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Resumo. O iogurte integral € um alimento muito consumido no Brasil, porém, como qualquer
derivado l4cteo, é susceptivel a contaminagdes. Objetivou-se neste trabalho detectar a presenca
de bactérias psicrotréficas e psicrotroficas proteoliticas em iogurte integral, uma vez que essas
sdo bactérias indicadoras de sua qualidade microbioldgica. Os resultados encontrados ndo
foram satisfatérios para a contagem de psicrotroficos, pois apesar da legislacao brasileira ndo
estipular limites maximos para esses microrganismos, sua presenca é indesejada por causarem
prejuizos econémicos, entre outros problemas. Foram realizadas quatro analises durante o
periodo de validade do iogurte, a primeira amostra (dia 0) apresentou uma contagem de
8,0x102, a segunda (dia 7) teve a sua redugdo em 50%, (4,0x10?) a terceira amostra (dia 21),
0,5x10%e a Ultima analise (dia 28) houve resultado negativo. Para a contagem de psicrotréficos
proteoliticos, ndo houve deteccdo de microrganismos vidveis. Conclui-se que (apesar de
esforcos para manter a qualidade) hé falhas no processo de fabricagdo, frisando a necessidade
de controle nas etapas de producédo do iogurte e na obtencdo de um leite com boa qualidade, j&
que este é a principal matéria prima na producéo do iogurte.

Palavras chave: Qualidade microbiol6gica, derivado lacteo, seguranga alimentar

Analysis of psychrotrophics and proteolytic psychrotrophics in integral yoghurt

Abstract. Whole yogurt is a very consumed food in Brazil, but like any dairy derivative,
susceptible to contamination. The objetive of the work was to detect the presence of
psychrotrophic and proteolytic psychrotrophic bacterium in whole yoghurt, since these are
bacterium indicative of their microbiological quality. The results found were not satisfactory
for the psychrotrophic count, because although Brazilian legislation does not stipulate
maximum limits for these microorganisms, their presence is undesirable because they cause
economic losses, among other problems. Four analyzes were carried out during the period of
validity of the yogurt, where the first sample (day 0) had a count of 8.0x10?, the second one
(day 7) had a reduction of 50%, (4.0x10%) The third sample (day 21), 0.5x10? and the last
analysis was negative. In order to count proteolytic psychrotrophics, there was no detection of
viable microorganisms, but despite this, their enzymes can act on the yogurt components
causing changes, which was not evaluated in the present research. It is concluded that despite
efforts to maintain quality, there are still shortcomings in the manufacturing process, stressing
the need to control the production stages of yogurt and obtaining a milk with good quality,
since this is the main raw material in the production of yogurt.
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Analisis de psicroétrofos y psicrotrofos proteoliticos en el yogur integral

Resumen. El yogur integral es un alimento muy consumido en Brasil, pero como cualquier
derivado lacteo, es susceptible a la contaminacion. Se objetivé en este trabajo detectar la
presencia de bacterias psicrotroficas y proteoliticas psicrotroficas en el yogur integral, ya que
son bacterias indicativas de su calidad microbioldgica. Los resultados encontrados no fueron
satisfactorios para el recuento de psicrétrofos, pues, aunque la legislacion brasilefia no
establecer limites maximos para dichos microorganismos, su presencia es indeseable porque
causa pérdidas econdmicas, entre otros problemas. Se realizaron cuatro analisis durante el
periodo de validez del yogur, donde la primera muestra (dia 0) tuvo un conteo de 8.0x10?, la
segunda (dia 7) tuvo una reduccion del 50%, (4.0x10?). Tercera muestra (dia 21), 0.5x10% y el
Gltimo analisis (dia 28) fue negativo. Para contar los psicrotroficos proteoliticos, no se
detectaron microorganismos viables. Se concluye que, a pesar de los esfuerzos por mantener
la calidad, todavia existen deficiencias en el proceso de fabricacion, lo que destaca la necesidad
de controlar las etapas de produccion del yogur y obtener una leche de buena calidad, ya que
es la principal materia prima en la produccion de yogur.

Palabras clave: Calidad microbiolégica, derivado lacteo, seguridad alimentaria

Introducéo

O leite e seus derivados constituem alimentos que estdo em crescente aumento de producéo e consumo
no Brasil, um exemplo é o iogurte integral, que serve como base para outros tipos de iogurte e apresenta
grande qualidade e importancia nutricional. No seu processo de fabricacdo, sdo adicionadas bactérias
selecionadas como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus termophilus (BRASIL, 2011; Grandi & Rossi, 2010).

O controle, monitoramento da qualidade, produgdo e 0 modo como esses iogurtes sdo armazenados e
expostos, sdo essenciais para garantir a qualidade do produto durante toda a vida de prateleira. Esse controle
e monitoramento devem ser feitos por meio de analise organoléptica, sensorial e microbioldgica, onde esta
Gltima tem como objetivo identificar os microrganismos que apresentam crescimento 6timo em baixas
temperaturas, (ja que o iogurte deve ser armazenado dessa forma) que podem alterar a qualidade e diminuir
0 tempo de prateleira do alimento, caso estes microrganismos estejam presentes em grandes quantidades
(Oliveira et al., 2018). Para garantir que os beneficios do produto estejam presentes, é necessario obter um
leite de qualidade e com contagem de bactérias inicialmente baixa, ja que o emprego do resfriamento para
a conservacdo do leite e derivados, sem a realizacdo de medidas higiénicas adequadas durante o processo
de obtengdo da matéria-prima, propicia a multiplicacdo de microrganismos proteoliticos e psicrotroficos
(Matsubara et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi verificar e quantificar a presenca de microrganismos psicrotréficos e
psicrotroficos proteoliticos em iogurte integral.

Material e métodos

Foram adquiridas 4 unidades de iogurte integral provenientes do mesmo lote, marca e estabelecimento
comercial, as quais foram acondicionados em caixas isotérmicas contendo gelo, e enviadas ao laboratorio
de microbiologia para a realizagdo das anlises. Todos 0s produtos foram adquiridos na regido de Brasilia
— DF, sendo estes registrados pelo sistema de inspegé&o.

O estudo foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario ICESP, Aguas Claras —
DF, no periodo de fevereiro e margo de 2019. Cada amostra foi analisada nos periodos de 0, 7, 21 e 28 dias
de estocagem, em temperaturas de 7/8°C, sendo cada unidade aberta no momento da analise, dentro do més
de validade determinado no rétulo.
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Para andlise de psicrotroficos foi realizado protocolo conforme descrito por Santos et al. (2009). Foram
preparadas diluicbes decimais seriadas das amostras pipetando-se assepticamente 25 mL da amostra e
transferindo-as para um Erlenmeyer contendo 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (diluicdo 10?). A partir
dessa diluicéo, foi preparada diluicdo até 102, empregando se 0 mesmo diluente. Uma vez diluidas, foram
adicionados 1 mL da diluicdo 102 em placas de Petri esterilizadas contendo &gar padrdo para contagem,
fundido, resfriado a 45°C e homogeneizado (APHA, 2014). Esse procedimento foi realizado em duplicata.
Apos a solidificagdo do 4gar em temperatura ambiente, foram incubadas placas invertidas a 7°C/10 dias
(Marshall et al., 2003). Para o calculo do nimero de UFC/mL da amostra, foi feita a média do nimero de
colobnias das placas e multiplicou se o valor pelo fator de dilui¢do inoculada.

Para contagem de microrganismos psicrotréficos proteoliticos, foi utilizado o0 mesmo procedimento de
diluicdo realizado na andlise de psicrotroficos. Apds a realizacdo das diluigdes decimais, foi adicionado 1
mL das diluicBes em placas de Petri esterilizadas, contendo Agar leite (agar padrdo acrescido de 10% de
leite em pé desnatado, fundido e resfriado a 45°C). As placas foram incubadas a 21 °C/72 horas como
preconizado por Marshall etal. (2003). As colénias de microrganismos proteoliticos apresentam-se rodeadas
por uma zona clara, o que é resultado da conversdo da caseina em compostos nitrogenados soluveis. A
contagem foi efetuada através da observagéo de colnias que possuirem um halo transparente ao seu redor
e foi calculado o nimero de UFC/mL da amostra multiplicando o nimero de col6nias, em cada placa, pelo
fator de diluicéo.

Resultados e discussado

Os produtos lacteos assumem papel positivo no mercado alimenticio, devido ao crescente aumento no
seu consumo pela populacdo nacional e internacional, fazendo com que cresca a preocupacdo em
desenvolver estudos para a melhoria de sua qualidade (Soares et al., 2011). Segundo a Instrugéo
Normativa 46/2007 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), os iogurtes sao
considerados leites fermentados e sdo por definicdo, produtos adicionados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidos por fermentacdo lactica mediante acdo de cultivos de microrganismos especificos
como Lactobacillus bulgaricus e Streptococcus termophilus. Esses microrganismos especificos devem
ser viaveis, ativos e abundantes no produto final durante seu prazo de validade (BRASIL, 2011).

Os leites fermentados, em geral, sdo importantes para a nutricdo humana, porque apresentam melhor
digestibilidade do que o leite. Isso se da pelo fato de seus constituintes ja serem pré-digeridos devido ao
processo fermentativo ao qual sdo submetidos no processamento. Além disso, apresenta conteido
reduzido de lactose, importante para a populacdo intolerante; aumenta a absorcdo de ferro; aumenta o
conteudo de algumas vitaminas tipo B; controla a composi¢do da microbiota intestinal; inibe a
multiplicacdo de microrganismos patogénicos no trato intestinal e ainda diminui o nivel de colesterol no
sangue quando consumido regularmente (Ril et al., 2011; Reis et al., 2014).

Em relagdo a composicdo geral, o iogurte integral tem um valor nutricional correspondente a
composicdo do leite integral do qual sdo fabricados, apesar de uma maior formacao de &cido lactico e por
consequéncia diminuicdo da lactose (Grandi & Rossi, 2010). Devido a sua quantidade de gordura, no qual
a legislacdo brasileira estipula um minimo de 3,0 g/100 g, sua predisposicdo ao crescimento bacteriano é
consequentemente maior em comparacdo a outros tipos de leite fermentado visto que este componente
serve como nutriente utilizado pelo metabolismo bacteriano (BRASIL, 2011).

A qualidade do iogurte depende do grau de contaminacdo do leite, ou seja, sua qualidade
microbiolégica e da temperatura no qual o mesmo permanece até o seu processamento na industria (Cunha
Neto et al., 2005). De acordo com a Instru¢cdo Normativa 62/2011 do MAPA, o leite cru deve ser
refrigerado a 4 °C ap0s a ordenha e armazenado na propriedade rural por no maximo 48 horas. Essa
obrigatoriedade busca a diminui¢cdo da multiplicacdo de alguns microrganismos, mas propicia a
multiplicacdo de bactérias psicrotroficas (Arcuri et al., 2008; BRASIL, 2011).
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Segundo Silva et al. (2011), a principal etapa da contaminacdo do leite € a ordenha, porém, a baixa
qualidade do produto é devido a deficiéncias no manejo em vérias etapas da producdo como: sanidade da
glandula mamaria, desinfec¢cdo inadequada dos equipamentos e refrigeracdo deficiente. Assim, para a
obtencdo de um derivado lacteo de qualidade e sem altas contagens de microrganismos deteriorantes, 0s
cuidados higiénicos devem ter inicio desde a ordenha até o seu beneficiamento pelas boas préaticas de
producdo e fabricacdo (Matsubara et al., 2011).

Mesmo com o consumidor, cada vez mais consciente e informado quanto aos produtos oferecidos nos
mercados, estudos ainda apresentam condi¢fes microbioldgicas insatisfatérias para os derivados do leite
(Andrade et al., 2014; Cunha Neto et al., 2005; Leite Junior, 2013; Reis et al.,2014). Os derivados do leite
sdo alimentos altamente susceptiveis a contaminacdo por fornecerem um étimo meio de cultivo bacteriano
e por terem uma carga proteica e lipidica alta. Sua degradacgdo por meio de bactérias e suas toxinas se tornam
incontroladas, se ndo forem bem manipuladas e armazenadas (Paixao et al., 2017; Rodrigues et al., 2012).

Segundo Santana et al. (2001), os psicrotroficos e psicrotroficos proteoliticos sdo microrganismos muito
importantes dentro do mercado lacteo mundial, pois sdo capazes de se multiplicar em temperaturas de
refrigeragdo, independentemente de sua temperatura 6tima de crescimento. Mesmo em temperaturas de 7
°C, 0s microrganismos psicrotroficos encontram-se em condicOes favoraveis para o seu desenvolvimento e
podem tornar-se dominantes na microbiota do leite (Santana et al., 2001; Santos et al., 2009). Ainda hoje
ndo existem parametros nas legislacdes vigentes sobre os valores permitidos para psicrotréficos, porém,
estes microrganismos causam importantes processos deteriorantes no leite e nos seus derivados. Além disso,
eles podem ser considerados grandes indicadores da qualidade dos alimentos, pois sua presenca se da por
deficiéncias nos processos de limpeza e sanitizacdo dos equipamentos utilizados em sua fabricacdo (Reis et
al., (2014). Os microrganismos psicrotroficos sdo deteriorantes porque produzem enzimas proteoliticas e
lipoliticas que sdo excretadas durante a estocagem do produto e antes do seu processamento. Apesar da
maioria das bactérias psicrotréficas ndo sobreviverem a pasteurizagdo, suas enzimas sao termo resistentes,
podendo resistir até mesmo ao tratamento UHT. Estas enzimas causam alteragcBes nas caracteristicas
guimicas e consequentemente sensoriais nos produtos lacteos; além de reduzir sua qualidade nutricional,
por reduzir a quantidade total de proteinas e gorduras (Arcuri et al., 2008; Zeni et al., 2013). As principais
bactérias psicrotréficas e psicrotroficas proteoliticas encontradas em subprodutos sdo Gram negativas dos
géneros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas e Alcaligene (Angelo et al., 2014). Todavia, de acordo
com Bastos et al. (2012), os microrganismos psicrotréficos abrangem ainda aproximadamente 15 géneros
diferentes, incluindo bactérias Gram-positivas, bacilos, cocos, vibrios, formadores ou ndo de esporos,
microrganismos aerdbios, anaerdbios e ainda alguns géneros de bolores e leveduras.

Os resultados para analise de detecgdo e quantificacdo de psicrotroficos e psicrotroficos proteoliticos em
amostras de iogurte integral estdo demonstrados na tabela 1. As contagens de bactérias psicrotréficas e
psicrotroficas proteoliticas foram realizadas ao final dos periodos de armazenagem pré-estabelecidos, em
meios de cultivo previamente estéreis, assim como todo o material utilizado nas analises, evitando assim
contaminagdes adversas, de acordo com Santos et al. (2009). A figura 1 demonstra o crescimento de
psicrotréficos em logurte integral no dia O de armazenamento a temperatura de geladeira.

Tabela 1. Resultados da deteccdo de psicrotréficos e psicrotréficos proteoliticos em iogurte integral

Dias de armazenamento do iogurte integral a 7°C Psicrotroficos (UFC/g) Psicrotrdficos Proteoliticos (UFC/g)
Dia0 8,0x10? 0
Dia7 4,0x10? 0
Dia 21 0,5x102 0
Dia 28 0 0

No dia 0, houve um crescimento de 8,0 x 102 UFC/g para a contagem de bactérias psicrotréficas. No dia
7, 0 nimero de bactérias psicrotréficas reduziu em 50%, sendo encontradas 4,0x10> UFC/g. No 21 dia de
armazenamento do iogurte, a contagem total reduziu para 0,5 x 102 UFC/g e no Gltimo dia de analise (D28),
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os resultados foram negativos para bactérias psicrotroficas. Estes resultados demonstram que o tempo de
armazenagem do iogurte integral causou uma redugdo no nimero de microrganismos psicrotroficos o que
sugere que 0s nutrientes presentes na amostra de iogurte podem estar sendo consumidos gradativamente
pelos microrganismos causando sua diminuicdo e consequente reducdo no desenvolvimento dos
microrganismos. Os resultados obtidos foram semelhantes aos descritos por Souza et al. (2012), que ao
analisar queijo minas frescal a 4 °C, por 10 dias, observou um aumento inicial na contagem de
microrganismos psicrotroficos e com o passar do tempo essa contagem foi declinando por consequéncia
do aumento da populacdo microbiana, ja que cresce também a competicdo desses microrganismos entre
si pelo alimento.

Os valores obtidos sdo considerados altos se comparados com relatados por Reis et al. (2014) que
analisou 65 amostras de iogurte de laticinios do Distrito Federal, que apresentaram valor maximo de 1,9
x 101 UFC/g. Ja em relacdo a Lima (2015), no qual o iogurte analisado apresentou contagens de bactérias
psicrotréficas na ordem de 10% a 10° UFC/g, as amostras analisadas na presente pesquisa demonstraram
uma melhor qualidade microbiolégica em relagdo a contagem de psicrotréficos, sugerindo uma forma de
obtencdo do produto realizada de maneira mais higiénica.

Santos et al. (2009) obtiveram 83,3% das amostras de leite cru com contagens acima de 10’UFC/mL
de bactérias psicrotroficas totais. Quando as contagens de bactérias psicrotréficas no iogurte sdo
comparadas a sua contagem no leite cru, ja é esperado que os valores encontrados sejam menores por
causa dos processos de termizacdo aplicados, que buscam através de um bindmio de tempo e temperatura,
eliminar microrganismos patogénicos, porém niveis elevados de contaminacdo no leite acarretam a
reducdo do rendimento na fabricacdo de derivados quando a contagem da populacdo de psicrotroficos
excede 10® UFC/mL de leite. Segundo Bastos et al. (2012) existe uma predominancia de bactérias
psicrotréficas gram-negativas como as do género Pseudomonas (81,2%) em leites pasteurizados, no qual
a maioria apresenta atividade proteolitica a temperaturas de refrigeracao, o que pode levar a deterioragdo
do produto.

Nos dias 0 e 7, além do crescimento de microrganismo psicrotroficos, foi também observado presencga
de leveduras nas placas em funcdo da morfologia das colénias como mostra a figura 2. Estes
microrganismos podem estar presentes em alguns tipos de leites fermentados. Os bolores e leveduras
causam deterioracdo de derivados lacteos por também apresentar caracteristicas do grupo dos
psicrotréficos (Santos et al., 2009; Zeni et al., 2013).

Figura 1. Coldnias de bactérias psicrotréficas em Agar Figura 2. Crescimento de leveduras no dia 7 de armazenagem.
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leite realizada no dia 0 de armazenagem.

Segundo Coelho et al. (2009), este fato indica uma diminuic¢do do pH do iogurte pelo acimulo de &cido
lactico, que por sua vez inibe o crescimento de bactérias lacticas, o que propicia o crescimento de bolores e
leveduras. Esta contagem precisa ser mais bem investigada, pois algumas leveduras podem produzir etanol
durante a fermentacdo, o que ndo é permitido para os leites fermentados em geral (BRASIL, 2011).

A legislacdo brasileira estabelece um limite minimo de 107 UFC/g para as bactérias laticas totais no
iogurte durante toda sua vida de prateleira para que pelo menos, aproximadamente, 103UFC/g alcancem os
intestinos (BRASIL, 2011). A presenca das bactérias lacticas influéncia na manutengéo da inocuidade dos
iogurtes, pois estes agem por antagonismo direto contra varias espécies patogénicas pela producdo de
bacteriocinas e por producdo de enzimas que melhoram a digestdo ou detoxificam os metabdlitos da
microbiota patogénica (Soares et al., 2011). Além disso, o &cido latico produzido por essas bactérias é o
principal responsavel pelo aumento da vida Gtil dos iogurtes em aproximadamente 30 dias, pois ele também
passa a inibir bactérias gram negativas, principal género de microrganismos psicrotroficos encontrados nos
derivados lacteos (Coelho et al., 2009; Finco et al., 2011).

Em relagéo a psicrotréficos proteoliticos, nenhum microrganismo foi encontrado durante o periodo de
andlise do iogurte. A deteccéo de bactérias psicrotroficas proteoliticas baseia-se na visualiza¢do da formagéo
de halos de proteo6lise nas placas de Agar (Nornberg et al., 2009). Pereira et al. (2008) explicam que o ndo
aparecimento de bactérias psicrotréficas proteoliticas, ndo indica um derivado integro, j& que o tratamento
térmico do leite inativa essas bactérias, porém suas enzimas continuam ativas no produto. Isto sugere que
apesar de ndo ter sido possivel a detecgdo de microrganismos vidveis nas amostras, suas enzimas podem
agir sobre os componentes do derivado lacteo causando alteracdes de sabor e odor, o que ndo foi avaliado
na presente pesquisa.

Esse resultado se assemelha ao de Santana et al. (2001), que ao analisarem diferentes marcas de leites
fermentados, algumas delas ndo apresentaram presenca de psicrotroficos proteoliticos. O autor explica que
esse resultado pode ter ocorrido por haver inicialmente, um aumento no crescimento das bactérias lacticas
presentes no iogurte que produzem compostos de a¢do antimicrobiana, inibindo o crescimento de outros
microrganismos, incluindo os determinados nas contagens realizadas no presente estudo.

Concluséao

Conclui se que a analise do iogurte integral no presente trabalho, resultou em quantidades significativas
de bactérias psicrotroficas, o que sugere que ha necessidade de maior controle nas etapas de producao e
armazenamento e sanitizacao dos estabelecimentos produtores de iogurte, além do controle do leite usado
em sua fabricacdo, pois estas bactérias podem levar a prejuizos para a industria processadora e para
consumidores. Nao foram encontradas evidéncias de microrganismos psicrotréficos proteoliticos no iogurte,
0 que ndo o isenta de ter a presenca de enzimas proteoliticas, ja que elas sdo termo resistentes. Demostrando
assim a necessidade de mais testes especificos, a fim de verificar a qualidade microbioldgica do produto
final.
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