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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se o binômio temperatura/tempo de 
21 ºC por 25 horas, já validado para enumeração de psicrotróficos em leite, apresenta 
viabilidade para enumeração de termodúricos psicrotróficos, comparando as contagens 
dos psicrotróficos e dos termodúricos psicrotróficos obtidas em cada binômio de tem
po e temperatura de incubação. Foram avaliadas 28 amostras de leite cru refrigerado 
coletadas em tanques de caminhões transportadores na plataforma de recepção de 
um laticínio no norte do Paraná. Foram enumerados psicrotróficos e termodúricos 
psicrotróficos à 7 ºC por 10 dias e a 21 ºC por 25 horas. Para os psicrotróficos, foi 
observado que não houve diferença significativa das contagens comparando os dois 
métodos de incubação (p = 0,46), o coeficiente de correlação entre os métodos foi de 
0,90 e a regressão linear considerada satisfatória. Para os termodúricos psicrotróficos, 
também não foi observada diferença significativa (p = 0,17) nas contagens, porém, 
o coeficiente de correlação entre os dois métodos foi de 0,69 e a regressão linear 
insatisfatória. Foi observada também maior homogeneidade na distribuição dos 
resultados das contagens de psicrotróficos em relação aos termodúricos psicrotróficos. 
Os resultados demonstram que a enumeração de microrganismos termodúricos 
psicrotróficos pela metodologia mais rápida não é adequada, uma vez que o coeficiente 
de correlação e a regressão linear dos métodos são baixos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate whether the binomial temperature/
time of 21 ºC for 25 hours, already validated for enumeration of psychrotrophics in 
milk, presents viability for enumeration of thermoduric psychrotrophic, comparing 
counts of psychrotrophic and psychrotrophic thermoduric obtained from each 
binomial of time and temperature of incubation. Twentyeight refrigerated raw milk 
samples collected in tank trucks in the reception platform of dairy industries in the 
northern of Paraná were evaluated. Psychrotrophic and thermoduric psychrotrophic 
were enumerated at 7 °C for 10 days and at 21 °C for 25 hours. For psychrotrophic, 
it was observed that there was no significant difference of the counts comparing the 
two methods of incubation (p = 0.46), the correlation coefficient between methods was 
0.90 and the linear regression considered satisfactory. For thermoduric psychrotrophic 
it was not observed significant difference (p = 0.17) in the counts, however, the 
correlation coefficient between the two methods was 0.69 and the linear regression 
unsatisfactory. It was also observed greater homogeneity in the distribution of the 
psychrotrophic counts results towards thermoduric psychrotrophic. The results 
demonstrate that the enumeration of thermoduric psychrotrophic microorganisms 
by the faster methodology can change the result of the counts, since the coefficient 
of correlation and linear regression methods are low.

Keywords: temperatureresistant bacteria; methodology; thermotolerant; 
pasteurization.

INTRODUÇÃO

A refrigeração do leite cru, determi na
 da pela legislação brasileira (BRASIL, 2011), 
reduz consideravelmente a multiplicação de 
microrganismos com metabolismo meso
fílico, principais responsáveis pelo proces-
so de acidifi cação do leite cru (SANTOS; 
FONSECA, 2007).

No entanto, boa parte dos microrga
nismos mesófilos presentes no leite cru 
têm a capacidade de se adaptarem ao frio, 
ativando vias metabólicas proteolítica e/ou 
lipolítica, que permitem seu crescimento 
e multiplicação mesmo em temperaturas 
de refrigeração (SANTANA et al., 2001). 
Esses microrganismos são conhecidos como 
psicrotróficos. A degradação de proteínas 
e gordura do leite cru, provocada pelos 
psicrotróficos, pode acarretar problemas 
tec nológicos no leite UHT, principalmente 

durante a vida útil e industrialmente na fa-
bricação de derivados (TAMANINI, 2012).

Os microrganismos termodúricos, por 
sua vez, são aqueles capazes de resistirem 
à pasteurização (FRANCO, LANDGRAF, 
2006). No leite, esses microrganismos também 
podem ser psicrotróficos proteolíticos e/ou 
lipolíticos, deteriorando o leite pasteurizado 
(RIBEIRO JÚNIOR et al., 2014). Apesar 
disso, a legislação brasileira (BRASIL, 
2011) não determina a enumeração desses 
microrganismos no leite cru, diferentemente 
da Nova Zelândia onde é estabelecido o padrão 
máximo de 1.500 UFC/mL (WHEELER, 
2011) de termodúricos.

Para contagem dos microrganismos psi 
crotróficos no leite, a metodologia reco
mendada pelos principais órgãos de controle 
de qualidade internacionais é a semeadura 
em superfície de diluições seriadas do leite 
e incubação à 7 ºC por 10 dias (FRANK; 
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YOUSSEF, 2006). Como o período de incu
bação é longo e inviável em rotinas industriais, 
Oliveira; Parmelle (1976) alteraram com su-
cesso o binômio tempo/temperatura para que 
fosse possível a contagem de microrganismos 
psicrotróficos a 21 ºC por apenas 25 horas. 
Essa metodologia rápida já é validada para 
psicrotróficos pela International Dairy Fe
deration (IDF, 1991) com base no estudo de 
Oliveira; Parmelle (1976).

O objetivo do presente trabalho foi ve-
rificar se a metodologia de Oliveira; Parmelle 
(1976) também é eficiente para enu meração 
de termodúricos psicrotróficos do leite, ava-
liando a contagem dos psicrotróficos e dos 
termodúricos psicrotróficos em ambos os bi-
nômios de tempo e temperatura de incubação.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram coletadas 28 amostras de leite cru 
refrigerado diretamente de caminhões trans
portadores na plataforma de recepção de uma 
usina de beneficiamento no norte do Paraná, 
nos meses de outubro e novembro de 2013. 
Cada amostra de 500 mL foi coletada em 
frasco estéril e imediatamente encaminhada 
sob refrigeração ao Laboratório de Inspeção 
de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da 
Universidade Estadual de Londrina (UEL).

O leite cru foi diluído em solução sali-
na (0,85 %) peptonada (0,1 %) para o pla-
queamento em quadruplicata de cada di lui-
ção decimal por superfície em Ágar Pa drão 
para Contagem (APC), sendo uma dupli
cata incubada a 7 ºC por 10 dias (FRANK; 
YOUSSEF, 2006) e outra a 21 ºC por 25 horas 
(IDF, 1991).

Para enumeração dos microrganismos 
termodúricos psicrotróficos 5 mL de cada 
amostra de leite cru foram adicionadas a um 
tubo de ensaio estéril com tampa de rosca 
para o tratamento térmico (62,8 ± 0,5 ºC) 
em banho-maria por 30 minutos, que foram 
contados a partir do momento em que um 

tubo controle com um termômetro atingiu a 
temperatura preconizada. Imediatamente após 
o tratamento térmico, os tubos foram imersos 
em banho de gelo até atingirem a temperatura 
de 10 ºC (FRANK;YOUSSEF, 2006). Proce
deu-se então a diluição, plaqueamento e in-
cubação das amostras da mesma forma que 
o leite cru.

Para análise estatística dos dados e 
elaboração do gráfico em Boxplot os resul
tados foram convertidos em log e foi utiliza
do o programa Statistica versão 7.0 (Stat 
Soft, OK, USA) utilizando α = 5% no teste t 
de Student. Para elaboração dos gráficos de 
dispersão e cálculo do coeficiente de cor-
relação foi utilizado programa Microsoft 
Excel® versão 2010.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados das contagens de psicro
tróficos nos diferentes tempos e temperaturas 
de incubação podem ser observados na Tabe-
la 1. Pode-se observar que não houve diferen-
ça significativa para as médias das contagens 
(p = 0,46) e que o coeficiente de correlação 
entre os métodos de incubação é considera-
do satisfatório, assim como a regressão linear 
(R2 = 0,80) (Figura 1).

Para os termodúricos psicrotróficos 
também não foi observada diferença signi
ficativa (p = 0,17) comparando as contagens 
dos métodos de incubação (Tabela 2). Isso 
demonstra que o binômio temperatura/tempo 
não interferiu estatisticamente nas contagens 
pelos dois métodos para os dois grupos de 
microrganismos. No entanto, o coeficiente 
de correlação de 0,69 entre os métodos para 
enumeração de termodúricos psicrotróficos 
é considerado baixo. A regressão linear 
entre os métodos de incubação também foi 
considerada insatisfatória para os termodúricos 
psicrotróficos (R2 = 0,47) (Figura 2).

Essa diferença também pode ser obser-
vada quanto à distribuição dos resultados, onde 
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Tabela 1 – Resultados (log) da contagem de microrganismos psicrotróficos de 28 amostras de 
leite cru refrigerado em dois binômios de temperatura e tempo de incubação

                                   Psicrotróficos (log UFC/mL)
  21 ºC/25 horas 7 ºC/10 dias
 Média* 7,07A 7,07A

 Máximo 8,10 8,12
 Mínimo 5,31 5,39
 Desvio Padrão 0,72 0,68
 Coeficiente de correlação (R)                               0,90

* Valores seguidos de letras iguais na mesma linha não diferem entre si no teste t de Student ao nível de 5% de 
probabilidade.

Tabela 2 – Resultados (log) da contagem de microrganismos termodúricos psicrotróficos de 28 
amostras de leite cru refrigerado em dois binômios de temperatura e tempo de incubação

                           Termodúricos Psicrotróficos (log UFC/mL)
  21 ºC/25 horas 7 ºC/10 dias
 Média* 3,01A 2,89A

 Máximo 5,28 4,73
 Mínimo 1,70 0,70
 Desvio Padrão 0,83 0,82
 Coeficiente de correlação (R)                               0,69

* Valores seguidos de letras iguais na mesma linha não diferem entre si no teste t de Student ao nível de 5% de 
probabilidade.

Figura 1 – Comparação da contagem de microrganismos psicrotróficos do leite cru refrigerado 
em dois binômios de temperatura e tempo de incubação (21 ºC/25 horas e 7 ºC/ 10 dias)
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as contagens de psicrotróficos apresentaram 
distribuição mais homogênea na comparação 
dos métodos em relação aos termodúricos psi-
crotróficos na mesma comparação (Figura 3).

Há grande diversidade de microrga
nismos psicrotróficos do leite, grupo no qual 

já foram descritos mais de 34 gêneros de 
microrganismos, Gram positivos e negativos 
(JAY, 2008).

Os psicrotróficos termodúricos são repre
sentados pelos gêneros Arthrobacter, Micro
bacterium, Streptococcus, Corynebacterium, 

Figura 3 – Distribuição dos resultados (log) da contagem de microrganismos psicrotróficos (P) 
e termodúricos psicrotróficos (TP) de 28 amostras de leite cru refrigerado em dois binômios de 
temperatura e tempo de incubação (21 ºC/25h e 7 ºC/10d)

Figura 2 – Comparação da contagem de microrganismos termodúricos psicrotróficos do leite 
em dois binômios de temperatura e tempo de incubação (21 ºC/25 horas e 7 ºC/ 10 dias)
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Clostridium e principalmente pelo gênero 
Bacillus spp. (COLLINS, 1981). Os que re
sistem à pasteurização do leite com alta taxa 
de sobrevivência pertencem aos gêneros 
Bacillus, Paenibacillus, Micrococcus e Myco
bacterium e, com baixa taxa de sobrevivên
cia alguns Enterococcus, Streptococcus e 
Lactobacilluse, algumas vezes, a outros gê
neros Gram positivos (JAY, 2008).

Estudos preliminares demonstram que
alguns microrganismos termodúricos psi
crotróficos também desempenham papel 
fundamental na deterioração do leite pasteu-
rizado, uma vez que resistem à pasteurização 
e continuam a produzir enzimas proteolíticas, 
podendo estar diretamente relacionados à re
dução da vida útil desse leite. Ribeiro Júnior 
et al. (2014) avaliaram 20 amostras de leite cru
refrigerado na região norte do estado do Para
ná e encontraram média de 3,5 x 103 UFC/mL
de termodúrico spsicrotróficos. Esses mesmos 
autores isolaram 347 colônias puras e verifi
caram que 142 (40,1 %) apresentam halos de 
proteólise em ágar leite suplementado com 
solução de leite em pó desnatado.

Em suma, binômio temperatura/tempo 
sugerido por Oliveira; Parmelle (1976) para 
psicrotróficos não apresenta resulta dos satisfa
tórios para enumeração de micror ganismos 
termodúricos psicrotróficos em leite. Isso pode 
estar relacionado às diferenças metabólicas e 
enzimáticas desses microrganismos.

CONCLUSÕES

O baixo coeficiente de correlação dos 
binômios de temperatura e tempo de in-
cubação dos termodúricos psicrotróficos a 
21 ºC por 25 horas em relação ao método 
tradicional de 7 ºC por 10 dias sugere que 
a metodolo gia mais rápida não é eficiente 
para esses mi crorganismos em compara
ção ao mesmo método para enumeração de 
psicrotróficos.
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