéo de acao antimicrobiana

Para o desenvolvimento de embalagens que contenham agdo antimicrobiana, é
preciso dispor de métodos de avaliacdo destas embalagens, com relacdo a eficacia em
reduzir a contagem microbiana em alimentos, ou ainda, de forma indireta, avaliar a
capacidade da embalagem ativa em limitar o crescimento do microrganismo desejado.

Através de experimentos microbioldgicos, pode-se avaliar a atividade
antimicrobiana dos materiais de embalagem, por meio da inoculagdo dos
microrganismos alvos na superficie do alimento, em contato com o material
antimicrobiano seguida de estocagem correta. A contagem dos microrganismos em
intervalos pré-determinados de tempo possibilita avaliar se houve crescimento de
microrganismos ou se 0 material foi eficiente em provocar a reducdo ou até mesmo em
inibir o desenvolvimento do microrganismo inoculado. Conforme Brody et al. (2001),
compara-se 0s resultados com a amostra controle, inoculada e embalada com filme sem
substancia antimicrobiana. Dentre os experimentos microbiolégicos para avaliar a acao

antimicrobiana, destaca-se 0 método de difusdo em disco (halo de inibicao) e influéncia

na curva de crescimento em meio liquido.

O método de avaliacdo de antibioticos (antibiograma) originou o método de
avaliacdo antimicrobiana pela difusdo em disco, em que, um meio sélido é inoculado
com o microrganismo desejado e, em seguida, € aplicado o filme antimicrobiano sobre a
superficie do meio de cultura seguido de incubagdo na temperatura adequada ao

desenvolvimento do microrganismo. Apos incubacdo, como resultado positivo para
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acdo antimicrobiana observa-se a formacao de halo de inibi¢do do crescimento ao redor
do filme, anota-se a medida em milimetros (mm) e compara-se o resultado com filmes
sem adicdo da substancia antimicrobiana Tal método destaca-se pela facilidade e pelo
baixo custo em sua realizacdo e mede a susceptibilidade do microrganismo em anéalise
frente ao agente antimicrobiano in vitro (LIMJAROEN et al., 2003; SILVA et al., 2003;
WHO, 2009b).

A atividade antimicrobiana de um filme também pode ser avaliada através da

curva de crescimento do microrganismo em analise pode ser observada pela alteracdo

das caracteristicas da curva de crescimento em meio liquido, em comparagdo da curva
de crescimento controle, sem acdo do filme antimicrobiano. A curva de crescimento
pode ser medida por duas formas: pelo método microbioldgico tradicional através da
contagem em placas e através da densidade Otica, obtida pela turvacdo do meio de
crescimento, sendo efetuada em espectrofotdometro, e plotada através da conversao
logaritmica da absorbancia em 640 nm versus tempo de desenvolvimento; em que a
atividade antimicrobiana pode ser evidenciada pelo aumento da fase lag, reducdo da
taxa de crescimento (u) na fase exponencial (log) e total crescimento na fase
estacionaria, em comparacdo com a embalagem convencional ou sem embalagem.
(HAN, 2000; HAN; FLOROS, 1998; MELO et al., 2003; WURLITZER, 2007).

As embalagens que possuem alguma acéo antimicrobiana apresentam reducao na
taxa de crescimento e menor populacdo microbiana na fase estacionaria, indicando
maior seguranca microbioldgica para o alimento envolvido, e a extensdo da fase lag
sugere maior vida-de-prateleira para o produto (BRODY et al., 2001; COOKSEY, 2001;
LIMJAROEN et al., 2003; QUINTAVALLA; VICINI, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

- Quantificar e identificar microrganismos presentes em leite cru refrigerado e
em leite UHT.
- Desenvolver filme ativo para possivel utilizacdo no envase de leite UHT para

aumento da sua vida-de-prateleira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a qualidade microbiologica do leite cru refrigerado destinado a
producéo de leite UHT no Estado de Goiés;

- Avaliar a qualidade microbioldgica de leite UHT, produzido em sete fabricas
do Estado de Goiés, ao longo de sua estocagem;

- Isolar microrganismos termorresistentes em leite UHT;

- Isolar e identificar B. sporothermodurans em leite UHT ao longo da
estocagem;

- Avaliar a atividade da nisina na inibi¢do de B. sporothermodurans;

- Desenvolver filme ativo com nisina, a fim de inibir o desenvolvimento de B.
sporothermodurans em meio de cultura, para possivel utilizacdo em leite e derivados

(principalmente leite UHT).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

4.1.1 Material e Amostragem

As amostras de leite cru refrigerado, por tempo ndo maior que 72h, estocado em
silo previamente determinado em cada uma das sete industrias de laticinios do estado de
Goias que produzem leite UAT, foram coletadas em frascos previamente esterilizados e
com volume aproximadamente de 100 mL. Apds o processo de tratamento (UAT) e
envase desse leite foram coletadas 12 embalagens cartonadas (Tetrabrik) contendo um
litro de leite cada, para realizacdo de analises microbiologicas. O periodo de coleta das
amostras foi entre julho a setembro de 2008.

As amostras de leite cru refrigerado foram coletadas e transportadas em caixas
isotérmicas para o laboratério de Microbiologia de Alimentos do Setor de Tecnologia de
Alimentos da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, juntamente com as
caixas de leite UAT. Uma amostra do leite envasado foi retirada para analise imediata,
sendo considerado o tempo zero (To); as demais foram armazenadas sob as mesmas
condicdes que o leite UAT é armazenado no mercado, ou Seja, a temperatura ambiente,
sobre prateleiras, distanciadas do chédo e das paredes. As amostras de leite UAT foram
analisadas até 150 dias (5 meses ou Tiso) de estocagem, em intervalos de 30 dias,

totalizando 42 amostras, com 6 amostras para cada empresa.

4.1.2 Métodos

Antes da realizacdo das diluicdes, as amostras foram submetidas a
homogeneizacdo manual por aproximadamente 20 — 30 segundos. Uma aliquota de cada
amostra de leite cru foi diluida serialmente em escala decimal, em solucdo de agua
peptonada a 0,1% até a diluicdo 1:100.000 (10®°) e as amostras de leite UAT foram
diluidas em escala seriada decimal em solucdo de agua peptonada a 0,1% até a diluicdo
de 1:100 (10®) (BRASIL, 2003; WHER, 2004).
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4.1.2.1 Lactofermentacéo

Foi realizado o teste da Lactofermentacdo segundo Bramley e McKinnon (1990)
a fim de caracterizar a microbiota mesofilica predominante no leite cru de cada uma das
sete industrias. Foram retiradas aliquotas de 10 mL do leite e adicionadas em tubos
estéreis, em quadruplicata. Os tubos foram incubados a 37 °C por até 48h, sendo
observado o codgulo formado. Os resultados foram interpretados da seguinte forma:
- Coéagulo Gelatinoso (uniforme e gelatinoso): proveniente da fermentacdo latica e
considerado normal para um leite de qualidade satisfatdria, com predominancia de
bactérias acido-laticas;
- Coéagulo Esfacelado (esfacelado ou esponjoso, com producdo de &cido e gas, com
soro claro e abundante): proveniente de fermentacdo pseudo-lactica devido a presenca
de coliformes;
- Coagulo Caseoso (que se contrai de um lado ou em todo contorno, com soro claro ou
leitoso): proveniente de fermentacdo proteolitica, devido a presenca de microrganismos
proteoliticos;
- Coéagulo Floculoso (flocos de caseina, com bolhas gasosas): proveniente de
fermentacdo por levedura;
- Coagulo Liquido (auséncia de coagulacdo): indica impossibilidade de
desenvolvimento de microrganismos, podendo ser um indicativo de presenca de

substancias inibidoras.

4.1.2.2 Analises microbioldgicas

Para a pesquisa de aerébios meséfilos (AM) nos leites cru e UAT, amostras de 1
mL das diluicdes selecionadas foram inoculadas em placas contendo Agar Padrdo de
Contagem (PCA - Plate Count Agar), para Contagem Padrdo em Placas (CPP), em
profundidade (ou “pour plate”) e em duplicata, com incubagdo a 30 °C por 72 h
(WHER, 2004). O resultado final foi obtido considerando-se a diluicdo com 20 a 300
coldnias, pela média das placas e feita correcdo de acordo com a diluicdo considerada.
O resultado foi expresso em Unidades Formadoras de Colénias/mL (UFC/mL).

Para a contagem de microrganismos psicrotroficos (PSI) totais, as diluicdes
selecionadas foram semeadas 0,1 mL por superficie (ou “spreed plate”) e em duplicata,
em PCA, com incubacdo a 7°C por 10 dias (WHER, 2004). O resultado final foi obtido
considerando-se a diluicdo com 20 a 300 coldnias, feita correcdo de acordo com a

diluicdo considerada. O resultado foi expresso em UFC/mL.
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A pesquisa de PSI proteoliticos foi realizada em Agar Leite (MA — Milk Agar),
por inoculagdo em superficie da diluicdo selecionada em duplicata e com incubagdo a
22 °C por 72 h. Apbs o periodo de incubagdo a superficie do meio, contendo o0s
microrganismos foram cobertas com solu¢do de &cido acético a 10% e mantido por
aproximadamente um minuto. Passado este tempo, 0 excesso de solucdo foi retirado e as
colonias foram enumeradas conforme a observacdo ou ndo de halo claro. Dessas
colbnias caracteristicas foram selecionadas de 3 — 5 colbnias, para serem identificadas e
caracterizadas. (BRASIL, 1993) O resultado final foi expresso em UFC/mL.

A pesquisa de microrganismos termorresistentes, para identificagdo de Bacillus
sporothermodurans (BSP), foi conduzida conforme preconizada por Brasil (2003), com
modificacOes proposta por Zacarchenco e Leitdo (1999), no que diz respeito ao método
de plagqueamento. Portanto, para a realizacio desta pesquisa, foi utilizado Agar Infusdo
de Cérebro-Coracdo (Agar BHI), por plagueamento de 0,1 mL da amostra, em
superficie e em duplicata, com incubacgéo a 30 °C por 72 h. Apos a incubacdo, colonias
relatadas como tipicas (pequenas, lisas e de coloragdo branca a bege e sem pigmento
soluvel) foram enumeradas e selecionadas de 3 a 5 coldnias para posterior identificacdo
morfologica e bioquimica. Outras colonias, que diferiram das tipicas, também foram
selecionadas, em menor numero, para posterior identificacdo. O resultado final foi dado
em UFC/mL, considerando-se a diluicdo selecionada e feita a correcédo devida.

Para o leite UAT, a fim de, buscar correlacdo entre o sistema de aquecimento
(direto e indireto) com a contagem microbiana, foram realizados questionarios contendo
informacGes como tipo de trocador utilizado no processamento UAT e as condi¢cdes de
processo, tempo e temperatura utilizados.

As coldnias de microrganismos psicrotroficos e termorresistentes selecionadas
foram estocadas em tubos contendo Agar Nutriente e BHI inclinados, respectivamente;
acrescidos de 6éleo mineral na superficie, sob refrigeracdo (6 = 2 °C), para posterior

recuperacdo/reativacao, identificacdo e caracterizacao.
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4.2 IDENTIFICACAO

4.2.1 Microrganismos utilizados (culturas puras)

e Bacillus sporothermodurans (CCT 6247 DSMZ 10599);
e Escherichia coli (ATCC11229);

e Listeria innocua (ATCC 33090);

e Salmonella choleraesuis (ATCC 6539);

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442);

e Staphylococcus aureus (ATCC 6538);

e Streptococcus agalactiae (ATCC 13813);

e Enterobacter aerogenes (ATCC 13048);

4.2.2 Morfologica e tintorial

A reativacdo e identificacdo dos microrganismos isolados foram realizadas nos
laboratérios de Embalagem (LABEM) e de Higiene e Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Para a reativacdo dos microrganismos isolados foram utilizados,
respectivamente, para o leite cru e UAT, caldos tripticato de soja (TSB) e BHI e
estriados nos respectivos agares, TSA e ABHI. Apds a reativacdo de todas as colonias
isoladas, tanto do leite cru, quanto do leite UAT, foram realizadas as provas de

identificacdo.

e Coloracdo de Gram

A primeira prova foi através da coloracdo de Gram, a partir de uma coldnia
bacteriana inoculada em lamina de vidro para microscopia, previamente higienizada e
com 1 gota de solucdo salina estéril. Apds a fixacdo do esfregaco em chama de bico de
Bunsen, este foi corado com solucdo de Cristal-Violeta por um minuto, escorrendo ao
final e lavando com agua destilada. A seguir, cobriu-se o esfregaco com a solucéo de
Lugol e deixando atuar por 1 minuto, escorrendo apds este tempo e lavando com agua
destilada. Depois, foi utilizada solucdo descolorante (alcool absoluto ou 95%),
deixando-a atuar por 10-15 segundos, escorrendo e lavando com agua destilada. Por

fim, a lamina foi coberta com o contra-corante, a safranina, deixando-a atuar por 30-60
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segundos, escorrendo e lavando com agua destilada e deixando secar ao ar. Apds a
secagem, os esfregacos preparados foram observados ao microscopio usando objetiva
de imersédo (aumento de 100X); a fim de verificar a morfologia e coloragédo dos isolados
(BRASIL, 2003). Foram utilizados como controles os microrganismos Escherichia coli
que é um bastonete Gram-negativo e Staphylococcus aureus que € um cocos Gram-

positivo.

e Reacdo de KOH 3%
Com o objetivo de confirmar a coloragdo de Gram, foi realizada a reagédo de
KOH a 3% (p/v). Uma gota de KOH 3% foi colocada em uma lamina e suspendeu-se
uma ou mais colénias (conforme o tamanho da col6nia), homogeneizou-se, com auxilio
de uma alga de platina e foi realizada a leitura em um minuto. A presenca da formacao
de um filamento viscoso € confirmatério para microrganismos Gram negativos,
enquanto a auséncia € para Gram positivos (QUINN et al., 1999). Os controles positivo

e negativo foram os mesmos para coloracdo de Gram.

e Teste de Catalase
O teste de catalase foi realizado através da adicdo de uma gota de peroxido de
hidrogénio a 3% em lamina de microscopio. Inoculou-se uma col6nia e homogeneizou-
se 0 conteudo. A presenca de bolhas de gas dentro de poucos segundos € indicativa de
reacao positiva para a enzima catalase, enquanto a auséncia é reacdo negativa (QUINN
et al., 1999). Os controles positivo e negativo foram, respectivamente, Listeria innocua

e Streptococcus agalactiae.

e Teste de Oxidase
O teste de oxidase foi realizado utilizando-se tiras de papel contendo o reagente
p-fenilenodiamina (Laborclin). Com uma alca de platina foi feita a transferéncia
asséptica de uma ou mais coldnias para as tiras, homogeneizou-se sobre a superficie da
tira e, conforme recomendacdo do fabricante foi feita a leitura em dois minutos. As
colénias que desenvolveram uma coloracdo azulada a violeta sdo oxidase positivas. Os
controles positivo e negativo foram, respectivamente, Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli.
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4.2.3 Bioquimica

Testes bioquimicos classicos foram realizados, a fim de identificar o género
destes microrganismos. Vale lembrar que em todas as provas realizadas foram feitos
controles negativos sem inoculagdo de microrganismos, a fim de comprovar a

esterilidade dos meios preparados.

4.2.3.1 Microrganismos Psicrotroficos

Para 0s microrganismos isolados a partir do leite cru foram realizados 0s
seguintes testes: crescimento em meio MacConkey (AMC), teste de motilidade,
producdo de H,S e indol em meio SIM, &gar ferro e acucar triplice (TSI), agar lisina
ferro (LIA), teste do citrato, teste do vermelho de metila (VM), teste de Vogues-
Proskauer (VVP), teste da urease, teste de metabolismo oxidativo e/ou fermentativo da
glicose (OF) e teste da reducdo do nitrato a nitrito.

e Crescimento em meio com agar Mac Conkey (AMC)

Este teste foi realizado para confirmar se 0 microrganismo ja analisado quanto a
coloracdo, era gram-negativo e para observacdo se este fermentava ou ndo a lactose. O
AMC ¢ seletivo para bactérias gram-negativas, pois possui em sua composi¢do sais de
bile e de cristal violeta, que interferem no metabolismo de bactérias gram-positivas.
Além dessa seletividade, age também como diferenciador devido a presenca de lactose
em sua composicéo, distinguindo-se as bactérias que fermentam a lactose (LAC") das
que ndo fermentam (LAC"). Este meio possui como indicador de pH o vermelho neutro,
0 qual em pH 4cido é rosa e em pH alcalino permanece incolor (RIBEIRO; SOARES,
1998).

As culturas reativadas em TSB foram semeadas com alca de platina em AMC, e
incubadas a 21 °C por 24h. A interpretacao dos resultados se da:

- Colonias que fermentam a lactose (LAC") — formagéo de coldnias réseas ou
vermelhas;

- Coldnias que nao fermentam a lactose (LAC") — ndo formam colbnias roseas ou
vermelhas.

Os microrganismos utilizados como controles foram Escherichia coli, que
fermenta a lactose e Listeria innocua, que ndo fermenta a lactose e ndo cresce neste

meio.
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e Teste de Motilidade, Sulfito e Indol em meio SIM (Sulphite Indol
Motility)

Os testes de motilidade, indol e producdo de sulfito foram realizadas a partir da
inoculagdo de uma colbnia isolada por meio de uma picada com agulha de platina. O
tubo inoculado foi incubado a 35 °C por 24-48h. Apds a incubacdo, foram observadas
se houve motilidade do meio através da turvagdo ou ndo, além de observar o
escurecimento, que é evidéncia de producdo de H,S. Apds essas observacbes, foram
adicionadas 4-5 gotas do reagente de Kovacs para identificacdo da reagcdo de indol
(BARROW; FELTHAM, 1995).

A producdo de H,S ocorre a partir de compostos organicos que contem enxofre
como os contidos em meios de cultura que possuem peptonas e caseinas.

Interpretacdo dos resultados:

- Meio turvo — motilidade positiva;

- Desenvolvimento do microrganismo apenas aonde foi realizado a inoculagao —
motilidade negativa;

- Producéo de H,S — meio fica escuro (positivo);

- Producédo de indol — desenvolvimento de um anel de coloracdo vermelho
escuro na superficie do tubo € resultado positivo; o ndo desenvolvimento desta
coloracdo, permanecendo castanho é resultado negativo.

Os microrganismos utilizados como controles para este teste foram E. coli, que é
indol positivo e motilidade positiva, Enterobacter aerogenes que é indol negativo e
motilidade positiva e Salmonella choleraesuis que é indol e motilidade positivos e

produtor de H,S.

e Teste do Agar Ferro e Aclcar triplice (TSI)

Este teste foi realizado por meio da inoculacdo com agulha de platina por picada
na base (fundo - crescimento em anaerobiose) do meio TSI e depois na rampa (parte
inclinada — crescimento em aerobiose) até a extremidade final fazendo estrias do tipo
em “zigue-zague”, constituindo-se em um meio diferencial. A seguir foi incubado a 35
°C/24-48h (HAJDENWURCEL, 1998).

Interpretacdo do resultado:

- Inclinacéo vermelha (alcalino) e fundo amarelo (&cido) — apenas fermentacao

da glicose;
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- Inclinagdo e fundo amarelos — fermentacdo da glicose, juntamente com a
lactose e/ou sacarose;

- Inclinacdo amarela (&cido) e fundo vermelho (alcalino) — fermentacdo da
lactose e/ou sacarose;

- Meio escurecido — producéo de H,S;

- Producéo de gas — presenca de gas no meio.

Os controles utilizados foram a Salmonella choleraesuis com fermentagéo
apenas da glicose e E. coli com fermentacdo de todos os acUcares (glicose, galactose
e/ou sacarose) com producao de gas.

e Teste do Agar Lisina Ferro (LIA)

A finalidade deste teste é determinar atividade da enzima lisina descarboxilase e
producdo de H,S, constituindo-se tambem em meio diferencial tambem
(HAJDENWURCEL, 1998).

A partir do desenvolvimento da cultura, inoculou-se a colénia com agulha de
platina por picada na base e estrias na rampa e a seguir incubou-se a 35 °C/24h, com
leitura dos resultados apos este tempo.

A interpretacdo € dada da seguinte forma:

- Salmonella sp. — o fundo e a inclinagdo do meio continuam com a cor parpura
e caso haja producdo de H,S, o meio se escurece. Mesmo ocorrendo a fermentacdo da
glicose, devido a descarboxilacéo da lisina, ocorre a producdo de um composto alcalino,
a cadaverina, que neutraliza o acido formado, ocorrendo inalteracdo da coloracdo do
meio.

- Proteus sp. — 0 meio adquire uma coloracdo castanha em funcdo da reacdo de
desaminagdo da lisina a acido a-cetocarbdnico. Este composto reage com 0s sais de
ferro provocando o aparecimento da cor castanha e o fundo pode ficar amarelo devido a
fermentacao da glicose.

O microrganismo utilizado como controle foi a Salmonella choleraesuis sendo

LIA positiva.

e Teste do Citrato (Citrato de Simmons)
Esta prova tem por finalidade a caracterizagdo de microrganismos pertencentes a

familia Enterobacteriaceae, e fundamenta-se em determinar a capacidade dos
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microrganismos utilizarem o citrato de sédio como Unica fonte de carbono para seu
metabolismo, resultando em alcalinidade do meio (HAJDENWURCEL, 1998).

A partir de cultura reativada e desenvolvida em TSA, inoculou-se com uma
agulha de platina, uma col6nia em tubo contendo o meio citrato inclinado, com picada
na base e estrias na parte inclinada. Incubou-se a 35 °C por 72-96h.

A interpretacdo do resultado é:

- Positivo — ocorre alteracdo da coloragdo do meio de verde para azul, por causa
da alcalinizacdo do meio.

- Negativo — ndo ocorre alteragdo da cor do meio.
Os microrganismos utilizados como controle foram o Enterobacter aerogenes

como positivo e E. coli como negativo.

e Teste do Vermelho de Metila (VM)

Esta prova foi utilizada para caracterizar os microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, este meio contém glicose e consiste na conversdo desta em acidos
(latico, acético, formico, succinico etc), alterando assim a coloragdo do meio contendo o
indicador vermelho de metila. Para realizacdo desta prova uma col6nia recentemente
reativada e desenvolvida em TSA foi inoculada ao meio com auxilio de uma alca de
platina, com incubacdo a 30 °C por até cinco dias. Apds o periodo de incubacdo, foram
acrescidas algumas gotas (2-4) do indicador vermelho de metila e realizada a leitura do
resultado (QUINN et al., 1999).

Interpretacéo do resultado:

- Positivo — meio altera sua coloracao para vermelho.

- Negativo — meio permanece com a mesma cor, ou seja, amarelo. Ocorrendo a
coloracdo alaranjada, deve-se continuar a incubacdo por até 4 dias e repetir novamente a
prova.

Ressalta-se que, 0os microrganismos VM negativos também produzem acidos,
entretanto, em concentracdo menor; devido a formacdo de outros compostos que
neutralizam estes acidos produzidos e desta forma ndo provoca a viragem de cor pelo
indicador.

Os microrganismos utilizados como controles foram E. coli como positivo e E.

aerogenes como negativo.



44

e Teste de Vogues-Proskauer (VP)

Para este teste foram utilizados os mesmos tubos da prova anterior (VM). Apds o
periodo de incubacdo e a realizagdo do teste VM, adicionou-se ao tubo
aproximadamente 0,6 mL da solugdao A (a-naftol 5%), que age como catalisador e
agente intensificador da cor e 0,2 mL da solucdo B (KOH 40% ou NaOH 40%) agindo
como agente oxidante e depois agitar vigorosamente o tubo, a fim de, o oxigénio
atmosférico entrar em contato com o0 meio e assim oxidar a acetoina.

Esta prova baseia-se na determinagdo da capacidade dos microrganismos em
produzirem um composto neutro, o acetilmetilcarbinol (acetoina) a partir da
fermentacdo da glicose. Na presenca de oxigénio atmosférico e em meio alcalino
(solugdo B), a acetoina e o 2,3 butilenoglicol sdo oxidados para diacetil que,
combinados com um grupamento guanidico da arginina (presente na peptona) produz
uma coloracdo vermelha proporcional a quantidade de diacetii do meio
(HAJDENWURCEL, 1998).

Interpretacéo do resultado é:

- Positivo — ocorre coloracdo vermelha do meio entre 15 e 30 minutos;

- Fracamente positivo — ocorre coloracéo rosea;

- Negativo — inalteracdo na coloracdo ou coloracdo marrom-esverdeada.

Para este teste foram utilizados 0s mesmos microrganismos controles da prova

VM, no entanto, a E. aerogenes foi o positivo e E. coli o controle negativo.

e Teste da Urease
Esta prova consiste em determinar a capacidade do microrganismo em hidrolizar
a uréia, formando moléculas de amonia pela acdo da enzima urease, enzima que
decompde a uréia com liberacdo de amdnia (NH3) e reacdo de decomposicao segue-se
abaixo. (RIBEIRO; SOARES, 1998).
A partir da cultura recém desenvolvida, inoculou-se com uma alca de platina em
tubo contendo o meio, caldo uréia. Incubou-se a 35 °C/48-72h. Apds este tempo, fez-se

a leitura dos resultados.
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Figura 3. Desdobramento enzimatico da uréia pela acdo da urease.

Interpretacdo dos resultados:

- Positivo — 0 meio muda de cor para um réseo/ vermelho mais intenso;

- Negativo — 0 meio mantém a coloracéo inicial (rosea claro/palido).

O controle utilizado foi a Salmonella choleraesuis como sendo negativo. Proteus

sp. € positivo (ndo foi realizado).

e Teste do Metabolismo Oxidativo e/ou Fermentativo da Glicose (OF)

Este teste tem por finalidade analisar o metabolismo de utilizacdo da glicose ou por
meio da oxidacdo (aerobios) ou, por fermentacdo (anaerdbios) ou os dois (anaerobios
facultativos). Para isso, foi utilizado o meio Hugh Leifson, utilizando dois tubos, os
quais, em um, foi adicionado 6leo mineral estéril (5 a 6 mm de altura) com a intencao
de criar um ambiente de anaerobiose. Apos a inoculacdo da coldnia aos dois tubos,
incubou-se a 30 °C por 14 dias, sendo analisados durante este periodo por um intervalo
de trés dias, pois existem microrganismos que somente produzem acidos resultantes da
utilizacdo da glicose apds varios dias de incubacdo (QUINN et al., 1999).

A interpretacdo dos resultados é feita segundo a tabela 4:
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Tabela 4. Identificacdo do metabolismo de utilizagdo da glicose por microrganismos.

Utilizacdo da Glicose Tubo sem dleo Tubo com 6leo
Por oxidagéo® Amarelo Verde

Por fermentag&o”® Amarelo® ou Verde® Amarelo

Sem reagéo Verde Verde

a b

microrganismo aerdbio  estrito, microrganismo anaerdbio facultativo,
microrganismo anaerdbio estrito.
Os microrganismos utilizados como controles foram E. coli como fermentativa

(anaerobio facultativo) e Pseudomonas aeruginosa como oxidativa (aerébio estrito).

e Teste de Reducéo do Nitrato (NOs) a Nitrito (NO,)

Este teste foi realizado utilizando-se caldo BHI adicionado de 0,3% de nitrato de
potassio (KNO3), como fonte de nitrato, conforme Pettersson et al. (1996), semeando a
cultura com auxilio da alca de platina. Incubou-se a 35 + 2 °C por até 72h. Apos esse
periodo, a capacidade do microrganismo em reduzir o nitrato a nitrito € proporcionada
pela adi¢do de dois reagentes: solucdo A (4cido sulfanilico 0,8%) e solucdo B (a-
naftilamina 0,5% ou a-naftol 0,5%). No entanto, se a cultura ndo mudar de cor, existem
duas possibilidades antes de serem negativas para esta prova. A primeira, de que o
microrganismo ndo foi capaz de reduzir o nitrato a nitrito, ndo possuindo as enzimas
necessarias (nitrato redutases) ou a segunda, que 0 microrganismo pode possuir enzimas
que reduziram os nitratos a nitritos e estes por sua vez a amonia (NH3) ou a forma azoto
molecular (N>).

Com isso, para determinacdo final de que se os nitratos foram reduzidos ou ndo a
nitritos, adiciona-se uma pequena quantidade de zinco em p6 ao meio incolor/amarelo
claro (resultado negativo até entdo). O zinco ird promover reducdo dos nitratos a
nitritos, levando ao aparecimento de uma coloracdo vermelha, caso estes ndo tenham
sido reduzidos anteriormente com a adi¢cdo dos dois reagentes (solugbes A e B),
indicando uma reacdo negativa. Por outro lado, se a adi¢do de zinco ndo produzir uma
alteracdo de cor, indica que os nitratos ja tinham sido reduzidos a nitritos e estes a
amdnia ou a N, ndo alterando a coloracdo do meio; evidenciando uma reacdo positiva.

Os microrganismos utilizados como controles foram B. sporothermodurans como
negativo e Staphylococcus aureus como positivo.

A interpretacdo do resultado encontra-se na tabela 5:
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Tabela 5. Interpretacdo do resultado do teste de reducdo do nitrato.

Reacdo Apos adicdo das Apos adicdo do zinco em po
solucbes Ae B

Teste positivo Vermelho N4&o ha necessidade de adicao
Teste positivo Incolor/amarelo Incolor/amarelo claro
claro
Teste negativo Incolor/amarelo Vermelho
claro

4.2.3.2 Microrganismos Termorresistentes

Apoés a realizagdo da coloragdo de Gram e KOH, catalase e oxidase foram
realizadas as seguintes provas; crescimento em anaerobiose, hidrdlise da esculina,
fermentacdo da glicose, reducdo do nitrato e prova da urease, para a identificacdo
bioguimica destes microrganismos, capazes de alterar produtos lacteos liquidos UAT,
previamente ja conhecidos como bastonetes Gram-positivos e catalase positivo e
oxidase também positivo, com a intencdo de identificacdo dos B. sporothermodurans
(BSP), conforme Brasil (2003).

e Crescimento em Anaerobiose
O crescimento em anaerobiose foi feito pela inoculacdo da cultura selecionada
em tubos com ABHI inclinado, incubando-se em jarra e criador de ambiente de
anaerobiose a 35 = 2 °C por até 72h, ap0s a incubacdo foi verificado se houve

crescimento. O BSP ndo cresce em anaerobiose.

e Hidrolise da Esculina
A esculina € um aclcar complexo e fluorescente sob luz ultra-violeta (UV).
Microrganismos que possuem um sistema enzimatico capaz de hidrolisa-la provocam a
formacdo de B-D-glicose e esculetina que, ao reagir com ions ferro, da origem a um

complexo de coloracdo escura, ndo fluorescente (Figura 4).
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Figura 4. Hidrdlise da esculina.

A hidrolise da esculina foi realizada mediante a inoculacdo da cultura com
agulha de platina, em tubos com Agar esculina inclinado. Incubou-se a 35 + 2 °C por
até 72h. O enegrecimento do meio significa positividade para a hidrélise da esculina. O

BSP hidrolisa a esculina.

e Fermentacdo da Glicose
A fermentacéo da glicose foi realizada adicionando a cultura crescida em caldo
BHI, transferindo 0,1 mL para tubos contendo caldo vermelho de fenol-base adicionado
de glicose, com incubacdo a 35 + 2 °C por até 72h. A viragem de cor do indicador
vermelho de fenol para amarelo indica a fermentacdo do acgUcar presente. O BSP néo

fermenta a glicose.

e Reducdo de Nitrato a Nitrito
A reducdo do nitrato a nitrito foi feito inoculando-se a cultura, com alca de
platina, em tubos contendo caldo BHINO3, com incubagdo a 35 + 2 °C por até 72h.
Ap0s a incubacdo, adicionou-se aos tubos, 0,5 a 1 mL de alfa-naftilamina 0,5% e 0,5a 1
mL de &cido sulfanilico 0,8%. O aparecimento de coloracdo vermelho/rosa escuro
indica positividade para a reducdo de nitrato. Quando ndo houver o desenvolvimento
desta coloragdo, ainda é preciso fazer a prova final, ja que, talvez o nitrito possa ter sido

convertido em amdnia (NH**) ou em sua forma azoto molecular (N>) e que consiste na
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adicdo de pd de zinco. Apo6s a adi¢do do zinco, se houver o aparecimento de coloragédo
vermelha/réseo escuro, indica reacdo negativa, pois 0 po de zinco reage com o nitrato
reduzindo-o a nitrito, mas se ndo houver este desenvolvimento de cor, indica que o
nitrito ja foi reduzido para as outras formas (NH** ou Ny), portanto, reacio positiva. O
BSP ndo reduz o nitrato a nitrito.

e Provada Urease
A prova da urease foi realizada inoculando-se a cultura em tubos contendo Agar
uréia, com incubacdo a 35 + 2 °C por até 72h. Depois, observar se houve crescimento
com alteracdo da coloracdo do meio para rosa intenso ou ndo. O BSP ndo produz urease.
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4.3 DESENVOLVIMENTO DE FILME ATIVO

4.3.1 Microrganismo de estudo

O microrganismo termorresistente Bacillus sporothermodurans - BSP (CCT
6247, DSMZ 10599) foi adquirido da Fundacdo André Tosello Pesquisa e Tecnologia
(FAT), sob a forma liofilizada e reativada segundo metodo recomendado pelo
fornecedor, realizado em 5 mL de caldo BHI, com incubagéo de 35 + 2°C por 24h.

4.3.2 Preparo da solugéo de nisina

A nisina em p6 (Nisin from Lactococcus lactis: 2,5% balance sodium chloride
and denatured milk solids) foi adquirida da Sigma-Aldrich do Brasil. A solugdo de
nisina de 50.000 Ul ml™ foi preparada dissolvendo-se 0,5 g de nisina em 10 mL (50
mg/mL) de HCI 0,01 M, com o intuito de facilitar sua diluicdo (LIU; HANSEN, 1990).
A suspensao foi centrifugada a 3000 x g por 15 minutos a 10 °C em tubos estéreis, a fim
de remover as proteinas do soro insoliveis (NGUYEN; GIDLEY; DYKES, 2008). O
sobrenadante foi filtrado e uma solucdo estoque foi armazenada a 4 °C
(KOMITOPOULOU et al., 1999). Esta solugéo foi diluida com HCI 0,01 M para obter
uma solucdo de nisina de 10.000 Ul mI* (10 mg/mL). Foram realizadas diluicdes
sucessivas a fim de obter 5.000 Ul mI™* (5 mg/mL) e a partir desta, 2.500 Ul ml*
(2,5mg/mL).

4.3.3 Atividade da nisina na inibicdo do microrganismo B. sporothermodurans
(BSP)

A cultura de BSP foi reativada e posteriormente diluida, a fim de obter
concentracdo de aproximadamente 10° UFC/mL, possibilitando assim a concentragéo de
colénias desejavel para evidenciar a formacdo de halo (VANDERZANT et al., 2000).
Desta diluicdo, foram retiradas aliquotas de 0,1 mL e inoculadas em superficie
utilizando placas descartaveis contendo agar BHI. Discos de papel-filtro estéreis com
aproximadamente 11 mm de diametro foram colocados no centro das placas. A seguir,
foram inoculados 20 pL da solucdo de nisina em diferentes concentracfes (2.500 U,
5.000 U, 10.000 Ul e 50000 Ul ml™, representando respectivamente, 0,25%, 0,5%%,
1,0% e 5,0%) aos discos; além de serem realizados também dois controles, onde foi
adicionado apenas o papel-filtro e papel-filtro com 20 pL de HCI 0,01 M. Nas trés

primeiras horas, as placas foram incubadas a 7 °C a fim de permitir uma melhor difuséo
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da nisina (GUERRA et al., 2005). Apés esse tempo, foram incubadas a 35 + 2 °C,
temperatura ideal para o crescimento do BSP, por 24h.

O resultado foi a medida do didmetro do halo de inibi¢cdo ao redor dos discos,
incluindo o do proprio disco de papel, utilizando régua e paquimetro. A concentracao de
nisina minima para inibicdo (MIC) foi selecionada para a confeccéo dos filmes. Todas
as analises foram realizadas em quintuplicata e com trés repeticdes (MARTINS et al.,
2010).

Na avaliacdo por este método, os tratamentos (filmes) foram dispostos em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os testes foram efetuados em trés
repeticbes, em quintuplicata, e os dados foram analisados por meio de analise de
variancia (ANOVA) utilizando o teste F e comparacfes das médias utilizando o teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (0=0,05). As analises estatisticas foram

realizadas com uso do programa SAS (Statistical Analisys System 9.1).

4.3.4 Preparo de filmes de acetato de celulose

Os filmes foram produzidos pelo método ““cast” (utilizacdo de solvente) pela
adicdo de acetona em polimeros de acetato de celulose (em flocos), deixando em
repouso por 12-24h a fim de formar uma emulséo; segundo Soares (1998). Esta emulséo
foi entdo distribuida sobre placas de vidro, com auxilio de um espacgador de espessura
definida (1-3 mm), para permitir a homogeneidade da espessura do filme. Apos a
evaporacdo da acetona e secagem natural, o filme pronto foi retirado da superficie da
placa de vidro.

Para producdo dos filmes antimicrobianos foram adicionadas a emulsdo de
acetato de celulose, antes da distribuicdo nas placas de vidro, solucdo de nisina (em
concentracdes de 0,5; 5 e 10% do preparado comercial em relacdo ao peso de acetato de
celulose). O controle foi o filme de acetato de celulose (sem adi¢do do antimicrobiano)
e 0 adicionado de HCI 0,01 M.

O método consistiu em adicdo da quantidade de nisina conforme a concentracao

e adicdo de aproximadamente 1-1,2 mL de HCI, para diluicdo da nisina.

4.3.5 Acédo antimicrobiana do filme pelo método de difusdo em disco
A avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes através do método de difuséo
em disco (halo de inibicdo) foi realizada segundo Limjaroen et al. (2003). O

microrganismo utilizado foi o BSP que, apos a reativacao, a cultura foi diluida em caldo



52

BHI até obter concentracéo de, aproximadamente, 10° UFC/mL, conforme comparada
com tubo padrédo de turbidez de acordo com a escala de McFarland. Deste, 0,1 mL foi
inoculado em placas com &gar BH por superficie. Discos dos filmes controle e
antimicrobianos nas concentracdes de 0,5; 5 e 10% com diametro de aproximadamente
11 mm, esterilizados em luz UV, foram aplicados na superficie do agar. As placas
foram incubadas a 7 °C por 3h. Apoés esse tempo, foram incubadas a temperatura ideal
para o crescimento do BSP, ou seja, 35 £ 2 °C por 24h. Apds incubacdo, ocorrendo
inibicdo do crescimento microbiano ao redor do disco, o raio do halo de inibi¢do foi
medido, em milimetros; utilizando régua e paquimetro.

Na avaliacdo por este método, os tratamentos (filmes) foram dispostos em
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os testes foram efetuados em trés
repeticdes, em triplicata, e os dados foram analisados por meio de analise de variancia
(ANOVA), utilizando o teste F e comparacdes das médias utilizando o teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade (0=0,05). As analises estatisticas foram realizadas com

uso do programa SAS (Statistical Analisys System 9.0).

4.3.6 Acao antimicrobiana do filme por inibicdo da curva de crescimento em meio
liquido

A cultura de BSP foi reativada por no minimo duas vezes consecutivas, em
caldo BHI, com incubacdo a 35 °C por 24h. Apos este periodo, diluicBes sucessivas
foram realizadas até obter a concentracdo de 10° UFC/mL, conforme escala de
McFarland. Transferiu-se 1 mL desta diluicdo para 99 mL de caldo BHI em erlenmeyers
com capacidade de 150 mL, a temperatura de 35 °C, sob agitacdo com uso de agitador
(“shaker”) em banho-maria, para a realizacdo da curva de crescimento do
microrganismo inoculado neste erlenmeyer.

Amostras da suspensao de microrganismos foram retiradas a intervalos regulares
de tempo e o crescimento microbiano avaliado por densidade Otica (DO) do meio de
cultura, utilizando espectrofotdmetro (Analitica GBCUV/VIS 918) no comprimento de
onda de 640 nm. As leituras foram realizadas até que a curva de crescimento atingisse a
fase estacionaria. Nos casos em que o valor lido da absorbancia (Abs) apresentava
maior que 0,800, diluia-se a aliquota com caldo BHI e efetuava-se a correcdo da leitura
de acordo com a diluicdo. Dados de absorbancia foram transformados para logaritmo

neperiano (In) e plotados em grafico In (DO) versus tempo de incubacdo do
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microrganismo sem a presenca do filme, do filme controle e do filme com diferentes
concentragdes do antimicrobiano (MELO et al., 2003).

A eficiéncia dos filmes na inibicdo do crescimento do microrganismo foi
avaliada comparando-se as velocidades especificas de crescimento () das curvas
geradas, e pelo aumento da fase lag (adaptacdo do microrganismo ao meio, antes do
crescimento exponencial). O célculo da velocidade especifica de crescimento (u) foi
realizado por meio de regressdo linear dos dados da fase exponencial de crescimento do
microrganismo a partir do gréafico logaritmo neperiano da densidade Gtica versus tempo
(HAN; FLOROS, 1998; HAN, 2000).

A proporcéo de suspensdo bacteriana e os filmes foram de 1 mL para 1 cm? de
filme, considerando os dois lados que entram em contato com o meio (100 mL para 100
cm?’ de 4rea de filme) e segundo os tratamentos com nisina, a area foi aumentada em 1:2
e 1:4, aumentando dessa forma a concentracao.

Os tratamentos realizados com os filmes foram os seguintes:

Tratamento A - sem filme;

Tratamento B - filme controle com area de contato 1:1 (ImL de meio para 1
cm? de filme);

Tratamento C - filme com 5% de nisina com area de contato 1:1 (1mL de meio
para 1 cm? de filme);

Tratamento D - filme com 5% de nisina com area de contato 1:2 (1mL de meio
para 2 cm? de filme);

Tratamento E - filme com 5% de nisina com area de contato 1:4 (1mL de meio
para 4 cm?® de filme).

Na avaliacdo da acdo antimicrobiana por inibicdo em meio liquido, os
tratamentos (filmes), foram dispostos em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC). Os testes foram efetuados em duas repetices, em triplicata, e os dados foram
analisados por meio de analise de variancia (ANOVA) e regressdo, utilizando o teste F e
comparacdes das médias utilizando o teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade
(0=0,05). As andlises estatisticas foram realizadas com uso do programa SAS

(Statistical Analisys System 9.0) e o Excel 2007.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E CONTAGEM DE MICRORGANISMOS

5.1.1 Leite cru

O resultado da lactofermentacdo de leite cru refrigerado coletado em sete
industrias laticinistas analisadas foi de cinco industrias (71,4%) tiveram como resultado
a formacdo de coagulo gelatinoso/homogéneo, representando uma fermentacdo
considerada normal para leite com qualidade satisfatéria; enquanto que duas industrias
(28,6%) apresentaram a formacdo de coédgulo caseoso, indicando o predominio de
microbiota proteolitica. Em estudo feito por Pinto, Martins e Vanetti (2006) em que
analisaram a lactofermentacao de leite cru coletados em tanques individuais, coletivos e
de silos industriais, em que a menor varia¢do do tipo de codgulo formado ocorreu nas
amostras coletadas nos silos, a qual, como apresentado nesse trabalho. O tipo de
coagulo homogéneo/gelatinoso foi representado por metade das amostras, 25%
representada pelo outro tipo de coagulo, como observado nesse trabalho, que é do tipo
caseoso/digerido e o0s restantes 25% pelo tipo esfacelado/sulcado que representa
indicativo de fermentacdo pseudo-latica, devido a presenca de coliformes.

A contagem de microrganismos aerébios meséfilos (AM) em leite cru foi alta,
em quatros das sete empresas analisadas, enquanto que, em trés apresentaram contagens
inferiores ao estabelecido pela IN 51 para leite cru refrigerado, sejam eles individuais ou
coletivos que atualmente para a regido centro-oeste é de 750.000 UFC/mL (BRASIL,
2002; Tabela 6).

Os resultados observados neste trabalho foram melhores que os obtidos por
trabalho de Pinto; Martins e Vanetti (2006) os quais, através da analise da qualidade
microbioldgica de leite cru refrigerado de silos de industrias, em que, nenhuma amostra

atendeu ao padrdo microbioldgico legal; que na época, era de 1.000.000 UFC/mL.
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Tabela 6. Contagem de microrganismos aerobios mesofilos e de psicrotréficos
em leite cru refrigerado coletado em silos de sete indUstrias no Estado

de Goias no ano de 2008.

IndUstria Aerobios Mesofilos Psicrotroficos Percentagem de
(UFC/mL) (UFC/mL) Psicrotroficos*

A 135.000 76.000 56,30%

B 741.000 207.500 28,00%

C 2.010.000 1.920.000 95,52%

D 4.005.000 2.510.000 62,67%

E 270.000 19.000 7,03%

F 2.250.000 574.000 25,51%

G 1.570.000 1.425.000 90,76%

*Percentagem de Psicrotroficos com relagdo aos Aerobios Mesofilos (AM).

Com relacdo a contaminagdo por microrganismos psicrotroficos, ndo existe
limites estabelecidos por legislacdo, entretanto, algumas pesquisas relatam-se que,
alteracbes bioquimicas se tornam significativas, na materia-prima com contagens
superiores a 10° UFC/mL (ALMEIDA; FILHO, 1993; PINTO; MARTINS; VANETTI;
2006; SHAH, 1994). Contudo, outros pesquisadores, consideram que estas alteracoes
podem ser percebidas com contagens menores, a partir de 10° UFC/mL, em leite UHT e
alguns derivados (SGRHAUG; STEPANIAK, 1997). Considerando essa referéncia mais
rigorosa para a contagem de psicrotréficos, ou seja, de 10> UFC/mL, apenas as amostras
de duas empresas encontravam-se abaixo deste valor, enquanto que as cinco restantes
estavam acima.

Considerando as contagens de microrganismos psicrotroficos, observa-se que, as
amostras de trés empresas (A, B e E) apresentaram contagens inferiores, indicando uma
melhor qualidade da matéria-prima destas industrias, apresentando relacdo coerente com
as contagens de aerébios mesofilos, pois, foram as que obtiveram também menores
contagens (Tabela 6).

Em experimento conduzido por Pinto, Martins e Vanetti (2006), em que
coletaram amostras em silos de inddstrias, variando entre 5,6 x 10° e 6,4 x 10° UFC/mL,
um pouco maior que o ocorrido nessa pesquisa que foi de 1,9 x 10* e 5,7 x 10°
UFC/mL. Contagens mais elevadas de microrganismos psicrotréficos foram constatadas

por Silva (2003) em seu trabalho, o qual, amostras provenientes de silos de industrias
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processadoras de leite UAT dos Estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul e Goids com
contagens que variaram entre 1,4 x 10° e 8,8 x 10’ UFC/mL, sendo detectadas
diferencas significativas em funcéo do local (Estado) e estacdo do ano.

De acordo com Brasil (1980), estabelece um controle da contaminagdo da
microbiota psicrotrofica de tal forma que, sua contagem ndo exceda a 10% do numero
total de AM. Considerando isto, apenas a industria E, que obteve a menor contagem,
estava dentro desse limite para os psicrotréficos. Isso indica que, a maior parte das
amostras que estavam estocadas nos silos industriais ndo atendeu ao padréao estabelecido
por Brasil (1980), assinalando que, as condicdes higiénicas de producdo e de
armazenamento, de transporte e de refrigeracdo nas diferentes etapas da cadeia
produtiva do leite, ndo estavam adequadas para minimizar a contamina¢do microbiana e

0 crescimento de microrganismos psicrotroficos.



57

5.1.2 Leite UAT

Além do isolamento realizado para posterior identificacdo da microbiota do leite
produzido em Goiés e daqueles resistentes ao tratamento UAT, foi possivel a realizacao
da avaliacdo de qualidade para este produto lacteo ao longo de sua vida-de-prateleira.
As condigdes de processamento nos sete laticinios em que foram coletadas as amostras
estdo indicadas na Tabela 7, juntamente com as avaliagfes quantitativas e qualitativas
das amostras de leite UAT.

Tabela 7. Resultados das avaliagfes quantitativas e qualitativas de amostras de leite

UAT de sete indUstrias no Estado de Goids no ano de 2008.

N° de Sistema de Condicbes de Amostras em Amostras
IndGstria  amostras Aguecimento processo desacordo com contaminadas
analisadas  (tipo de trocador) a legislacao (m.o’s

termorresistentes)

T(C°C) T(s) N° % Ne %

A 6 Direto (injecao 139 3 1 16,6 4 66,6
de vapor)

B 6 Direto (injecéo 140 6 0 0 4 66,6
de vapor)

C 6 Direto (injecéo 140 3 0 0 2 33,3
de vapor)

D 6 Direto (injecéao 145 3-4 0 0 3 50,0
de vapor)

E 6 Direto (injecéo 142 3-4 0 0 6 100,0
de vapor)

F 6 Indireto (placa) 143 4 0 0 3 50,0

6 Direto (injecao  148-  2-5 0 0 6 100,0

de vapor) 152
Total 42 - - - 2 2,4 56 66,6

Segundo a Tabela 7, ndo ha condi¢bes de correlacionar a contagem de
microrganismos com o sistema de aguecimento, pois, todos 0s sistemas, com excecao
do primeiro, ndo apresentaram contagem acima do estabelecido por legislagéo, para

aerObios mesofilos e, considerando microrganismos termorresistentes esporulados,
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todos apresentaram desenvolvimento. Em trabalho realizado por Zacarchenco et al.
(2000), encontrou que, os sistemas por aquecimento direto, apresentaram melhores
resultados para contagem destes microrganismos.

O resultado da avaliacdo da qualidade microbiolégica do leite UAT mostrou que
apenas 2,40%, ou seja, uma amostra; estava fora do maximo permitido pela legislacdo
nacional vigente para estes microrganismos, que é de 100 UFC/mL, conforme Brasil
(1997).

O resultado encontrado neste trabalho foi melhor do que o obtido por Coelho et
al. (2001) que, das 40 amostras analisadas, apenas 15, ou seja, 37,5% estavam dentro
deste padréo permitido para AM. Em outra pesquisa, conduzida por Zacarchenco et al.
(2000) resultou em uma percentagem maior, em um total de 100 amostras analisadas,
45,0% estavam em desacordo com a legislacdo. Essas discrepancias podem ser
explicadas pela aparente melhoria da qualidade da matéria-prima por causa da
implantacdo da IN 51 em 2006 pelo MAPA, que estabeleceu limites de contagem para
este grupo de microrganismos em leite cru, ja que, anteriormente ndo havia limites,
melhorando dessa forma a qualidade microbiologica do leite UAT processado
(BRASIL, 2002; MILKPOINT, 2008).

Outra possivel melhoria deste leite pode ser devido ao Sistema UltraFresh™,
visto que, além da melhoria sensorial relatada por algumas empresas, existe a
possibilidade do tratamento térmico ser mais eficiente na destruicdo dos
microrganismos (MILKNET, 2009; TETRAPAK, 2009). Avaliando o tempo de
estocagem dessas amostras, ndo houve um padrdo de desenvolvimento, pois; houve
oscilagbes quanto a contagem de aerobios mesoéfilos durante todo o periodo em que
foram analisadas as amostras de todas as marcas (Figura 5).

Em outro estudo realizado no estado de Sao Paulo (BARROS et al., 2006), em
que 65 amostras de leite UAT foram coletadas e analisadas, observou-se que, 10,76%
das amostras estavam em desacordo com o0 maximo de AM estabelecido pela legislacdo
nacional, um resultado um pouco maior que o encontrado neste trabalho, porém bem

menor que de outros trabalhos comentados acima.
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Figura 5. Analise de AM em leite UAT durante a vida-de-prateleira.

Considerando a presenca de microrganismos termorresistentes; como o BSP (B.
sporothermodurans), verificou-se que 66,7% das amostras estavam contaminadas com
este tipo de microrganismos. Este valor € mais alto que o encontrado por Busatta et al.
(2005), que encontrou o oposto, em 44 amostras (36,5%) estavam contaminadas.

Esta alta contaminacdo por este tipo de microrganismo pode ser devido a ma
higienizacdo de equipamentos envolvidos no processamento UAT podendo ocorrer
contaminacdo no produto final. Ainda, esta contaminacdo pode ser devido ao erro
operacional, apesar de todo cuidado microbiolégico no preparo dos meios e de
manipulacao.

Resultado semelhante foi obtido em estudo realizado por Montanari et al.
(2004), que, de 199 amostras coletadas, em um periodo de dois anos, 62,81% obtiveram
algum desenvolvimento de microrganismos termorresistentes.

Levando em conta, a contagem de microrganismos termorresistentes, ao longo
da vida de prateleira do produto, observou-se que, assim como ocorreu na contagem
para AM, houve oscilacdes nesta contagem. A explicacdo para este fato é que os
esporos que sobreviveram ao tratamento térmico, podem ter se desenvolvido ao longo
do tempo em momentos diferentes, assim; ocasionando diferentes contagens ao longo
de todo o tempo, oscilando, como ocorreu nesta pesquisa (PETTERSSON et al., 1996).

O BSP parece resistir as condi¢des de tempo e temperatura de processamento
térmico empregadas atualmente no sistema UAT, pelo método de injecdo de vapor, fato
que desperta preocupacdo pela possibilidade de prejuizos com a condenacéo de lotes do

produto, acrescida do fato do consumo de leite em embalagens laminadas (tipo “longa
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vida”), aumentou significativamente no Brasil, conforme dados da Associagédo
Brasileira de Leite Longa Vida (ABLV, 2008). Como relatado durante a pesquisa
bibliogréfica deste trabalho, assim como mencionado por Zacarchenco et al e Busatta et
al., por se tratar de um problema relativamente recente, hé escassez de dados técnicos a
respeito desta bactéria na literatura internacional e nacional, principalmente com relacéo
a seu comportamento, suas caracteristicas fisiologicas e bioquimicas, mecanismos do
processo de deterioracdo dos produtos, sua resisténcia térmica, caracteristicas
ecoldgicas, niveis de contaminacdo e técnicas de isolamento, necessitando de mais

estudos.
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5.2 IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

5.2.1 Microrganismos Psicrotroficos

Conforme a coloracdo de Gram, dos 70 isolados, provenientes de leite cru
refrigerado nesta pesquisa, observou-se a predominancia no isolamento de bactérias
Gram - positivas, com 82,85% resultado este, que difere do obtido em outros estudos,
que mostram que bactérias Gram-negativas sao as consideradas mais fregqlientemente
isoladas em leite cru refrigerado (ARCURI et al., 2008; ENEROTH et al., 1998).

Considerando a morfologia dos isolados, a maior parte foi de bastonetes,
representando 58,6% dos isolados e destes a maior parcela foi de Gram - positivos
(68,3%). Na Tabela 8, encontra-se a propor¢do de microrganismos Gram - positivos e

Gram - negativos quanto a sua morfologia.

Tabela 8. Identificacdo morfoldgica e tintorial de microrganismos isolados de leite cru
refrigerado.

Morfologia Coloracéo de Gram (n*/96°) Total
Gram + Gram -

Cocos 28/100% - 28/40,0%
Bastonetes 28/68,3% 13/31,7% 41/58,6%
Outros® 1/100% - 1/1,4%

Total 57/81,43% 13/18,57% 70/100%

'n° de isolados, “percentagem, *Levedura.

Foi realizada a identificacdo dos microrganismos psicrotroficos isolados do leite
cru refrigerado em nivel de género conforme o Manual Bergey de Identificacdo
Bacteriana (92 edicdo, 1994), sendo representado na Tabela 10.

O resultado da caracterizacdo de microrganismos por testes bioquimicos
segundo o Manual Bergey possibilitou identificar 6 grupos de isolados no leite

produzido no Estado de Goias, sendo:
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e Grupo 4 - constituido pelos microrganismos em forma de bastonetes/cocos
Gram - negativos aerobios/microaerofilos. Alguns exemplos desse grupo séo
Acitenobacter, Pseudomonas e Acetobacter.

e Grupo 5 - este grupo € formado pelos bastonetes Gram - negativos,
anaerobios facultativos. Exemplos desse grupo sdo o0s microrganismos da
familia Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, tais como Klebsiella e

Aeromonas respectivamente.

e Grupo 17 - formado pelos cocos Gram - positivos. Alguns microrganismos
que fazem parte deste grupo sdo o Micrococcus, Staphylococcus e

Streptococcus.

e Grupo 18 - constituido pelos microrganismos Gram - positivos formadores
de esporos, sejam eles em forma de bastonetes ou cocos. Os principais

microrganismos deste grupo séo o Bacillus e o Clostridium.

e Grupo 19 - composto por bastonetes regulares, Gram - positivos néo
formadores de esporos. Exemplos desse grupo séo Lactobacillus e Listeria.

e Grupo 20 — este grupo é formado pelos bastonetes irregulares Gram -
positivos ndo formadores de esporos. Alguns microrganismos que fazem

parte desse grupo sdo Actinomyces, Corynebacterium e Propionibacterium.

Como pode ser visto na Tabela 10, os microrganismos mais isolados foram,
Staphylococcus spp. e Corynebacterium spp., seguido de Bacillus spp. e Streptococcus
spp. Apenas 3 (4,28%), dos 70 isolados foram identificadas como Pseudomonas spp.,
valor menor do que o referido em muitos trabalhos que isolaram microrganismos
psicrotroficos em leite cru refrigerado; como o realizado por Eneroth, Ahrné e Molin

(2000) que observaram que 72 a 77% dos isolados eram do género Pseudomonas spp.
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Tabela 9. Caracterizagdo das colonias isoladas em leite cru refrigerado produzido em
Goiés no ano de 2008.

Cultura Numero de  Percentagem Grupo a que
isolados (n) (%) pertence*
Staphylococcus spp. 15 21,43 Grupo 17
Klebsiella spp.* 2 2,85 Grupo 5
(Enterobacteriaceae)
Bacillus spp. 9 12,85 Grupo 18
Corynebacterium spp. 15 21,43 Grupo 20
Pseudomonas spp. 3 4,28 Grupo 4
Streptococcus spp. 9 12,85 Grupo 17
Micrococcus spp. 3 4,28 Grupo 17
Enterococcus spp. 1 1,43 Grupo 19
Aeromonas spp.*? 4 5,70 Grupo 5 (Vibrionaceae)
Shigella spp./Yersinia 3 4,28 Grupo 5
spp.*? (Enterobacteriaceae)
Lactobacillus spp.** 1 1,43 Grupo 19
Oscillospira spp. 1 1,43 Grupo 18
Grupo do Bacillus spp. 3 571 Grupo 18
Levedura 1 1,43 -
Total 70 100,00 -

*Conforme Manual Bergey. ® Através dos testes bioquimicos realizados, foi possivel
identificar a espécie (** K. pneumoniae, % A. veronii e A. salmonicida — duas colonias

isoladas de cada, ** S.sonnei ou Y.pestis, ** L. fermenti).

Em outro trabalho mais recente realizado na regido da Zona da Mata em Minas
Gerais, por Arcuri et al. (2008), dos 308 isolados de microrganismos psicrotréficos, dos
250 que foram identificados como Gram - negativos, a maioria foi identificada como
Pseudomonas spp., representando 43,2% dos isolados e destas, 87,0% foram
identificadas através dos Kkits APl 20E como sendo Pseudomonas fluorescens.
Resultados semelhantes foram obtidos por Jayarao e Wang (1999) em que, dos 234
isolados de leite cru, dos 205 isolados que puderam ser identificados, 49,6% foram

identificados como Pseudomonas spp. O mesmo ocorreu com experimento conduzido
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por Pinto, Martins e Vanetti, os quais dos 153 isolados, 66 (43,14%) pertenciam ao
género Pseudomonas spp.

Umas das explicacGes para tamanha diferenca pode ser devida a microbiota
autoctone do leite cru produzido no Estado de Goiéds neste periodo, podendo levar a
predominancia de outros tipos de microrganismos psicrotréficos, apesar de que, de
acordo com Muir (1996), espécies do género Pseudomonas sdo mais comuns em leite
cru refrigerado, representando em torno de 50%, pois seu tempo de geracdo é menor que
de outros grupos de microrganismos, contudo, este crescimento, se torna mais eficiente,
apos 72h de refrigeracdo do leite cru, tornando os psicrotroficos predominantes na
microbiota do leite cru refrigerado (SANTOS; FONSECA, 2003).

Outra possivel explicacdo foi a refrigeracéo do leite ter sido submetida a menos
de 72h, em que, a Pseudomonas spp. nao ter apresentando um crescimento mais
eficiente, bem como alguma possivel falha no processo de refrigeracdo desse leite cru
até sua chegada a industria, visto que, temperaturas maiores, proporcionarem melhor
meio de crescimento de outros microrganismos, como 0s aerébios mesofilos, por
exemplo, Staphylococcus aureus (ARCURI et al., 2008; COUSIN, 1982; MORENO;
VIALTA; VALLE, 2002; MUIR, 1996; CUNHA; BRANDAO, 2000; PINTO et al.,
2006; SANTOS et al., 2009; SANTOS; FONSECA, 2003).

Pode-se ver também, que neste trabalho isolou quantidade menor de colbnias,
pois somente foi possivel realizar uma repeticdo com o leite cru de cada laticinio, o que
pode ter influenciado também no resultado; no entanto, como todas sédo baseadas na
proporcdo em percentagem de coldnias isoladas, esta hipotese, talvez possa ser

descartada.

5.2.2 Microrganismos Termorresistentes

Segundo os resultados da coloracdo de Gram, dos 157 isolados de leite UAT, a
maior parte, 63,70% foi de microrganismos Gram - positivos (Figura 10). Quanto a
morfologia, apenas 52,87% dos isolados foram identificados como bastonetes (Figura
11), destes, apenas 37,35% foram Gram-positivos, dos quais foram submetidos a provas
de identificacdo, a fim de identificar de B. sporothermodurans (BSP).

Na Tabela 10 encontra-se a relacdo entre microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos quanto a sua morfologia. Com relacdo a identificacdo, separaram-se 0s
bastonetes Gram-positivos, devido a importancia destes em alimentos submetidos a
processos térmicos rigorosos (JAY, 2005; PETTERSSON et al., 1996; SCHELDEMAN
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et al., 2006), como € o caso do leite UAT; com a intencdo de identificacdo de BSP, de
acordo com Brasil (2003).

Tabela 10. Identificacdo morfoldgica e tintorial de microrganismos isolados de

leite UAT.
Morfologia Coloracéo de Gram (n%/9%°) Total
Gram + Gram -

Cocos 56/91,80% 5/8,20% 61/38,85%
Bastonetes 31/37,35% 52/62,65% 83/52,87%
Outros® 11/100% - 1/8,28%

Total 100/63,70% 57/36,30% 157/100%

Tno de isolados, “percentagem, *Leveduras e coco-bacilos.

Das 157 coldnias isoladas de leite UAT, como pode ser observado na Tabela 11,
apenas 31 (37,35%) isolados foram identificados como bastonetes Gram-positivos,
portanto, apenas nestes isolados foram realizadas provas bioquimicas segundo Brasil
(2003), para identificacdo de B. sporothermodurans (BSP). Além deste, também foi
considerado trabalho realizado por Pettersson et al., (1996), sendo o primeiro trabalho a
nomear este microrganismo, apenas um (3,25%), dos 31 isolados submetidos a
identificacdo, foi identificado como este microrganismo, uma quantidade abaixo do
esperado.

Contudo, através da cepa adquirida da Fundacdo André Tosello (FAT), de
identificacdo CCT 6247, DSMZ 10599, cujo codigo foi 0 mesmo que Pettersson et al.
(1996) enviou ao banco de culturas da Alemanha; obtiveram-se alguns resultados
diferentes quanto a fermentacéo da glicose e crescimento em anaerobiose, apresentando
resultado positivo e presenca de crescimento, respectivamente. Novos testes foram
realizados e 0 mesmo sempre foi obtido.

Devido a isso, foram consultados profissionais da FAT para realizacdo destes
testes em seus laboratdrios, pois; poderia ter ocorrido contaminacdo através do
manuseio, Vvisto que, neste experimento, muitos microrganismos foram necessarios na
conducdo deste. Contudo, chegou-se aos mesmos resultados obtidos por este trabalho,
havendo desacordo com o relatado pela literatura quanto ao seu desenvolvimento em
anaerobiose e fermentagdo da glicose. Foi relatado também que este microrganismo tem

sido utilizado e pedido por diversas instituigdes, e nenhum problema grave foi relatado
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por ela, mas ainda é possivel que as condigdes do teste, principalmente o meio de
cultura utilizado possa explicar parcialmente estas variagdes segundo Scheldeman et al.
(2006).

Levando em consideracdo tal fato, ja que Montanari et al. (2004), com cultura de
BSP DSMZ 10599 (a mesma utilizada), também foi capaz de produzir acido através da
fermentagdo da glicose. Entdo, foi realizada uma nova caracterizagédo, baseando-se nos
resultados que a cultura de BSP obtida tenha atravessado por alguma alteracdo
metabdlica ou mutacdo. Entdo, obteve-se um resultado de dois (6,45%) isolados como
sendo BSP dos 31 submetidos a identificagdo, ndo alterando muito o resultado. Em
mesma pesquisa, em um periodo de dois anos, obtiveram 199 amostras de leite UAT
(UHT) e isolaram 248 bactérias, também em &gar BHI, as quais foram identificadas
como B. sporothermodurans, utilizando técnica de biologia molecular na sequéncia 16S
rRNA, porém; 13 cepas foram identificadas com comportamentos bioquimicos um
pouco diferente.

Alteracdo nas caracteristicas metabolicas do BSP foi constatada por varios
autores, (KLIJN et al., 1997; MONTANARI et al., 2004; PETTERSSON et al., 1996),
dificultando a identificacdo fenotipica correta deste microrganismo, até por kits como o
API 50 CHB, sendo explicada pelo pobre crescimento deste; com excecdo da hidrélise
da esculina, que é positiva. Isto por causa da enorme diversidade genética deste
microrganismo, que em pesquisas mais recentes (GUILLAUME-GENTIL et al., 2002;
MONTANARI et al., 2004; VAEREWIJCK et al., 2001), demonstra ndo apresentar as
mesmas descri¢des relatadas por Pettersson et al. (1996), os quais foram isolados muitos
instaveis de leite UAT, de acordo com Scheldeman et al. (2006).

Por causa disso, sdo necessarios métodos mais definitivos, como as varias
metodologias de biologia molecular, para a identificacdo mais correta possivel deste
microrganismo, tais como utilizacdo de técnicas de tipagem baseadas em PCR baseado
no 16S rDNA, amplificacdo polimérfica aleatéria do DNA, elementos palindromicos
extragénico repetitivos (REP-PCR) e ribotipagem (GUILLAUME-GENTIL et al., 2002;
KLIJN et al., 1997; SCHELDEMAN et al., 2002; SILVA et al., 1998).

Trabalho conduzido por Busatta, Valdruga e Cansian (2005) em que analisaram
44 amostras de leite UAT no Rio Grande do Sul, 16 destas ou 36,5%, apresentou-se
contaminadas com o BSP, no entanto, apenas foi analisado microscopicamente quanto a
coloragdo e morfologia. Levando em consideragdo apenas este aspecto, valor muito

semelhante seria encontrado, aos quais 37,35% dos isolados apresentaram morfologia
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semelhante ao relatado por Pettersson et al. (1996), ou seja, forma de bacilos longos e
filamentosos com coloragdo Gram - positiva desigual.

Em outra pesquisa, realizada por Zacarchenco et al. (2000) 300 coldnias foram
isoladas em agar BHI-E e identificadas segundo morfologia tipica, teste de oxidase,
fermentacdo de glicose até 72h e até 7 dias e hidrolise de esculina, e a maioria (87,4-
100%) apresentaram-se segundo relatado pela literatura (PETTERSSON et al., 1996),
com excecdo da fermentacdo da glicose em 7 dias, obtendo um resultado inferior, de
11,9-17,6%.

O BSP ¢ de descoberta relativamente recente, relatado no final da década de 80 e
inicio de 90, sendo os primeiros relatos na Italia, Austria e Alemanha e depois se
alastrou pela Europa e outros continentes como América do Sul e Asia (GUILLAUME-
GENTIL et al., 2002; SCHELDEMAN et al. 2006). Conhecido preliminarmente como
“Highly Heat-Resistant Spores” (HHRS ou HRS), ou seja, microrganismos produtores
de esporos altamente resistentes ao calor; mas definitivamente foi nomeado por Bacillus
sporothermodurans (BSP) um pouco mais tarde, em 1996 por Pettersson et al. (1996).

Foi isolado pela primeira vez em leite UAT e leite esterilizado, porém pode estar
presente em outros produtos, tais como creme de leite UAT, achocolatados dos mais
diferentes tipos, leite em po e leite evaporado ou reconstituido (KLIJN et al., 1997).
Relata-se que, o melhor isolamento para esse microrganismo em leite UAT é o meio
BHI, j& que em leite cru, este isolamento é dificil, pois devido a alta competicdo
microbiana e suas caracteristicas de pobre crescimento, torna dificil seu isolamento,
apesar de ja ter sido relatado o isolamento (SCHELDEMAN et al., 2002). Melhor
selecdo ainda seria suplementando com vitamina B, e/ou autoclavar (em torno de 120-
121 °C) a amostra por 5 minutos ou entdo aquecé-la a 100 °C por 30-40 minutos.
Depois realizar o plagueamento e incubar a 35 + 2 °C por 48 horas (PETTERSSON et
al., 1996; SCHELDEMAN et al., 2006). Em pesquisa realizada por Zacarchenco e
Leitdo (1999), constataram que, a adi¢do de esculina e o plagueamento por superficie
obtiveram melhor resultado para o isolamento do BSP.

O baixo isolamento do BSP em leite UAT neste trabalho talvez seja por causa
desta falta de suplementacdo com vitamina Bj, ou ainda pela esculina, segundo
identificacdo realizada.

A fonte de contaminacdo deste microrganismo, segundo alguns pesquisadores,
estd relacionada com a alimentacdo dos animais, como silagem, feno, capim e

principalmente alimentos concentrados, conhecido como ragdo; com isso, pode ocorrer
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a contaminacdo no leite cru. Outra forma de contaminagdo por esse microrganismo € na
industria através do reprocessamento de produtos contaminados, como leite em po e
lotes de leite (VAEREWIJCK et al., 2001; SCHELDEMAN et al., 2002).

Filogeneticamente o BSP é muito préximo de outros Bacillus, como B.
oleronius, B. lentus, B. firmus e B. benzoevorans e é altamente resistente (esporos),
possuindo valores para D14 de 3,4 a 7,9 segundos, dependendo da estirpe analisada,
mais ainda que o Geobacillus stearothermophilus (formalmente conhecido por B.
stearothermophilus) por ser um dos microrganismos que produzem um dos esporos
mais termorresistentes, que possui um D140 de 0,9 segundos (SCHELDEMAN et al.,
2006; HUEMER et al., 1998).

O maior problema relatado em relacdo a este microrganismo seria 0 aumento da
contagem total, podendo ultrapassar o limite estabelecido por legislacdo, tanto nacional
como internacional (por exemplo, na Europa), com probabilidade de prejuizos
econémicos, por condenacdo do lote em que estiver em desacordo, ja que foi relatado;
ndo ser patogénico, nem alterar, normalmente a estabilidade e a qualidade sensorial do
produto (BARROS et al., 2006; BUSATTA; VALDRUGA; CANSIAN, 2005; KLIJN et
al., 1997; SCHELDEMAN et al., 2006; ZACARCHENCO et al., 2000).

5.3 DESENVOLVIMENTO DE FILME ATIVO

5.3.1 Atividade da nisina na inibi¢do do microrganismo B. sporothermodurans
(BSP)

Os resultados obtidos nos testes de avaliacdo do halo de inibicdo mostraram
efetividade antimicrobiana, porém, ndo proporcionalmente a concentracao da solucao de
nisina, ndo havendo diferenca estatistica significativa pelo teste de Tukey (0=0,05),
apesar de os halos formados pela maior concentracdo testada (5%), visualmente serem
maiores.

As Figuras 6 a 8 ilustram o halo de inibicdo do crescimento do BSP, com
medida do halo ap6s 24h. Na Tabela 11 encontram-se as dimens6es dos raios dos halos

de inibicdo do crescimento do BSP nas diferentes concentracfes testadas.
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Controle Controle (com HCI)

Figura 6. Teste do halo em disco de papel-filtro sem adigédo de solugéo de nisina.

Solucdo com 0,5% de nisina Solucao com 1,0 % de nisina

Figura 7. Teste do halo de inibicdo do BSP, em disco de papel-filtro com solucéo
de nisina (concentractes de 0,5 e 1,0%).

Solucao com 5,0 % de nisina

Figura 8. Teste do halo de inibigdo do BSP em disco de papel-filtro com solucéo de
nisina (concentracgdo de 5,0%).
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A formacdo do halo em testes de acdo antimicrobiana é dependente da difuséo
do antimicrobiano e da velocidade de crescimento do microrganismo; sendo estes
parametros influenciados pelo estado fisiologico da cultura indicadora, umidade do agar
e difusdo do antimicrobiano antes do inicio do crescimento do(s) microrganismo(s)
estudado(s) (TOLEDO, 2000; MELO, 2003).

Tabela 11. Dimensdes do halo de inibi¢do do crescimento do BSP em meio BHI com
papel-filtro inoculado com diferentes concentragdes de nisina.

Concentracao de nisina no papel-filtro (%)

Controle 1  Controle 0,25% 0,5% 1,0% 5,0
2 %
Raio do halo (mm)  (x £s)* (xxs)! (x £s)* (x s)* (xxs)'  (x
s)t
Bacillus 00+£0,0* 0,0£0,0* 131% 14,4 + 152+ 16,5

sporothermodurans 0,02° 0,04° 0,08°

! Média de trés repeticdes em quintuplicata; Controle 1 — somente disco de papel-filtro;
Controle 2- com solucédo de HCI 0,01M. Médias seguidas de letras diferentes na mesma

linha diferem estatisticamente (Tukey, a=0,05).

Em experimento conduzido por Pirttijarvi et al. (2001), a fim de verificar o
efeito da nisina sobre diversas espécies de Bacillus, inclusive o BSP, em amidos
industriais; verificou-se que, a maioria dos Bacillus (B. coagulans, B.
sterothermophilus, B. flexus, B. spothermodurans, entre outros) foram inibidos por
concentracdes muito baixas de nisina, em torno de 0,025 a 0,125 pg de nisina mL™, que
foi espalhado pela superficie do agar.

Portanto, assim como foi verificado nesse trabalho, por meio destes testes, existe

acdo antimicrobiana da nisina sobre o crescimento do BSP.

5.3.2 Selecdo do filme incorporado com nisina
Por ndo ter sido observado diferenga significativa entre as diferentes
concentracdes de nisina sobre o BSP, foi utilizada as concentragdes de 0,5; 1; 5 e até

10% para o teste do halo, enquanto que para o teste de inibigdo da curva de crescimento
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a concentracdo selecionada foi a intermediéria dos filmes produzidos, ou seja, de 5% de
nisina (0,2 g de nisina em 4 g de acetato), alcancando uma concentracgdo final média de
50 mg de nisina por grama de acetato, para realizacdo dos testes com os filmes. Nesta
concentracdo o filme apresentou-se com coloragdo esbranquicada, boa flexibilidade e

baixa resisténcia ao rasgo.

5.3.3 Agdo antimicrobiana do filme pelo método de difusdo em disco

Os resultados obtidos nos testes de avaliagdo do halo de inibicdo ndo mostraram
efetividade antimicrobiana nas concentragfes de nisina testadas do filme incorporado
com nisina, contudo, onde estava localizado o disco, ndo houve desenvolvimento
microbiano, ou seja, apresentou inibicdo contra 0 BSP apenas por meio de contato
(Figuras 15 e 16).

Isto indica que ndo houve migracdo/difusdo da nisina do filme para a superficie
do meio, ndo ocorrendo a formacdo do halo como era esperado, apesar da agdo
antimicrobiana conhecida da nisina contra varios microrganismos patogénicos, como
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp., Salmonella spp.
dentre outros, seja ela associada ou ndo com outras substancias e/ou tratamentos fisicos,
(FANG; CHEN; CHEN, 1997; LOPEZ-MENDOZA; RUIZ; MATA, 2007;
RODRIGUEZ et al., 1997; TU; MUSTAPHA, 2002). A nisina também apresenta ac&o
contra Bacillus spp., inclusive contra o B. sporothermodurans, e até mesmo contra
esporos (MANSOUR et al., 1998; McAULIFFE et al., 2001; NISSEN et al., 2001;
PIRTTIJARVI et al., 2001; POL; SMID, 1999; RAHEEM; SARIS, 2009).

Controle Filme com 0,5% de nisina

Figura 9. Teste do halo de inibigdo com filmes sem e com 0,5% de nisina.
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Filme com 1,0%% de nisina Filme com 5,0% de nisina

Figura 10. Teste do halo de inibicdo com filmes com 1,0 e 5,0% de nisina.

Sabe-se que, a formacdo de halo é dependente da difusdo da bacteriocina e da
velocidade de crescimento do microrganismo, em que, tais parametros sao influenciados
pelo estado fisiolégico do microrganismo, umidade do agar, tempo de difusdo do agente
antimicrobiano anterior ao inicio do crescimento de cultura e do préprio meio de cultura
(TOLEDO, 2000). Com isso, o crescimento do microrganismo em um meio rico, teria
sua velocidade aumentada, como no meio BHI, ndo permitindo que a nisina fosse
difundida pelo agar, a tempo de inibir o desenvolvimento microbiano e assim nao
formando halo.

Em experimento realizado por Scannell et al. (2000), ocorreu resultado
semelhante, ao qual imergiram os filmes de polietileno/poliamida e celulose em solugéo
de nisina, para que ocorresse adsorcdo desta para os filmes. Foi verificado que o filme
de polietileno/poliamida apresentou inibicdo no crescimento do microrganismo
indicador somente na superficie de contato com o meio de crescimento, assim como
ocorreu nessa pesquisa; contudo, somente o filme de celulose apresentou formacao de
halo, o que ndo ocorreu nesse trabalho.

Trabalho realizado por Melo (2003), em que visava também verificar a
eficiéncia antimicrobiana de filme de acetato de celulose incorporado com nisina, porém
avaliando-se crescimento de Staphylococcus sp., observou que também ndo houve
formacdo de halo, utilizando pedagos com 1,5 x 1,5 cm, em meio BHI. Entretanto,
utilizando-se outros meios como PCA e Baird-Paker, observou-se a formacéo de halo.
No entanto, uma concentracdo bem maior foi utilizada, sendo a utilizada para o teste de

50% de nisina.
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5.3.4 Acéo antimicrobiana do filme por inibi¢cdo da curva de crescimento em meio
liquido
Os resultados obtidos nos testes de inibicdo da curva de crescimento podem ser
observados na Figura 11. Utilizando-se a regressao linear da fase exponencial da curva
de crescimento, foi possivel calcular as respectivas velocidades especificas de
crescimento microbiano (u) e avaliar se houve aumento ou ndo da fase lag. Na curva, a

sigla BSP representa o crescimento do microrganismo sem filme.

2,0000

1,0000

0,0000
-1,00000:8
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-4,0000
-5,0000
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Ln (absgaonm)

Tempo (horas)

—— Filme Controle = B SP
Filme Nis.5% 1:1 Filme Nis.5% 1:2
—#— Filme Nis 5% 14

Figura 11. Curva de crescimento de B. sporothermodurans em meio BHI, na
presenca de filmes com diferentes concentragdes/area incorporado

com nisina.

Os resultados obtidos nas curvas de crescimento foram avaliados pela alteracéo
na velocidade de crescimento do microrganismo (), utilizando apenas os pontos que
compdem a parte linear da fase exponencial. A aplicacdo de regressdo linear a estes
pontos permite a obtencdo da inclinacdo da reta e, quanto maior o valor, maior a
velocidade de crescimento. Caso haja algum efeito inibidor do filme sobre a velocidade
de desenvolvimento do microrganismo, o valor de p € diminuido.

Observa-se na Figura 11, alteracBes na curva de crescimento, principalmente
com relacdo a fase lag (ou de adaptacdo) e log (ou exponencial de crescimento),
contudo, apds a estabilizacdo do crescimento do microrganismo, ndo houve diferencas
significativas quanto a populagdo microbiana ao final do tempo (16 horas). No entanto,

levando em consideracdo as velocidades de crescimento, aplincado-se regressdo linear a
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fase exponencial de crescimento do grafico de cinética de crescimento de B.
sporothermodurans (Figura 11), constatou-se que, a velocidade para o filme Tratamento
C (menor concentragéo de nisina), foi a que teve o menor coeficiente (), como pode ser
observado na Tabela 13.

Tabela 12. Media das velocidades especificas de crescimento (u) de B.
sporothermodurans em meio BHI com os diferentes tratamentos dos

filmes de acetato de celulose incorporados com nisina.

Tratamento Média p (h™)*
A 1,5758°
B 1,2784"
C 0,8240°
D 1,5046°
E 2,1027°

*Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey. Legenda: Trat. A = Sem filme; Trat B = Filme controle; Trat. C =
Filme 5% Nisina 1:1; Trat. D = Filme 5% Nisina 1:2; Trat. E = Filme 5% Nisina 1:4.

Os valores da velocidade especifica de crescimento (i) mostraram que,
estatisticamente, a presenca do filme incorporado com nisina influenciou na fase de
crescimento do microrganismo, com excecdo do Tratamento D (concentracdo
intermediaria de nisina), que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) pelo teste de
Duncan, com o tratamento sem filme.

O filme controle (sem nisina), apresentou um L menor que 0s tratamentos sem
filme e 5% de nisina 1:2; enquanto que, o tratamento E (maior concentracdo de nisina),
foi o que apresentou o pior resultado, obtendo o maior p (p<0,05), como pode ser
observado na Tabela 12.

Uma provavel explicacdo para o valor menor, observado no filme controle se
comparado com o sem filme € que algumas coldénias do microrganismo podem ter
aderido ao filme de acetato de celulose, diminuindo a leitura da densidade Otica, pois
com experimentos anteriores, constatou-se que, a porosidade para este filme é de

aproximadamente 100 pm de didmetro, podendo “capturar” microrganismos do meio

(MELO, 2003; SOARES, 1998).
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Outra hipdtese, para os filmes com maior quantidade de cupons, e dessa forma
maior concentracao, seria que, o aumento de cupons dos filmes nos erlenmeyers néao
exerceu acdo, pois; em vez de aumentar a area, esta foi diminuida, j que muitos destes
cupons estavam grudados/enrolados entre si, aumentando a espessura do filme.

Em estudo realizado por Silveira (2005), relacionou-se a espessura do filme com
a eficiéncia do antimicrobiano (acido sérbico), para a conservacao de massa de pastel.
Verificou-se que, o aumento da espessura do filme, ndo necessariamente aumentou a
eficiéncia da atividade do antimicrobiano; pois, 0 aumento da espessura, pode dificultar
a migracdo do agente antimicrobiano para a superficie, ja que, a efetividade depende do
contato direto com 0 microrganismo.

Em trabalho realizado por Melo et al (2006), utilizando filme de acetato
incorporado também com nisina, com concentracdo de 50%, para o controle de
Staphylococcus sp., submetidos a lavagem ou ndo com NaCl, obteve resultado
semelhante neste trabalho, quanto a contagem na fase lag dos tratamentos com filme
serem maiores que o sem filme. Entretanto, considerando a fase log, se observa um
“desaceleramento” proporcionado pelos filmes (controle € com nisina) com
significancia estatistica; semelhante a observada nos Tratamentos B e C desta pesquisa.
Finalmente, considerando o tempo final, ambas pesquisas, obtiveram resultados
semelhantes quanto a populacdo microbiana, sendo que, neste experimento, obteve-se
um resultado ligeiramente menor.

Em mesma pesquisa (MELO, 2003), utilizou-se estes filmes para controle de
Staphylococcus sp. em queijo de coalho com alta contagem inicial deste microrganismo,
os quais foram estocados por 20 dias e analisados em intervalos de 5 dias. Foi
observado uma maior eficiéncia do filme com 50% de nisina, nos primeiros 5 dias,
diminuindo de 1-2 ciclos logaritimicos. Mesmo considerando contagem inicial alta, este
filme apresentou inibicdo, acredita-se que, com contagens inferiores, esta inibicdo seja
maior, proporcionando um aumento na vida-de-prateleira do produto.

Em estudo realizado por Guerra et al. (2005), confeccionou um revestimento de
celofane com nisina que envolveu pedacos de carne, sendo que, através desta
embalagem, obteve reducdo na contagem de microrganismos aerébios mesofilos, cerca
de 1,5 unidade logaritmicas; resultando em aumento da vida de prateleira deste produto
em temperatura de refrigeracéo.

Em pesquisa realizada por Mauriello at al. (2005), foram feitos filmes

antimicrobianos incorporado com nisina com a intengdo de inibicdo de Micrococcus



76

luteus em TSB e em leite cru e pasteurizado. O resultado mais significante foi
observado em leite cru e pasteurizado, com reducdo, respectivamente de; 0,9 e 1,3
ciclos logaritmicos. A liberacdo da nisina do filme foi avaliada em forma de precipitado;
sendo favorecido em baixo pH e alta temperatura.

Em estudo realizado por Coma et al. (2001), utilizando-se adi¢do de nisina em
filmes celuldsicos, constataram que, este filme antimicrobiano inibiu o crescimento de
microrganismos Gram-positivos e em pesquisa feita por Ko et al. (2001) também
registraram atividade antimicrobiana de nisina adicionada a filmes a base de proteina de
soro de leite, que aumentou com a elevagé@o da concentracdo de nisina e com a reducao
do pH; o inverso que ocorreu nesta pesquisa que, com 0 aumento da concentragdo de

nisina, houve diminuicéo da eficiéncia.
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6 CONCLUSAO

- Observou-se alta contagem de aer6bios mesofilos em leite cru refrigerado na maioria
das inddstrias analisadas;

- Os microrganismos mais isolados do leite cru refrigerado de sete industrias do Estado
de Goids foram  microrganismos  Gram-positivos, (Staphylococcus  spp.,
Corynebacterium spp. e Bacillus spp.);

- O leite UAT produzido em sete industrias do Estado de Goias estava em conformidade
com a legislagéo nacional,

- Nas contagens de microrganismos termorresistentes encontrou-se alta percentagem de
contaminacg&o por esporos;

- Apenas dois (6,45%), dos 31 isolados de bastonetes Gram-positivos foram B.
sporothermodurans (BSP) pela identificacdo bioquimica;

- A nisina apresentou eficiéncia na inibicdo do BSP em todas as concentracdes testadas,
mas sem diferenca estatistica significativa;

- O filme incorporado com nisina ndo apresentou eficacia no controle do B.

sporothermodurans - BSP em meio BHI.
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7 SUGESTOES

Como sugestéo para aprimoramento desta pesquisa desenvolvida, alguns pontos podem
ser observados:

v Isolamento de microrganismos termorresistentes visando percentagem maior de
B. sporothermodurans seguindo propostas de suplemento do meio BHI com vitamina
B12 e/ou esculina;

v A fim de uma identificacdo mais apurada, utilizar métodos de identificacdo por
biologia molecular;

v Realizar testes de protedlise e lipdlise dos microrganismos isolados, tanto de
leite cru, como em leite UHT;

v Para confeccdo dos filmes incorporados com nisina, realizar testes em meio
solido e liquido, com concentragdes maiores de nisina, como 20, 30, 40 e 50%;

v Para os filmes ja produzidos, realizar testes em leite e/ou derivados, os quais
foram relatados contaminacdo por B. sporothermodurans, a eficiéncia na contagem
deste microrganismo ao longo do tempo, além de observar se ha alguma deterioracao
do(s) mesmo(s);

v Alterar metodologia de incorporacao da nisina ao filme de acetato de celulose;

v Testar outro agente antimicrobiano na inibi¢éo de B. sporothermodurans.
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APENDICES

Apéndices 1. Tabelas de andlise estatistica.

Apéndice 1.1. Resumo da andlise de variancia da atividade de nisina contra BSP.

Fonte de Grau de liberdade Quadrado Médio Valor de F

variacao (G.L) Solucéo de nisina
Papel-filtro 5 1,79 40,53

Residuo 12 0,04

CV (%) 21,29

Apéndice 1.2. Resumo da andlise de variancia da acdo do filme incorporado com nisina

em meio solido.

Fonte de Grau de liberdade Quadrado Médio Valor de F
variacao (G.L) Solucéo de nisina

Filme 5 109,46 1876,56
Residuo 12 0,05

CV (%) 3,09




Apéndice 1.3. Resumo da andlise de variancia do crescimento do Bacillus

sporothermodurans em meio liquido (fase log).
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Fonte de Grau de liberdade Quadrado Médio Valor de F
variacao (G.L) Solugdo de nisina
Crescimento 4 5,39 2,02
BSP
Residuo 100 2,67
CV (%) 85,18

Apéndice 1.4. Resumo da anélise de variancia do crescimento do Bacillus

sporothermodurans em meio liquido (média da velocidade ).

Fonte de Grau de liberdade Quadrado Médio Valor de F
variacao (G.L) Solucéo de nisina
Crescimento 4 0,579 75,55
BSP
Residuo 10 0,007

CV (%) 5,895
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Apéndices 2 . Fotos do Bacillus sporothermodurans.

Foto 2.1. Crescimento de coldnias de B. sporothermodurans (aspecto macroscépico).

Foto 2.2. Coldnias de B. sporothermodurans em forma de bastonetes, coloragcdo Gram-
positivo (aspecto microscopico).
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Apéndices 3. Figuras de crescimento e regresséo linear aplicada aos tratamentos com e
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Figura 3.1. Crescimento de B. sporothermodurans sem filme.
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Figura 3.2. Crescimento de B. sporothermodurans com filme controle.
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Figura 3.3. Crescimento de B. sporothermodurans com filme incorporado com nisina
(1:2).
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Figura 3.4. Crescimento de B. sporothermodurans com filme incorporado com nisina
(1:2).
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Figura 3.5. Crescimento de B. sporothermodurans com filme incorporado com nisina
(1:4).
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