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1. INTRODUCAO 

Em conseqiéncia do desenvolvimento tecnolégico observado nos ultimos 

anos, como o aparecimento de facilidades para refrigeragao, transporte do leite a 

distancia maiores ou armazenamento do leite por periodos mais longos, o cresci- 

mento e a atividade das bactérias psicrotroficas sao tidos como fundamentais no 

controle da qualidade do leite pasteurizado. 

As bactérias psicrotroficas crescem com relativa rapidez em leite estocado a 

temperaturas em torno de 7°C, constituindo, assim, o principal problema para o 

armazenamento de leite. 
Esses microrganismos foram primeiramente denominados Psicrotroficos por 

EDDY (4), MOSSEL e ZWART (8), em 1960, em substituicao ao termo Psicrofilos, 

dado por Schmidt-Nielsen, em 1902, e amplamente empregado até os dias atuais. 

A nova terminologia define melhor esses microrganismos, que, embora sejam ca- 

pazes de crescer em baixa temperatura, tém nas temperaturas medias, entre 20 e 

30°C, seu 6timo de desenvolvimento (15). 
A medida que a qualidade do leite é aprimorada, a flora bacteriana é altera- 

da, e os padroes bacteriologicos previamente estabelecidos passam a significar 

muito pouco em relação a vida util do leite pasteurizado. A contagem total pelo 

método-padrio de placas e a contagem de coliformes tém sido de pouco valor pa- 
ra predizer a vida util do leite pasteurizado (2, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15). 

WITTHER (16), numa vasta revisao, constatou que a contagem de psicrotrofi- 

cos nao tinha nenhum valor para estimar ou prever a vida util do leite pasteuriza- 

do em condições normais de armazenamento. 

* Recebido para publica¢ao em 17-02-1978. 
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Provavelmente, algumas bactérias psicrotróficas capazes de crescer e causar 
alterações no leite pasteurizado a baixas temperaturas (2 a 7°C) nem sempre con- 

seguem desenvolver-se em ágar-padrão e produzir colônias na contagem de psi- 
crotróficos. Esta poderia ser uma das razões por que a contagem-padrão de psicro- 
tróficos para leite pasteurizado não é bom indicativo da sua vida útil nas tempera- 

turas de refrigeracao comercial usuais. 
HEATHER e VAN DER ZANT (6, 7) observaram que bactérias psicrotroficas 

sobreviventes de tratamento térmico nao sao capazes de crescer em placas com 
agar-triptona-glicose-extrato de levedura, como se usa habitualmente, embora 

crescam no referido agar antes do tratamento térmico. Durante as operagoes de 
limpeza e sanitizacdo nos laticinios, usa-se água quente, porém, isso nao resulta 

em esterilizacao completa dos equipamentos e, provavelmente, a maioria dos psi- 

crotroficos que viriam a contaminar o produto teria, então, sofrido choque térmi- 
co. 

Visando a enumeracao dessas bactérias que sofreram choque térmico, é preci- 
so considerar um requerimento de condigoes diferentes de meio, a fim de que reas- 
sumam o crescimento, o que nao acontece com células normais das mesmas bac- 
térias (3, 6, 7). 

O principal objetivo deste trabalho foi estudar a possibilidade de utilizagao de 

diferentes meios de cultura na determinacao quantitativa de bactérias psicrotrofi- 

cas e testar a significacao do uso do agar-padrao, em comparação aos outros 
meios, na contagem de psicrotroficos em leite e derivados fluidos pasteurizados. 

2. MATERIAL E METODOS 

Este trabalho foi realizado no Laboratdrio de Microbiologia do Instituto de 
Ciéncia dos Alimentos da Universidade de Purdue, West Lafayette, Indiana, 

US.A, em 1974. 

2.1. Fonte das Amostras 

As amostras dos produtos recém-pasteurizados, embalados em pacotes de pa- 
pel especial («paper cartons»), foram obtidas diretamente nos laticinios que abas- 

tecem a area de Lafayette. No primeiro experimento foram usadas amostras de 
leite homogeneizado e pasteurizado que procederam de 4 diferentes laticinios. No 
segundo, empregaram-se 20 amostras de produtos de laticinios, recém-pasteuriza- 
dos, incluindo 10 amostras de leite homogeneizado, 4 de leite desnatado fortifica- 
do, 4 de creme de leite e duas amostras de leite magro, 2%, obtidas de dois latici- 
nios. 

As amostras foram coletadas 24 horas após a pasteurizagao e transportadas 

para o laboratério em caixa de isopor com gelo moido, e imediatamente analisa- 
das. 

2.2. Preparagao dos Meios de Cultura 

Os meios, dgar-padrao, (Standard plate agar) agar-infusao de coração («<heart 
infusion agar»), agar Rogosa (Rogosa agar) e agar-triptona-glicose (tryptone glico- 

se extract agar), foram preparados a partir dos respectivos meios desidratados dos 

Laboratorios Difco, e o agar tripticase-soja (trypticase soy agar) foi preparado a 
partir do meio desidratado dos Laboratorios «Baltimore Biological», segundo as 

instrugoes contidas nos frascos. 

Preparados, os meios foram divididos em porções de 100 ml, colocados em
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frascos de diluição e esterilizados a 121ºC, durante 15 minutos. 

2.3. Preparo da Solução para Diluição das Amostras 

A água de diluição foi preparada com um tampão de fosfato, como recomen- 

dado pela APHA 1972 (1). 

2.4. Exames Bacteriológicos 

No primeiro ensaio, as amostras frescas foram analisadas para obten¢ao da 

contagem total ou global de psicrotroficos. As amostras foram mantidas nas em- 

balagens originais durante o armazenamento a 7°C, tendo-se tomado extremo cui- 

dado para que nao houvesse aumento de temperatura. 
No segundo experimento, as amostras frescas foram analisadas para obtenção 

de contagens de psicrotroficos, usando-se 5 diferentes meios de cultura, agar-pa- 

drao («standard plate agar»), agar-infuso de coração («heart infusion agar»), agar- 
tripticase-soja («trypticase soy agar») e agar Rogosa (<Rogosa agar»). 

2.4.1. Contagem Global ou Total («standard plate count») 

A contagem global foi executada segundo o procedimento recomendado por 
«Standard Methods of Examination of Dairy Products» (1). As placas foram feitas 
em duplicata, tendo sido consideradas as médias das contagens das placas que 

apresentaram de 30 a 300 colonias. A contagem foi expressa em numero de bacté- 

rias por ml. 
Essa contagem foi feita apenas na primeira parte do experimento, quando 

somente 6 amostras foram analisadas. 
Após armazenamento a 7°C, as amostras foram novamente analisadas, apos 7 

e 10 dias, para obtencao da contagem global. 

2.4.2. Contagem de Psicrotrdficos 

As contagens de bactérias psicrotroficas nas amostras frescas e estocadas a 

70C, durante 5 e 10 dias, foram conduzidas de acordo com ~Standard Methods for 

the Examination of Dairy Products» (I). As placas foram feitas em duplicata e, 

quando era usado 1 ml de amostra por placa e nao se observava nenhuma colénia 

visivel após a incubagao, o resultado era anotado como sendo menos de 1 por ml. 

No segundo experimento, as contagens de psicrotroficos foram feitas em 20 

amostras, de acordo com o método-padrao, variando apenas o tipo de agar, como 

descrito em 2.4. As placas foram feitas em duplicata, usando-se diluições 1/10; 

apos a incubacao, todas as colonias visiveis foram contadas com o auxilio de um 

contador de colonias Quebec. Devido ao pequeno numero de bactérias psicrotrofi- 

cas presentes no leite pasteurizado, foram consideradas, para contagem, as placas 

com menos de 30 colonias. 

2.3.3. Analise Estatistica dos Dados 

Foi usado um delineamento fatorial para permitir a analise de variancia dos 

resultados. Os valores de «F» calculados foram testados ao nivel de 10% de signifi- 

cancia (P = 0,10). Os calculos foram feitos por computador, apos codificacao apro- 

priada dos dados usando-se o programa de analise de variancia para desenho fa- 

torial BMDOSY, da secção de computador da Universidade de Purdue.
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No primeiro estudo foram feitas contagens de psicrotróficos de 6 amostras de 
leite fresco homogeneizado e pasteurizado, provenientes dos laticinios A, B e C, 
usando-se 4 diferentes meios de cultura, a saber: agar-padrao («standard plate 

agar»), agar-infusdo de coração (<heart infusion agar»), agar-triptona-glicose 

(«tryptone glucose extract agar») e agar Rogosa (<Rogosa agar»). Neste estudo foi 
usado 1 ml de amostra em cada placa. 

Os resultados das contagens de psicrotréficos com os diferentes meios de cul- 
tura encontram-se no Quadro 1. 

QUADRO 1 - Contagens de psicrotroficos em leite pasteurizado 
com_os meios agar-padrao (AP), âgar-infusão de co- 
ragio (AIC), agar-triptona-glicose (ATG) e agar ro- 
gosa (AR) 

o Laricinos E DA CONTAGEM DE PSICROTROFICOS/ML 

AMOSTRA AP AIC ATG AR 

A 1 <1 17 10 8 

B 2 <1 <1 40 20 

c 3 20 100 15 30 

G 4 <1 10 20 17 

c 5 <1 10 1 30 

D 6 1 20 15 10 

Os resultados indicaram que as contagens usando o agar-padrao foram as me- 
nores, para todas as 6 amostras analisadas. Todos os outros meios de cultura re- 

sultaram em contagens de psicrotroficos maiores que as das placas com agar-pa- 

drao. 
Também foram feitas contagem de psicrotroficos e contagem global ou total, 

para as 6 amostras, bem como contagens após 5 e 10 dias de estocagem das amos- 
tras a 7°C. Os resultados dessas contagens encontram-se no Quadro 2. 

Vé-se, no Quadro 2, que apenas a amostra n.° 3 apresentou mais de 1 psicro- 

trofico por ml na amostra fresca e que, ao final de 10 dias de armazenamento a 
79C, cinco amostras apresentaram contagens de psicrotrofico superiores a 1 x 106 
bactérias/ml, o que é considerado improprio para o consumo. Esses resultados 

confirmam a observacao de WITTHER (16), de que a contagem de psicrotroficos 
nao tem nenhum valor para previsao da vida útil do leite pasteurizado armazena- 

do sob refrigeracao. 
Com o intuito de testar com mais seguranca a eficacia dos diferentes meios de 

cultura para detectar bactérias psicrotroficas em leite e derivados fluidos pasteu- 
rizados, um segundo estudo foi conduzido, usando-se 20 amostras e 5 diferentes 
meios de cultura, conforme descrito em 2.1. 

Nesse caso, usou-se 1 ml da diluicao 1/10 por placa em duplicata. Placas que 

nao apresentavam colonias visiveis eram anotadas como menos que 10 ( < 10) 

por ml. 
Os resultados das contagens encontram-se no Quadro 3. 
As contagens de psicrotroficos em dgar-padrao foram muito baixas nas amos-
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QUADRO 2 - Contagem total e de psicrotróficos em amostras de leite pasteuri- 
zados e contagem total de psicrotróficos apos 5 e 10 dias de es- 
tocagem a 70C 

LATI- Nº DA CONTAGEM TOTAL/ML CONTAGEM DE PSICROTRÓFICOS/ML 

cÍ- Avos- o 5 10 0 5 10 
NIOS TRA  Dias Dias Dias Dias Dias Dias 

A 1 33402 7000ó — 15000 < 15102 200x10° 

A 2 1210 4odoó 2210x20° a 3102 2000x10° 

B 3 1sx10% 3500x10?  5300x10° 20 — 32000x10º  5500x10° 

B 4 10x10? 6x10º s0x10° a sx10? 43x10° 

B 5 aa0?  0,7x10° 3x10° a 0,4x102 — nsao? 

¢ 6 7x10? 5105 300x10° 1 a02 soox10® 

tras frescas: onze das 20 amostras apresentaram <10 bactérias psicrotróficas por 
ml. Esses resultado não concordam com os obtidos por OLIVEIRA (9), que encon- 
trou pelo menos 15 psicrotróficos por ml em todas as amostras de produtos pas- 
teurizados analisados. 

A análise de variância dos resultados está resumida no Quadro 4; vêem-se ali 

as diferenças significativas entre as contagens das amostras dos dois laticínios e 
diferenças significativas entre as contagens quando diferentes meios de cultura fo- 
ram utilizados. Não foi observada diferença significativa na interação laticínios e 

meio de cultura, o que indica que os meios podem ser usados indistintamente em 
qualquer dos laticinios. 

As médias marginais das contagens de bactérias psicrotróficas para cada 

meio de cultura foram as seguintes: ágar-padrão (AP), 13,25 por ml; ágar-infusão 
de coração (AIC), 123,15 por ml; agar-tripticase-soja (ATS), 60,75 por ml; agar- 

triptona-glicose (ATG), 40,00 por ml; ágar-Rogosa (AR), 57,25 por ml. 
As médias dos resultados indicam que placas com ágar-infusão de coração de- 

ram contagens mais altas de psicrotróficos que qualquer outro meio de cultura 
usado, quando incubadas a 7ºC, durante 10 dias. 

A média marginal das contagens das amostras do laticínio A foi de 31,80 por 

ml; a do laticinio B, 86,00 por ml. 
Na analise estatistica, zero foi usado no lugar de <1 por ml, para que fosse 

possivel a analise dos resultados. 
Em seus estudos, HEATHER e VAN DER ZANT (6, 7) mostraram que as bac- 

térias que sofreram choque térmico ou que estavam dormentes necessitavam de 
alguns nutrientes especificos para readquirirem o vigor. 

O agar-infusao de coração contém mais nutrientes que o agar-padréo, nutri- 
entes estes que promovem a recuperacao das bactérias psicrotréficas que sofre- 

ram choque térmico e que apresentam, em razão disso, maiores e mais consisten- 
tes contagens durante todo o experimento. 

As bactérias que sofreram choque térmico podem ser capazes de crescer em 
determinado meio onde haja maior riqueza em nutrientes e nao crescer num meio 
de cultura mais pobre. 

Tudo indica que o melhor comportamento de certos meios de cultura na de-
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QUADRO 3 - Contagem, em duplicata, de psicrotróficos en leite e derivados fluidos 
pasteurizados, usando como meios de cultura âgar-padrão (AP), Agar-in 
fusão do coração (AIC), agar-tripticase-soja (TS), agar-triptona - gli- 
cose (ATG) e agar Rogosa (AR) 

.. Fm CONTAGENS DE BACTERIAS PSICROTROFICAS/ML 
Nº DA 

ot o — ” ac .s e AR 
NIOS TRA [65] (2) 3) @) L) 

a i 1 10 0 20 10 20 | 
2 10 30 30 10 10 | 

& 7 1 <10 20 50 10 20 | 
2 <10 70 30 10 10 

" 5 1 20 20 10 a0 30 
2 10 100 20 10 20 

i " 1 <10 50 10 10 10 
2 10 %0 10 20 30 | 

X s 1 10 100 10 0 30 | 
2 10 70 o 20 <10 

M ¢ 1 <10 40 30 20 <10 | 
2 10 70 20 50 10 

à * 1 10 100 30 30 30 
2 20 120 30 10 20 

M i 1 <10 so 30 10 70 
2 20 %0 10 20 20 

& g 1 20 20 30 30 50 
2 <10 60 10 < E 

à a 1 <10 120 50 <10 70 
2 20 100 o 0 a0 

" n 1 20 20 110 100 90 
2 10 160 EM 120 110 | 

N ” 1 20 150 70 B0 140 
2 30 100 130 70 190 

" ” 1 <10 <10 40 10 70 
2 <10 50 20 a0 80 

N á 1 <10 10 20 10 30 
2 <10 50 50 20 <10 

" 15 1 <1 110 150 80 ©0 
2 <10 200 180 50 100 

16 1 30 200 80 30 110 
B 2 20 260 100 a0 o 

" ” 1 <10 150 a0 o 100 | 
2 <10 100 70 o 80 | 

. " 1 9 s am an am | 
z EM 670 90 E 160 | 

" 1 0 50 60 110 B0 | 
” 2 10 120 100 150 30 1 

ú 1 10 210 70 3o 70 | 
20 2 <10 120 110 10 a0 | 

AP - Agar-padrio (Standard Method agar) | 
AIC - Agar-infusdo de coração (heart infusion agar) 
ATS - Agar-tripticase-soja (trypticase soy agar) 
ATG - Rgar-triptona-glicose (tryptone glucose extract agar) 
AR - Ágar Rogosa (Rogosa agar). 

| 
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QUADRO 4 - Resumo da andlise de variância para um desenho fa- 
torial com 20 amostras de leite e derivados fluidos 
pasteurizados de dois laticínios, para contagens de 
bactérias psicrotróficas, usando ágar-padrão, agar- 
infusão de coração, agar-tripticase-soja, agar- 
triptona-glicose e agar Rogosa, com duplicatas para 
cada amostra 

F.V. af Q.M. 

Laticinios 1 1468882,00 * 

ResIduo A 18 8684,22 

Meios de cultura 4 65882,00 * 

Laticinios x Meios de cultura 4 9309,50 

Residuo B 72 5749,92 

Duplicatas 100 752,00 

* Significancia ao nivel de 10% 

terminacao de bactérias psicrotroficas nao foi considerado no estabelecimento do 
método-padrao para determinagao desses microrganismos em produtos de latici- 
nios. 

4. RESUMO E CONCLUSOES 

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ci- 
éncia de Alimentos da Universidade de Purdue, West Lafayette, Indiana, U.S.A., 
com os objetivos de estudar a possibilidade de utilizacao de diferentes meios de 
cultura na determinacao quantitativa de bactérias psicrotréficas e avaliar o uso 

do agar-padrao, em comparação aos diferentes meios de cultura, na contagem de 
bactérias psicrotroficas em leite e derivados fluidos pasteurizados. 

No primeiro experimento, utilizaram-se 6 amostras de leite homogeneizado 
pasteurizado, provenientes de 4 laticinios. Um segundo experimento foi conduzido 

com 20 amostras de produtos de laticinios, recém-pasteurizados. Foram feitas 

contagens de bactérias psicrotréficas usando-se os seguintes meios de cultura: 
agar-padrao (AP), agar-infusao de coracao (AIC), agar-tripticase-soja (ATS), agar- 

triptona-glucose (ATG) e agar Rogosa (AR). 
A análise de variancia dos resultados indicou diferenca significativa entre as 

contagens quando diferentes meios de cultura foram utilizados. 
Dentre as conclusoes gerais extraidas deste estudo, as mais importantes fo- 

1. O agar-padrao, recomendado pela APHA, no Standard Methods for the 

Examination of Dairy Products, para determinacéo de bactérias psicrotrofi- 
cas, não é o meio de cultura mais indicado para essa determinagao, princi- 
palmente quando esta sendo utilizado para prever a vida util do leite e deri- 

vados fluidos pasteurizados. 
2. Diferentes meios de culturas utilizados na determinacao de bactérias psi- 

crotroficas em leite e derivados fluidos pasteurizados resultam em conta-
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gens diferentes pelo método-padrão. 

3. O uso do ágar-infusão de coração (AIC), que contém mais nutrientes que o 
ágar-padrão, resultou em contagens bem superiores para as mesmas amos- 

tras; logo, é um meio de cultura mais indicado para previsão da vida útil de 
leite e derivados armazenados sob refrigeração. 

5. SUMMARY 

To determine the suitability of standard methods agar for the enumeration of 
psychrotrophs, standard methods agar, heart infusion agar, tryptone glucose 
extract agar, trypticase soy agar and Rogosa agar were used as the plating me- 

dia. The differences in psychrotrophic counts when the different media were used 
were significant at P = 0.10. The highest counts were observed when heart 
infusion agar was used as the plating medium. This was followed by trypticase soy 
agar, Rogosa agar, tryptone glucose extract agar and standard methods agar. 
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