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Animal — Area de concentracdo: Sanidade Animal) Universidade Estadual de Londrina.
Londrina, 2015.

RESUMO

A producéo de leite vem aumentado no estado do Parana e no Brasil, porém, a sua qualidade
ainda € um problema. A baixa qualidade do leite cru refrigerado brasileiro faz com que a vida
atil do leite pasteurizado ndo alcance seis dias. O aumento da vida atil do leite pasteurizado
estd diretamente relacionado a reducdo das contagens de micro-organismos deteriorantes
proteoliticos e lipoliticos, sobretudo os termoduricos e esporulados no leite cru, que
constituirdo a microbiota remanescente no leite pasteurizado. Ndo ha dados no Brasil sobre a
composicao da microbiota esporulada e fangica termodurica presente no leite, dificultando o
seu controle. O presente trabalho teve por objetivo identificar os micro-organismos
formadores de esporos e a microbiota fungica do leite cru refrigerado com atividade
proteolitica e/ou lipolitica por técnicas moleculares. Foram avaliadas 20 amostras de leite cru
refrigerado produzido na bacia leiteira de Castro, regido central do estado do Parana, nas
quais foram realizadas a contagem de esporos aerébios, verificacdo da atividade proteolitica e
lipolitica dos isolados, amplificacdo parcial do gene 16S rRNA, sequenciamento e
identificacdo por similaridade usando a ferramenta BLAST para compara¢do com as
sequencias depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Para o isolamento dos fungos, as amostras de leite cru foram submetidas a
pasteurizacdo laboratorial, semeadas e incubadas em temperaturas apropriadas para a
multiplicacdo de bolores e leveduras termoduricos meséfilos e psicrotréficos. Também foi
avaliado o potencial proteolitico dos isolados obtidos, que foram identificados por
microscopia Optica e confirmados por sequenciamento da regido ITS do DNA. As contagens
de esporos aerdébios variaram de 1 a 3,7 log UFC.mL-1, com média de 1,75 (£0,59) log
UFC.mL-1. Foram obtidos 137 isolados puros de bactérias a partir da germinagdo dos
esporos, dos quais 40 (29,2%) apresentaram atividade deteriorante do leite. Dessas, 31
(77,5%) foram proteoliticas e lipoliticas, 7 (17,5%) foram exclusivamente lipoliticas e 2 (5%)
foram apenas proteoliticas. As 40 cepas de esporos aerdbios proteoliticos e/ou lipoliticos
submetidas ao sequenciamento do 16S rRNA, foram identificadas como: Bacillus
licheniformis (55%), Bacillus sp. (27,5%), Paenibacillus sp. (7,5%), Bacillus pumilus (5%),
Bacillus circulans (2,5%) e Brevibacillus sp. (2,5%). Estudos anteriores sobre a composi¢ao
da microbiota do leite cru refrigerado brasileiro ndo relatam a presenca de micro-organismos
do género Paenibacillus, apesar de ser um grupo de micro-organismos frequentemente
descrito nos trabalhos desenvolvidos em outros paises. Dos 22 isolados de B. licheniformis,
21 (95,5%) apresentaram atividade proteolitica e lipolitica e 1 (4,5%) foi apenas proteolitico.
As duas cepas de B. pumilus foram proteoliticas e lipoliticas, enquanto a cepa de B. circulans
foi apenas lipolitica. Em relacdo aos 11 isolados de Bacillus sp., oito (72,7%) foram
proteoliticos e lipoliticos, um (9,1%) foi proteolitico e outros dois (18,2%) lipoliticos. Os trés
isolados de Paenibacillus sp. foram apenas lipoliticos, assim como a cepa de Brevibacillus sp.
Com relacdo aos fungos, foram obtidos 11 isolados, um mesofilo e outros 10 psicrotréficos.
Todos os isolados foram proteoliticos. O sequenciamento do DNA fangico amplificado
confirmou a identificacdo microscopica, sendo a cepa termoddrica mesoéfila identificada
como espécies do complexo Fusarium chlamydosporum (9,09%), e os psicrotréficos como
Cladosporium cladosporoides (54,54%), Curvularia geniculatus (9,09%) e os outros 3



isolados foram identificados como Geotrichum candidum (27,27%). A presenca de fungos
termoduaricos mesofilos e psicrotréficos proteoliticos no leite cru pode resultar em reducdo da
vida util do leite pasteurizado, bem como em risco a salde pela presenca de cepas patogéncias
e produtoras de micotoxinas. A reducdo dos micro-organismos termoduricos, proteoliticos
elou lipoliticos no leite cru, diminui a quantidade de micro-organismos e enzimas
deteriorantes termoestaveis no leite pasteurizado, aumentando sua vida Util.

Palavras-chave: Esporos. Fungos. Lipdlise. Protedlise. Vida dtil.
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ABSTRACT

Milk production has increased in the Parana state and Brazil, but its quality is still a important
problem. The low quality of brazilian refrigerated raw milk makes the shef-life of pasteurized
milk not reach 6 days. Increased shelf-life of pasteurized milk is directly related to the
reduction of microorganisms counts proteolytic and lipolytic rough, especially thermoduric
and spores in raw milk, which constitute the remaining microbiota in pasteurized milk. There
IS no data in Brazil about the composition of the spore-forming and thermoduric fungal
microbiota in milk, hindering the control. The aim this study was to identify the
microorganisms spore-forming and mycoflora of refrigerated raw milk with proteolytic and/or
lipolytic activity by molecular biological techniques. Were evaluated 20 samples of
refrigerated raw milk produced in the dairy region Castro, Parana, Brazil, in which were
performed aerobic spore count, verification of proteolytic and lipolytic activity of the isolated,
partial amplification of the 16S rRNA gene, identification by sequencing data and comparison
with the sequences deposited in GenBank of National Center for Biotechnology Information
(NCBI). For the isolation of thermoduric fungi, the raw milk samples were subjected to
laboratory pasteurization, plated and incubated at appropriate temperatures for multiplication
of molds and yeasts mesophilic and psychrotrophic. We also assessed the proteolytic potential
of these isolates that were identified by optical microscopy and confirmed by sequencing data
the ITS region of DNA. Aerobic spore counts ranged from 1 to 3.7 log CFU.mL-1, with a
mean of 1.75 (x 0.59) log CFU.mL-1. One hundred thirty-seven bacterial isolates were
obtained from germination of spores, of which 40 (29.2%) showed deteriorating activity of
milk. Of these, 31 (77.5%) were proteolytic and lipolytic, 7 (17.5%) were exclusively
lipolytic and 2 (5%) were only proteolytic. The 40 strains of aerobic spore-forming
proteolytic and/or lipolytic sequecing to 16S rRNA were identified as Bacillus licheniformis
(55%), Bacillus sp. (27.5%), Paenibacillus sp. (7.5%), Bacillus pumilus (5%), Bacillus
circulans (2.5%) and Brevibacillus sp. (2.5%). Previous studies about the microbiota of
brazilian refrigerated raw milk not report the presence of Paenibacillus genus, although a
group of microrganisms frequently described the work undertaken in other countries. Of the
22 isolates of B. licheniformis, 21 (95.5%) showed proteolytic and lipolytic and 1 (4.5%) was
only proteolytic. The 2 strains of B. pumilus are proteolytic and lipolytic while the strain of B.
circulans was only lipolytic. Of the 11 isolates of Bacillus sp., 8 (72.7%) were proteolytic and
lipolytic, 1 (9.1%) was proteolitic and other 2 (18.2%) were lipolytic only. The 3 isolates of
Paenibacillus sp. were just lipolytic as well as the strain of Brevibacillus sp.. For fungi were
obtained 11 strains, 1 mesophilic and 10 psychrotrophic. All isolates were proteolytic. The
sequencing data of the amplified DNA confirmed fungal microscopic identification, and the
strain identified as thermoduric mesophilic species complex Fusarium chlamydosporum
(9.09%) and the psychrotrophic as Cladosporium cladosporoides (54.54%), Curvularia
geniculatus (9.09%) and the other 3 isolates were identified as Geotrichum candidum
(27.27%). The presence of mesophilic and psychrotrophic thermoduric proteolytic fungi in
raw milk may result in shortening the shelf-life of pasteurized milk, as well as health risk by
the presence of patogenic strains and mycotoxin production. The reduction of microorganisms



thermoduric, proteolytic and/or lipolytic on raw milk decreases the amount of spoilage
microorganisms and thermostable enzymes in pasteurized milk, increasing its shelf-life.

Key Words: Fungi. Lipolysis. Proteolysis. Spores. Shelf-life.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do leite cru refrigerado brasileiro ainda é um sério problema
para o setor de lacteos. Enquanto a producdo de leite vem aumentando no Brasil e no estado
do Parana (IBGE, 2014), as metas de melhoria da qualidade determinadas pela legislacao
brasileira (BRASIL, 2002; 2011) n&o estéo sendo atingidas.

No Brasil, destacam-se algumas bacias leiteiras, como a bacia de Castro,
localizada na regido central do estado do Parana, que € composta por propriedades altamente
tecnificadas, cujo leite apresenta contagens totais de micro-organismos menores que 10 mil
UFC/mL, o que atende aos padrdes de qualidade internacionais, que determinam contagens
maximas de até 100 mil Unidades Formadoras de Colénias (UFC)/mL (ESTADOS UNIDOS,
2003; UNIAO EUROPEIA, 2004) previsto para o Brasil em 2016 (BRASIL, 2011).

A qualidade microbiologica do leite reflete-se diretamente no seu potencial
tecnoldgico para industria, uma vez que a deterioracdo dos constituintes do leite por parte dos
micro-organismos determina alteracdes de rendimento e nas caracteristicas sensoriais dos
derivados lacteos (CELESTINO et al.,, 1997; CHEN et al., 2003; CASTRO et al., 2014).
Existem trés tipos de deterioracdo do leite conforme o componente utilizado no metabolismo
microbiano: sacarolitico, proteolitico e lipolitico (JAY, 2000).

O metabolismo sacarolitico ocorre com maior facilidade no leite cru mantido
em temperatura ambiente, sem armazenagem sob refrigeracdo (TRONCO, 2008), ou seja,
pelos micro-organismos mesofilos.

A partir da refrigeracdo do leite, parte da microbiota mesofila pode passar
por alteracGes metabolicas que permitem a utilizacgdo de outros substratos para sua
multiplicacdo em temperaturas de refrigeracao, os psicrotroficos (SANTANA et al., 2001). O
metabolismo psicrotréfico utiliza-se principalmente de proteinas e/ou gordura do leite, sendo
0s micro-organismos chamados de proteoliticos e/ou lipoliticos, respectivamente. Como a
refrigeracdo do leite é obrigatdria no Brasil (BRASIL, 2011), a deterioracdo do leite é causada
principalmente pela microbiota psicrotrofica proteolitica e/ou lipolitica.

As enzimas proteoliticas de natureza bacteriana estdo relacionadas a
alteracdes tecnoldgicas durante a vida util do leite Ultra High Temperature (UHT)
(CELESTINO et al.,, 1997), como a sedimentacdo, enquanto as lipases sdo capazes de
hidrolisar triglicérides, constituintes da gordura, em acidos graxos de cadeia curta (CHEN et

al., 2003). As enzimas proteoliticas e lipoliticas tém boa atividade em temperaturas de



16

refrigeracdo e apresentam termoestabilidade, ndo sendo inativadas durante a pasteurizagéo ou
tratamento por UHT do leite (CELESTINO et al., 1997).

As bactérias, que além de produzirem enzimas deteriorantes, apresentam
resisténcia térmica, sdo de grande importancia na deterioracdo do leite, pois continuardo a
produzir enzimas no produto tratado termicamente (JAY, 2000). Assim, a deterioragdo do
leite refrigerado é determinada pelas enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas no leite cru
e pela microbiota proteolitica e lipolitica remanescente no leite pasteurizado.

O mais importante grupo de micro-organismos relacionado ao processo de
deterioracdo do leite pasteurizado € o termodurico (SCHELDEMAN et al., 2004; 2005;
RANIERI et al., 2012). Esse grupo é formado por bactérias presentes no leite cru que resistem
ao processo de pasteurizacdo (JAY, 2000). Alguns podem ainda ser termofilicos (BUEHNER
et al., 2014), ou seja, com a capacidade de multiplicacdo em altas temperaturas (JAY, 2000),
como as temperaturas utilizadas em laticinios. Boa parte destes micro-organismos apresenta
atividade proteolitica e/ou lipolitica no leite envazado (RIBEIRO JUNIOR et al., 2014a).

Os termodudricos sdo bacterias Gram positivas que podem resistir a
pasteurizacdo na forma vegetativa e parte deles produz esporos (JAY, 2000). Os esporos,
principalmente dos micro-organismos dos géneros Bacillus e Paenibacillus (SCHELDEMAN
et al., 2004; RANIERI et al., 2012), sdo muito resistentes a processos térmicos intensos como
0 UHT (ESPEJO et al., 2014).

Outro importante grupo de micro-organismos que podem resistir a
pasteurizacdo e passar pelo controle de qualidade das industrias sdo os fungos: bolores e
leveduras, que também podem apresentar atividade deteriorante do leite pasteurizado
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2014c).

No controle de qualidade do leite cru nas inddstrias ndo ha determinacéo
legal para contagem de fungos. Nas metodologias convencionais de contagem total de micro-
organismos o tempo de incubacdo pode ndo ser suficiente para o crescimento de fungos.
Parte desses micro-organismos, no entanto, pode apresentar caracteristicas tecnoldgicas
desejaveis, uma vez que conferem aspectos sensoriais caracteristicos a alguns derivados
(POTTIER et al., 2008), mas nenhum deles € desejavel no leite fluido. No entanto, pouco se
sabe sobre a presenca de fungos no leite cru ou tratado termicamente, bem como sobre a sua
resisténcia térmica, adaptabilidade as temperaturas de refrigeracdo e seu potencial
deteriorante.

No Brasil e em outros paises a producdo e comercializagdo de leite UHT

supera o leite pasteurizado, uma vez que 0s consumidores optam por um produto de maior
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vida Gtil e que ndo necessite de refrigeracdo. Para as industrias, questdes logisticas também
viabilizam a maior producdo do leite UHT. No entanto, sabe-se que ha uma relacdo direta
entre a intensidade do tratamento térmico do leite e o comprometimento das suas
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas (TRONCO, 2008). A pasteurizagdo do leite (72 a
75°C por 15 seg) € um tratamento mais suave em relacdo ao processo UHT (130 a 150°C por
2 a 5 seQ).

Assim, uma das formas de se estimular o consumo de leite pasteurizado
seria a disponibilizagdo de um produto de maior vida Gtil, como nos Estados Unidos, onde a
vida util do leite pasteurizado chega a 20 dias. Dessa forma, este trabalho atuou junto aos
produtores da regido de Castro, Parand, onde o leite ja possui excelente qualidade
microbioldgica, visando identificar 0s micro-organismos deteriorantes que poderiam
comprometer a producdo de leite pasteurizado de longa vida util, dentre eles os micro-
organismos formadores de esporos e a microbiota fungica que séo aqui apresentados.

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve por objetivo quantificar esporos
aerobios, identificar as bactérias oriundas da sua germinacdo, bem como isolar fungos
termoduricos, aléem de verificar a atividade proteolitica e/ou lipolitica desses micro-

organismos e identifica-los por técnicas biomoleculares.
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2 ESTADO DA ARTE

2.1 PRODUGAO DE LEITE NO BRASIL

Atualmente o Brasil é o quarto maior produtor de leite do mundo, abaixo
apenas dos Estados Unidos, India e China (FAO, 2013). A producéo de leite no Brasil foi de
34,3 bilhdes de litros em 2013 (IBGE, 2013). No entanto, entre outubro de 2013 e setembro
de 2014 os estabelecimentos inspecionados brasileiros processaram 24,8 bilhdes de litros
(IBGE, 2014), demonstrando que o volume de leite informalmente comercializado no pais
pode chegar a quase um terco do total.

A producdo leiteira vem aumentando no Brasil (IBGE, 2013), com um

aumento de 20% entre 2008 e 2013, como demonstra a Figura 1.

Figura 1. Producéo de leite no Brasil entre 2008 a 2013 de acordo com dados da Pesquisa
Pecuaria Municipal (PPM) do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Segundo o Ultimo censo agropecudrio realizado pelo IBGE, em 2006, o
Brasil possui 1,34 milhdes de propriedades leiteiras, porém cerca de 940 mil comercializam
seu produto. Do total de produtores inseridos na cadeira leiteira, 80% correspondem a

pequenos produtores, sendo que 70% apresentam producdo diaria maxima de 50 litros/dia.
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2.2 PRODUGAO DE LEITE NO ESTADO DO PARANA

A producdo de leite do estado do Parand acompanha a tendéncia de
crescimento da regido sul e do restante do Brasil, conforme pode ser observado na Figura 2,
passando de 2,8 bilhdes de litros em 2008 para 4,3 bilhdes de litros em 2013 (IBGE, 2013),
um aumento de 35%. O volume de leite processado pelos laticinios paranaenses
inspecionados entre outubro de 2013 a setembro de 2014 foi de 2,9 bilhdes de litros (IBGE,
2014).

Figura 2. Volume de leite processado pelos laticinios da regido sul do Brasil e no estado do
Parana entre 2008 a 2013 de acordo com dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (PPM) do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

H& um contraste de produtividade e qualidade do leite no estado do Parana
entre 0s pequenos e grandes produtores (OHI et al., 2010). Ribeiro Janior et al. (2015)
evidenciaram que 0s pequenos produtores do estado do Parana apresentam ordenha balde ao
pé ou manual, tanque de imersdo ou expansdo comunitario, ou ainda, que nao ha refrigeracao
do leite. O volume diario médio é de 150 litros, com uma meédia de 52 de animais por
propriedade, sendo 17 em lactacdo, predominando animais mesticos. Em nenhuma pequena
propriedade estudada por esses autores foi observada a execucdo de boas praticas de higiene
na ordenha. A maioria desses produtores também desenvolviam outras atividades
agropecudrias nas propriedades. Ja os grandes produtores do Parand dedicam-se

exclusivamente a bovinocultura leiteira, com ordenha mecénica canalizada e, até mesmo,
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robotizada, tanque de expansao na propriedade, algumas com pré-resfriador em placa, e com
producdo diaria média de 5.000 litros, com 450 bovinos da raca Holandesa ou Jersey puros
registradas e 200 animais em lactacdo. Boas préaticas de higiene na ordenha eram rotina em
todas as 21 grandes propriedades leiteiras estudadas.

Essas diferencas de tecnificagdo entre as pequenas e grandes propriedades
leiteiras do Parand podem influenciar diretamente a qualidade do leite. Taffarel et al. (2013)
comprovaram que sistemas de ordenha mecanica canalizada, com resfriador de leite a granel,
proporcionam melhor qualidade microbiol6égica do leite em relagcdo a ordenha mecanizada

com balde ao pé ou manual e resfriamento em tanques de imerséo.

2.3 QUALIDADE DO LEITE CRU REFRIGERADO BRASILEIRO

A legislacdo brasileira vigente, que regulamenta o controle de qualidade do
leite cru refrigerado, pasteurizado e tipo A, a Instrugdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2011)
estabelece, assim como a Instrucdo normativa n° 51 (BRASIL, 2002), sua precursora, padrdes
de qualidade gradativamente mais rigidos para a melhoria da qualidade do leite (Quadro 1).
No entanto, varias pesquisas demonstram que a qualidade do leite cru refrigerado produzido
no Brasil ndo esta acompanhando a progressdo dos parametros determinados pela legislacéo
(MATTOS et al., 2010; SILVA et al., 2011; BELOTI et al, 2012; RIBEIRO JUNIOR et al,
2013; ANDRADE et al., 2014; MARTINS; REIS, 2014) sendo ainda um sério problema para
0 setor lacteo principalmente no que diz respeito a qualidade microbiolégica (CASTRO et al.,
2014).
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Quadro 1. Progressdo dos padrbes de Contagem Padrdo em Placas (CPP) de micro-
organismos do leite cru refrigerado em diferentes regides do Brasil determinados pela
Instrucdo Normativa n°62 (BRASIL, 2011).

Contagem Padréo em Scuelhfrlgdés;;: Norte e Nordeste
Placas (CPP) (UFC/mL) (UFC/mL)
Até 31/12/2011 7 x 10°
Até 31/12/2012 7x10°
Até 30/06/2014 6 x 10°
Até 30/06/2015 6 x 10°
Até 30/06/2016 3x10°
Até 30/07/2017 3x10°
A partir de 01/07/2016 1x10°
A partir de 01/07/2017 1x10°

Fonte: Elaborado pelo autor.

Mattos et al. (2010) estudando a microbiota do leite cru refrigerado em
Pernambuco, verificaram que 83% das propriedades leiteiras produziam leite com contagens
microbioldgicas superiores a 10° UFC/mL e evidenciaram a auséncia de praticas de higiene na
ordenha entre os produtores, bem como o predominio da ordenha manual e a baixa frequéncia
de refrigeracdo do leite. Andrade et al. (2014) avaliaram a qualidade microbioldgica do leite
cru refrigerado no Rio Grande do Norte e verificaram que a média da contagem bacteriana foi
de 7 x 10° UFC/mL, quando o atual padrdo determinado pela legislacdo para a regido nordeste
é 6 x 10° UFC/mL. Ribeiro Junior et al. (2013) avaliando 99 amostras de leite cru refrigerado
no estado do Parand, encontraram média de 1,6 x 10® UFC/mL, com 63,2% das amostras com
contagens superiores ao padrao determinado pela legislacdo (BRASIL, 2011) para a regido sul
na ocasio da analise, 6 x 10> UFC/mL.

Silva et al. (2011) verificaram que o0s pontos de contaminacao
microbioldgica do leite sdo em ordem decrescente, a agua residual do latdo, fundo do latdo,
resfriador, tetos, trés primeiros jatos, teteiras, balde e maos do ordenhador. A falta de controle
da contaminagdo microbiana do leite nesses pontos (MATTOS et al., 2010) € considerada a
principal dificuldade ao atendimento dos parametros da legislacdo. A auséncia de pagamento
por qualidade do leite aos produtores também € relatada como um fator que desestimula a
implantacdo de boas préaticas na ordenha e a melhoria da qualidade do leite (BELOTI et al.,
2012).

A bacia leiteira de Castro, regido central do estado do Parana € um exemplo
da importancia do pagamento por qualidade do leite. Nessa bacia, compreendida pelos

municipios de Castro, Arapoti e Carambei, os produtores estdo inseridos em programas de
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pagamento por qualidade do leite em diversas cooperativas, 0 que os estimula a trabalhar
continuamente para a melhoria da qualidade de seu produto. Como resultado, os produtores
produzem leite com menos de 10 mil UFC de aerdbios mesdéfilos por mL.

A qualidade microbiol6gica do leite cru é um fator determinante da
qualidade e vida atil do leite fluido apds o tratamento térmico (MONTANHINI, 2012). No
Brasil, o leite pasteurizado ndo alcanca 6 dias de vida util, j& nos Estados Unidos, por
exemplo, onde o leite chega a ter durabilidade de 20 dias apds a pasteurizacdo, ha uma
preocupacdo ndo s6 com a quantidade de micro-organismos, mas com a composicdo da

microbiota.

2.4 DETERIORACAO DO LEITE

O leite por ser um alimento constituido por lactose, proteinas, lipidios, sais e
agua (SANTOS; FONSECA, 2007) é considerado um alimento completo e um meio de
cultura favoravel a multiplicagdo de muitos micro-organismos (FRANCO; LANDGRAF,
2008). Esses micro-organismos utilizam constituintes do leite como substrato para sua
multiplicacdo, deteriorando o leite. Podem ser divididos em trés grupos de acordo com o

metabolismo predominante: sacaroliticos, proteoliticos e lipoliticos.

2.4.1 Sacaroliticos

Os micro-organismos que utilizam a lactose do leite como seu substrato
pertencem ao grupo dos sacaroliticos, ou seja, utilizam-se de carboidratos para obtencdo de
energia (JAY, 2000). A degradacdo da lactose pelos micro-organismos € realizada pela
enzima B-D-galactosidase (lactase), que catalisa a reacdo de hidrélise da lactose em B-D-
galactose e a-D-glicose. A temperatura Otima dessa enzima é de 35°C e pH de 6,9 a 7,3.
Como a temperatura 6tima da lactase € alta e exige alta energia de ativacdo, o metabolismo
sacarolitico é favorecido quando o leite ndo é refrigerado, ou seja, mantido em temperatura
ambiente ap6s a ordenha (ANDRADE, 2005).

Os principais grupos de micro-organismos responsaveis pela degradacdo da
lactose no leite sdo as bactérias acido laticas e os coliformes. Os coliformes sdo bactérias
Gram negativas que indicam contaminacdo do leite de origem ambiental e/ou fecal
(FRANCO; LANDIGRAF, 2008).
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A lactose € degradada a &cido latico, responsavel pelo aumento da acidez
Dornic e consequente instabilidade de proteinas do leite a prova do alizarol, além de tornar do
indice crioscépico mais negativo (TRONCO, 2008).

2.4.2 Proteoliticos

A refrigeracdo do leite controla a multiplicacdo dos micro-organismos
mesoéfilos, predominantemente sacaroliticos. No entanto, alguns desses micro-organismos
podem ativar vias metabdlicas alternativas, adaptando-se ao crescimento em temperaturas de
refrigeracdo independentemente da sua temperatura 6tima de multiplicacdo (SANTANA et
al., 2001). Esses micro-organismos sdo chamados de psicrotroficos.

Os psicrotroficos utilizam-se de vias metabolicas secundarias para obtengéo
de energia, através da degradacdo de proteinas e lipidios, principalmente (SANTANA et al.,
2001). Os micro-organismos que utilizam proteinas e lipidios sdo chamados de proteoliticos e
lipoliticos, respectivamente.

No leite, as enzimas proteoliticas de natureza bacteriana agem, em sua
maioria, sobre a k-caseina, resultando na desestabilizacdo das micelas de caseina e na
coagulacédo do leite, de forma analoga a quimosina (FAIRBAIRN; LAW, 1986; RECIO et al.,
2000). Esta categoria de enzimas esta relacionada a problemas tecnoldgicos, incluindo a
sedimentacdo e geleificacdo do leite UHT, a formacdo de aminoacidos indesejaveis durante a
maturacdo de queijos e o desenvolvimento de sabor amargo em leite e em produtos lacteos
(CELESTINO et al., 1997).

O controle da microbiota psicrotréfica no leite constitui um fator importante
para assegurar a qualidade de produtos lacteos. Pesquisas anteriores mostram que a
contaminacdo do leite por bactérias psicrotréficas proteoliticas é frequente (MOREIRA,;
MONTANHINI, 2014). Adams et al. (1975) observaram a presenca de bactérias
psicrotroficas produtoras de proteases resistentes ao tratamento térmico de 149°C, por 10
segundos, em 90% das amostras de leite cru avaliadas.

Adams et al. (1976) registraram um decréscimo de 10 a 20% na concentracao
de k-caseina, apds dois dias de estocagem a 5°C, na presenca de 10° UFC/mL de
Pseudomonas sp., considerado o principal género de bactérias proteoliticas (JAY, 2000).
Embora sejam psicrotroficas e muito sensiveis aos tratamentos térmicos, as proteases de
Pseudomonas sp. podem ser estaveis a altas temperaturas e resistentes a pasteurizagdo e ao

tratamento UHT, entretanto ndo sdo ativas acima de 50 a 60°C. Além das Pseudomonas,
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bactérias Gram positivas como as dos géneros Bacillus e Paenibacillus sdo importantes
produtoras de proteases, com o0 agravante de serem termoddricas e esporuladas, apresentando
formas sobreviventes aos tratamentos térmicos (SCHELDEMAN et al., 2004).

Além dos psicrotroficos, Gillis et al. (1985) constataram uma diferenca
significativa no grau de proteolise entre amostras de leite cru com diferentes contagens de
micro-organismos mesofilicos. Nas amostras com contagem total inferior a 10* UFC/mL, foi
verificado um grau de protedlise significativamente menor quando comparado as amostras
com contagem padrdo entre 10° UFC/mL e 10° UFC/mL.

2.4.3 Lipoliticos

Assim como os proteoliticos, 0s micro-organismos lipoliticos tém
fundamental importancia para o leite, uma vez que as lipases podem ser responsaveis pela
alteracdo de caracteristicas sensoriais no leite fluido, bem como pela rancificacdo em queijos
(CHEN et al., 2003; FUQUAY et al., 2011)

De acordo com Chen et al. (2003), a lipolise resulta da acdo de lipases
naturais e/ou microbianas. Estas enzimas tém a propriedade de hidrolisar triglicérides,
constituintes da gordura, em acidos graxos de cadeia curta, incluindo os acidos butirico,
caproéico, caprilico e caprico, principais responsaveis pelo aparecimento de odores
desagradaveis no leite.

As bactérias produzem duas diferentes classes de enzimas lipoliticas, as
carboxilesterases e as fosfolipases. As carboxilesterases hidrolisam pequenas moléculas de
ésteres, praticamente hidrossoluveis. Por outro lado, as fosfolipases ou lipases verdadeiras
exibem atividade maxima na degradacdo de acidos graxos de cadeia longa, insoliveis em
agua (ARPIGNY; JAEGER, 1999). Entre os principais micro-organismos lipoliticos estdo 0s
do géneros Bacillus e Pseudomonas, que sdo também proteoliticos. As lipases bacterianas
também sdo termoestaveis (ARPIGNY; JAEGER, 1999; FUQUAY et al., 2011).

Alguns géneros de bactérias tém sido utilizados para a producdo de lipases
com potencial biotecnolégico, como Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus (ARPIGNY;
JAEGER, 1999).

Assim, a deterioracdo de amostras de leite cru refrigerado ou tratado
termicamente, mantidas sob refrigeracdo, ocorre principalmente em funcdo da atividade de
proteases e lipases, enzimas termoestaveis e que, portanto, ndo sdo inativadas por tratamentos

térmicos como a pasteurizagdo ou tratamento UHT. Estas enzimas permanecem ativas no
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produto embalado e promovem sua degradagdo. Assim, hd uma estreita relacdo entre a carga
de micro-organismos produtores de enzimas deteriorantes no leite cru e a vida util dos

produtos tratados termicamente.

2.5 MICRO-ORGANISMOS TERMODURICOS

Além das enzimas, a vida util do leite pasteurizado esta diretamente
relacionada com a quantidade de micro-organismos termoduricos mesoéfilos e termoddricos
psicrotroficos, que além de importantes produtores de enzimas deteriorantes, sdo resistentes a
pasteurizacdo, passando a compor a microbiota remanescente no leite pasteurizado (JAY,
2000; FUQUAY et al., 2011). Apresentam propriedades termoduricas bactérias dos géneros
Micrococcus, Bacillus, Paenibacillus, entre outros. Parte desses termoduricos, podem ainda
produzir esporos, que também podem contaminar o leite (BUEHNER et al., 2014).

Nos Estados Unidos, o Food and Drug Administration (FDA) declarou que
termodauricos, termofilos, psicrotroficos e bactérias formadoras de esporos constituem a maior
ameaca a deterioragdo de produtos lacteos (HULL et al.,, 1992; RUCKERT et al., 2004).
Bacterias termoddricas e esporuladas resistem ao processo de pasteurizacdo (GLEESON et al,
2013) e podem apresentar atividade proteolitica e lipolitica reduzindo a vida util do leite

pasteurizado.

2.6 MICRO-ORGANISMOS ESPORULADOS

O processo de esporulacdo estd relacionado a situacOes adversas a
manutencdo das células vegetativas no meio (TORTORA et al., 2013). Sdo descritos dois
principais géneros de micro-organismos que possuem a capacidade de esporulacdo: Bacillus e
Clostridium, micro-organismos cujo habitat predominante é o solo (MADIGAN et al., 2010).

Séo descritos mais de 200 genes envolvidos com o processo de esporulacéo,
principalmente o gene rpoB (650 pares de bases) (BUEHNER et al., 2014) e o spoOA (300
pb) (RUECKERT et al., 2006). Os endoesporos sdao metabolicamente inertes, possuem parede
celular espessa, apresentam 10% da quantidade de agua das células vegetativas e séo
resistentes ao calor, dessecamento, radiacdo e compostos quimicos toxicos (desinfetantes)
(MADIGAN et al., 2010; TORTORA et al., 2013).

No leite cru, os esporos de Bacillus e Clostridium estdo presentes. No

entanto, 0s esporos de bactérias aerObias especialmente tém maior interesse por ser a
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aerobiose a condicdo verificada no leite fluido e na maioria dos seus derivados
(SCHELDEMAN et al., 2004). Os esporos compdem a microbiota do leite pasteurizado e sdo
especialmente significativos em leite em pd, devido ao efeito de concentracdo (HILL;
SMYTHE, 2012). Os esporos sdo altamente resistentes ao calor e podem sobreviver ao
processamento UHT (ESPEJO et al., 2014).

A contaminacdo do leite cru por esporos bacterianos € originaria do solo
(VISSERS et al., 2007), alimentos dos animais (HULL et al., 1992), 4gua (TORP et al.,
2001), fezes (HULL et al., 1992), tetos (CHRISTIANSSON et al., 1999) e equipamentos de
ordenha (GIFFEL et al., 2002). Vissers et al. (2007) estimaram que 33% da contagem de
esporos no leite é oriunda do solo.

Além de termoduricos, alguns micro-organismos formadores de esporos
possuem a capacidade de multiplicacdo em altas temperaturas sdo portanto termofilicos (JAY,
2000; FUQUAY et al., 2011). Esses micro-organismos e seus esporos tém fundamental
importancia para a industria de laticinios, uma vez que podem se aderir em placas de
pasteurizacdo, contaminar o leite ali processado e resistir ao processo de limpeza e sanitizacdo
dos sistemas (BUEHNER et al., 2014).

No quadro 2 ¢ possivel observar as espécies de micro-organismos
esporulados termoduricos e/ou termofilicos e suas respectivas frequéncias de isolamento no

leite relatadas na literatura.
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Quadro 2. Micro-organismos esporulados termoduricos e/ou termofilicos isolados do leite em

diversos paises.

Estudo Pais Espécies (n) (%)
Bacillus licheniformis 22,3
Bacillus pallidus 15,1
Scheldeman et al. o _
Bélgica Paenibacillus spp. 603 10,2
(2005) —— .
Brevibacillus borstelensis 7,2
Ureibacillus thermosphaericus 6,6
) ] Bacillus licheniformis 57,1
Coorevits et al. (2008) Bélgica _ _ 318
Bacillus pumilus 37,7
Bacillus licheniformis 52,8
Bacillus flavithermus 18,7
Reginensi et al. (2011) Uruguai Bacillus subtilis 207 9,3
Bacillus megaterium 8,3
Bacillus pumilus 5,7
Bacillus licheniformis 36,8
_ Bacillus flavithermus 23,7
Yuan et al. (2012) China : 801
Geobacillus
_ 20
stearothermophilus
Bacillus licheniformis 62
Estados Unidos Bacillus subtilis o 9
(Inverno) Bacillus sonorensis 8
Buehner et al. (2014) Bacillus pumilus 6
) Bacillus licheniformis 49
Estados Unidos : :
3 Bacillus sonorensis 83 12
(Verdo) _ _
Bacillus pumilus 11

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os esporos destes micro-organismos sdo facilmente encontrados no solo e

em alimentos para os animais, como por exemplo na silagem (BUEHNER et al., 2014).

Contaminam o leite durante e apds a ordenha e podem germinar ou permanecer na forma de

esporos. Os esporos resistem aos tratamentos térmicos e esse processo pode estimular sua

germinagdo. Assim, sdo importantes no processo de deterioracdo do leite pasteurizado
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2014b) de longa vida util e no leite UHT.
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2.7 MICROBIOTA FUNGICA NO LEITE

Os fungos sdo micro-organismos eucariontes heterotréficos que obtém sua
energia pela ruptura de moléculas organicas, podendo ocupar diversos nichos ecoldgicos,
atuando como parasitas, saprobios ou entdo estabelecendo relagdes simbioticas, por exemplo,
com algas, formando os liquens (TORTORA et al., 2013).

Nos fungos, a estrutura celular é semelhante a dos outros eucariotos,
constituida basicamente por uma membrana, um citoplasma com as organelas distribuidas
aleatoriamente por todo interior celular e um compartimento especial, 0 nicleo, que armazena
0 material genético. As células podem ser encontradas na forma unicelular, como as
leveduras, ou entdo formando conjuntos de hifas, septadas ou ndo, denominadas de micélio,
como no caso dos fungos filamentosos. Tanto as céelulas leveduriformes quanto o micélio
estdo envolvidos por uma camada protetora externa denominada de parede celular,
quimicamente diferente da parede encontrada em vegetais, ainda que possa exercer 0S
mesmos tipos de fun¢bes (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

No grupo dos micro-organismos termoduricos do leite, alem de bactérias,
podem ser isolados fungos que também podem crescer em temperaturas de refrigeracdo e
produzir proteases (SORHAUG et al., 2011). Alguns desses podem apresentar caracteristicas
tecnoldgicas desejaveis, uma vez que conferem aspectos sensoriais caracteristicos a alguns
derivados (POTTIER et al., 2008), mas podem também ser deteriorantes ou produtores de
micotoxinas.

Alguns géneros de fungos, como Candida, Geotrichum, Rhizopus e
Thermomyces vem chamando a atencdo de varios pesquisadores pelo seu potencial
biotecnoldgico para a producéo de lipases industriais (ARPIGNY; JAEGER, 1999; FUQUAY
etal., 2011).

Apesar de poucos relatos disponiveis, alguns géneros de fungos isolados do

leite tem sido descritos como mostra 0 Quadro 3.
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Quadro 3. Géneros e frequéncia de isolamento de bolores e leveduras no leite.

Estudo Pais Género (n) | (%)
Geotrichum 76,5
Jodral et al. (1993) Espanha Fusarium 23 | 45,3
Aspergillus 31,2
Geotrichum 51,5
Aspergillus 33,8

Torkar e Vengust (2008) Eslovénia Mucor 68 5,9
Fusarium 2,9

Penicillium 2,9

Candida 59
Geotrichum 11,6
Ruz Peres et al. (2010) Brasil Rhodotorula | 302 | 10,9
Penicillium 2,6

Chrysosporium 2,3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ruz Peres et al. (2010) compararam a resisténcia de fungos filamentosos e
leveduras a pasteurizacdo rapida (72°C / 20 segundos), lenta (65°C / 30 minutos) e a fervura
(98°C) do leite, e verificaram que 0 processo de pasteurizacdo rapida foi o tratamento térmico
no qual houve o maior indice de resisténcia (72,18%) por parte das leveduras e fungos
filamentosos testados, seguido pela fervura (15,89%) e pasteurizacdo lenta (0,99%). Nesse
mesmo estudo, os autores verificaram que 77,14% dos 35 isolados de Geotrichum foram
resistentes a pasteurizacdo rapida e nenhum a pasteurizacédo lenta do leite.

Geotrichum, o principal género de fungos isolado do leite em outros paises
(JODRAL et al., 1993; TORKAR; VENGUST, 2008) é uma levedura cuja presenca é
desejavel na superficie de alguns queijos (ELISKASES LECHNER et al., 1997). E utilizado
como fermento na inddstria de laticinios e coloniza quase todos os queijos curados por
superficie durante os primeiros estagios de maturacdo (BERGER et al., 1999) conferindo
textura, coesdo e espessura da casca (BOUTROU; GUEGUEN, 2005) além de compostos
aromaticos caracteristicos de alguns queijos (JOLLIVET et al., 1994). Essas caracteristicas
nos queijos ocorrem, principalmente, devido a producdo de proteases extracelulares pelas
cepas de Geotrichum (BOUTROU et al., 2002).
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A deterioracdo de produtos lacteos por fungos esté associada principalmente
com queijos e sua suscetibilidade depende de vérias condi¢des, como o saneamento durante a
fabricagdo e maturacdo (tempo e grau), as condi¢Oes de armazenamento (temperatura,
umidade relativa do ar, tipo e extensdo da embalagem), atividade da agua (aw) € composicdo
do queijo (SYRHAUG, 2011).

Alguns j& avaliaram o potencial antagonista de bactérias acido laticas frente
aos fungos produtores ou ndo de micotoxinas nos produtos lacteos (BELKACEM HANFI et
al., 2014; CHEONG et al., 2014). No entanto, pouco se sabe sobre a presenca de fungos no
leite fluido, sua identidade, resisténcia térmica, adaptabilidade as temperaturas de refrigeracédo

e seu potencial deteriorante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Quantificar e identificar os esporos aerobios, isolar e identificar a
microbiota termoddrica fangica, e verificar o potencial deteriorante desses micro-organismos

do leite cru refrigerado na bacia leiteira da regido de Castro, Parana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Quantificar a microbiota esporulada aerdébia do leite cru refrigerado produzido na
regido de Castro, Parana.

3.2.2 Verificar a atividade proteolitica e/ou lipolitica dos isolados de esporos aerébios do
leite cru refrigerado.

3.2.3 Identificar as cepas de micro-organismos esporulados proteoliticas e/ou lipoliticas
por sequenciamento do gene 16S rRNA.

3.2.4 Realizar andlises filogenéticas com as sequéncias de rRNA de bactérias oriundas da
germinacéo de esporos aerdbios.

3.2.5 Isolar coldnias fungicas do leite cru refrigerado que tenham resisténcia térmica.

3.2.6 Verificar a atividade proteolitica de fungos isolados do leite cru refrigerado.

3.2.7 ldentificar os fungos termoduricos proteoliticos.
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4 ARTIGO A

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE ESPOROS AEROBIOS PROTEOLITICOS
E LIPOLITICOS DO LEITE CRU REFRIGERADO

RESUMO

Esporos de bactérias aerobias constituem um importante grupo de micro-organismos no leite
cru, uma vez que sao termoduricos e, nas formas vegetativas, termofilicos, termoduricos e/ou
psicrotroficos, e podem deteriorar o leite pasteurizado reduzindo sua vida Gtil. No Brasil, ndo
ha estudos sobre a carga de esporos aerobios no leite cru, tdo pouco sobre sua atividade
deteriorante. O presente trabalho teve como objetivo quantificar os esporos aerobios no leite
cru refrigerado brasileiro, verificar o potencial proteolitico e/ou lipolitico dos isolados e
proceder a identificacdo dos micro-organismos oriundos da sua germinagdo. Foram avaliadas
20 amostras de leite cru refrigerado oriundas de propriedades leiteiras da bacia leiteira de
Castro, regido central do Parand. A contagem foi realizada por plagueamento das amostras
apos tratamento térmico a 80°C/12min; o potencial proteolitico e lipolitico dos isolados foi
avaliado pelo repique em agar leite e em agar tributirina, respectivamente; e a identificacao
desses micro-organismos foi realizada por sequenciamento parcial do gene 16S rRNA
comparando as sequéncias encontradas com as depositadas no GenBank do National Center
for Biotechnology Information (NCBI). As contagens de esporos aerébios variaram de 1 a 3,7
log UFC.mL™, com média de 1,75 (+0,59) log UFC.mL™. A partir da germinacéo dos
esporos, foram obtidos 137 isolados puros de bactérias aerobias, das quais 40 (29,2%)
apresentaram atividade deteriorante do leite. Dessas, 31 (77,5%) foram proteoliticas e
lipoliticas, 7 (17,5%) foram exclusivamente lipoliticas e 2 (5%) foram apenas proteoliticas.
Pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, foram identificados Bacillus licheniformis (55%),
Bacillus sp. (27,5%), Paenibacillus sp. (7,5%), Bacillus pumilus (5%), Bacillus circulans
(2,5%) e Brevibacillus sp. (2,5%). Estudos da microbiota do leite cru brasileiro ainda nédo
haviam descrito B. circulans e o género Paenibacillus, frequentemente detectado no leite de
outros paises. Dos 22 isolados de B. licheniformis, 21 (95,5%) apresentaram atividade
proteolitica e lipolitica e 1 (4,5%) foi apenas proteolitico. As 2 cepas de B. pumilus foram
proteoliticas e lipoliticas, enquanto a cepa de B. circulans foi apenas lipolitica. Em relacéo aos
11 isolados de Bacillus sp., 8 (72,7%) foram proteoliticos e lipoliticos, 1 (9,1%) foi
proteolitico e outros 2 (18,2%) lipoliticos. As 3 cepas de Paenibacillus sp. foram apenas
lipoliticas, assim como a cepa de Brevibacillus sp. O leite pode ser contaminado por esporos a
partir do solo, alimentos dos animais, 4gua, fezes, tetos e equipamento de ordenha, fazendo-se
necessarias medidas profilaticas que controlem a contaminacdo nesses pontos para melhorar a
qualidade microbiolégica e, consequentemente, ampliar a vida util do leite pasteurizado, uma
vez que um terco desses micro-organismos apresentam atividade proteolitica e/ou lipolitica.

Palavras-chave: Bacillus, esporos, lipolise, protedlise, termoduricos
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF SPORE-FORMING BACTERIA
PROTEOLYTIC AND LIPOLYTIC FROM REFRIGERATED RAW MILK

ABSTRACT

Spores of aerobic bacteria are an important group of microorganisms in raw milk, since they
are thermoduric and vegetative forms are thermophilic, thermoduric and / or psychrotrophic
and can spoilage pasteurized milk reducing its shelf-live. In Brazil, there are no studies on the
load of aerobic spores in raw milk, so little about his spoilage activity. Thus, this study aimed
to evaluate and quantify the aerobic spores in raw brazilian refrigerated milk, check the
potential proteolytic and/or lipolytic of isolated and carry out the identification of
microorganisms derived from the germination. Twenty milk samples of dairy farms of Castro
region, Parana, Brazil, were evaluated counting was carried out by plating the samples after
heat treatment at 80°C/12 min, proteolytic and lipolytic potential of the isolates was assessed
in milk agar and tributyrin agar, respectively, and the identification of these microorganisms
was realized by partial sequencing data of the 16S rRNA and comparison with the sequences
deposited in the National Center for Biotechnology Information (NCBI). Aerobic spore
counts ranged from 1 to 3.7 CFU.mL™ log, with a mean of 1.75 ( 0.59) log CFU.mL™. After
germination of the spores were obtained pure 137 isolates of aerobic bacteria, of which 40
(29.2%) showed milk spoilage activity. Of these, 31 (77.5%) were proteolytic and lipolytic, 7
(17.5%) were exclusively lipolytic and 2 (5%) were only proteolytic. For the 16S rRNA
sequencing were identified Bacillus licheniformis (55%), Bacillus sp. (27.5%), Paenibacillus
sp. (7.5%), Bacillus pumilus (5%), Bacillus circulans (2.5%) and Brevibacillus sp. (2.5%).
Brazilian studies about microbiota of raw milk not yet described the genus B. circulans and
Paenibacillus, that is frequently detected in milk from other countries. Of the 22 isolates of B.
licheniformis, 21 (95.5%) showed proteolytic and lipolytic activity and 1 (4.5%) was only
proteolysis. The 2 strains of B. pumilus are proteolytic and lipolytic while the strain of B.
circulans was only lipolytic. Of the 11 isolates of Bacillus sp., 8 (72.7%) were proteolytic and
lipolytic, 1 (9.1%) was proteolytic and other 2 (18.2%) lipolytic. The 3 strains of
Paenibacillus sp. were just lipolytic as well as the strain of Brevibacillus sp. Milk can be
contaminated by spores from the soil, animal food, water, feces, ceilings and milking
equipment, making it necessary preventive measures to control contamination at these points
to improve the microbiological quality and thus extend the shelf-life pasteurized milk, since
one third of these micro-organisms have proteolytic and/or lipolytic activity.

Key words: Bacillus, spores, lipolysis, proteolysis, thermoduric
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INTRODUCAO

No Brasil, em geral, o leite cru refrigerado apresenta baixa qualidade
microbiol6gica (MATTOS et al., 2010; SILVA et al., 2011; BELOTI et al., 2012; RIBEIRO
JUNIOR et al., 2013; ANDRADE et al., 2014; MARTINS; REIS, 2014), o que determina
vida util do leite pasteurizado inferior a 6 dias. No entanto, determinadas bacias leiteiras
brasileiras produzem leite com qualidade microbiol6gica que atende a todos os padrGes de
qualidade internacionais (RIBEIRO JUNIOR et al., 2015), com potencial de producéo de leite
pasteurizado de longa vida til, de até 20 dias como nos Estados Unidos. Nesse contexto,
controlar a microbiota que poderia reduzir a vida Util do leite pasteurizado brasileiro é uma
das medidas para que o consumidor disponha de leite pasteurizado de longa vida util e melhor
qualidade nutricional.

No leite cru, a microbiota esporulada aerébia é comumente presente,
especialmente espécies de Bacillus (SCHELDEMAN et al., 2004; 2005), e representa um
problema para o setor de laticinios, uma vez que 0s esporos bacterianos conferem resisténcia
ao processo de pasteurizacdo (BUEHNER et al., 2014). Dessa forma, esses micro-organismos
compdem a microbiota do leite pasteurizado, juntamente com 0S micro-organismos
termoduricos ndo esporulados e 0s contaminantes pos-pasteurizacdo (JAY, 2000).

Os esporos sdo muito resistentes ao calor podendo sobreviver a
pasteurizacdo e ao processamento Ultra High Temperature (UHT) (ESPEJO et al., 2014).
Alguns desses micro-organismos tém a capacidade de multiplicacdo em temperaturas de
refrigeracdo (HULL et al., 1992) e podem ser capazes de deteriorar o leite pasteurizado
envazado durante sua vida util (SCHELDEMAN et al., 2004; RANIERI et al., 2012).

Alguns micro-organismos formadores de esporos possuem a capacidade de
multiplicacdo em altas temperaturas sendo, portanto, termofilicos (BURGESS et al., 2010;
YUAN et al., 2012; GLEESON et al., 2013). Esses micro-organismos tém fundamental
importancia para a industria de laticinios, uma vez que podem aderir a placas de
pasteurizacdo, contaminar o leite ali processado e resistirem ao processo de limpeza e
sanitizacdo dos sistemas (BURGESS et al., 2010).

As altas temperaturas aplicadas ao leite cru durante o processamento na
industria € um dos fatores que podem estimular a germinacédo dos esporos de bactérias (JAY,
2000). Assim, esses micro-organismos sdo importantes componentes da microbiota do leite
pasteurizado e Ultra High Temperature (UHT) (SCHELDEMAN et al., 2004; RANIERI et
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al., 2012), podendo ser degradados pelas formas vegetativas dos esporos, com consequente
reducdo da sua vida dtil.

No Brasil, ndo existem estudos sobre a contaminacdo do leite cru
refrigerado por esporos de bactérias, tdo pouco sobre seu potencial deteriorante. Diante disso,
esse estudo teve por objetivo verificar a contagem de esporos de bactérias aerdbias no leite
cru refrigerado produzido no estado do Parand, regido sul do Brasil, além de avaliar o
potencial proteolitico e lipolitico desses micro-organismos e identificar geneticamente essa

microbiota.

MATERIAL E METODOS

Unidade amostral

Foram avaliadas 20 amostras de leite cru refrigerado produzido nos
municipios de Castro (n = 14) e Arapoti (n = 6), regido central do estado do Parana. Todas as
propriedades selecionadas para o presente trabalho eram muito tecnificadas com uma
producdo diaria média que variava de 5 a 29 mil litros/dia. Todos os animais em lactacao
eram mantidos em free-stall com cama de areia ou serragem, onde eram alimentados com
silagem de milho, concentrado proteico comercial e sal mineral. A &gua de todas as
propriedades era oriunda de pocos artesianos proprios, a ordenha era realizada em circuito
fechado, sendo uma robotizada, e em seis propriedades o leite cru passava por resfriador em
placas antes de ser armazenado em tanques de expansao.

Amostras de 500 mL de leite cru refrigerado foram coletadas assepticamente
diretamente dos tanques de expansdo das propriedades rurais no periodo de novembro de
2013 a maio de 2014, sendo transportadas sob refrigeracdo ao Laboratdrio de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL), onde
procedeu-se as analises. As amostras foram avaliadas para contagem de esporos aerébios em

menos de 4 horas apds a coleta.

Tratamento e contagem de esporos aerobios

A contagem de esporos aerobios do leite foi realizada conforme o Standard
Methods for the Examination of Dairy Products (FRANK; YOUSSEF, 2004). Duzentos mL
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de cada amostra foram depositados em um bal&o volumétrico estéril, mantido em banho-maria
a 80 = 0,5°C por 12 min. Este tratamento elimina as formas vegetativas e estimula a
germinacgdo de esporos. Iniciou-se a contagem do tempo de tratamento térmico das amostras
ap6s um baldo controle, equipado com termémetro e com 0 mesmo volume de leite, atingiu a
temperatura desejada. Durante todo o periodo de tratamento os baldes foram mantidos sob
agitacao.

Apbs o tratamento, foram realizadas diluicdes decimais seriadas (até 107)
das amostras em solucéao salina (0,85%) peptonada (0,1%), realizando-se o plaqueamento por
superficie (0,1 mL) em &gar padrdo para contagem (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Hampshire,
UK) suplementado com 0,1% de amido soltvel (Synth, Brasil). O plaqueamento foi realizado
em duplicata para cada diluigdo. As placas foram entdo invertidas e incubadas por 48 h a
32°C.

Potencial deteriorante e identificacdo morfocolorimétrica das cepas

Imediatamente apOs a contagem de colonias oriundas da germinacdo dos
esporos, todas foram repicadas para agar leite (Acumedia, Baltimore, USA) suplementado
com solucéo estéril de leite em po desnatado reconstituido a 10% na propor¢do de 9:1 e em
agar tributirina (Himedia, Mumbai, India) suplementado com tributirina (Himedia, Mumbai,
india) na proporcao de 99:1 para verificacdo da atividade proteolitica (BEERENS; LUQUET,
1990) e lipolitica (HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007), respectivamente.

As coldnias de bactérias formadoras de esporos que apresentaram atividade
proteolitica e/ou lipolitica foram fixadas pelo calor em laminas de microscopia Optica para
identificacdo morfocolorimétrica pela coloracdo de Gram (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012)
e cultivadas em caldo cérebro coracdo (BHI) (Acumedia, Baltimore, USA) por 24 horas a
35°C para extracdo de DNA.

Extracdo de DNA

O processo de extracdo de DNA foi realizado conforme Cheng e Jiang
(2006). Um mL do caldo de cultura foi adicionado a um microtubo de centrifugacao
descartdvel de 2 mL livre de DNAse, RNAse e pirogénios. Os microtubos foram
centrifugados a 12.000 rpm por 2 min a 4°C, sendo descartado o sobrenadante. O pellet foi

ressuspendido em homogeneizador com 400 uL de tampdo Sddio-Tris-EDTA (STE) [Tris-
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HCI(10MM):EDTA(1mM):NaCl(100MM)] sendo novamente centrifugados a 12.000 rpm por
2 min a 4°C, descartando-se o sobrenadante. Foram entéo adicionados 200 pL de tampé&o Tris-
EDTA (TE) [Tris-HCI(10MM):EDTA(1mM)], homogeneizados e adicionados 100 pL de
fenol saturado equilibrado (pH 8,0) (Sigma) com agitacdo em homogeneizador por 1 min e
centrifugacdo a 16.000 rpm por 5 min a 4°C. Entdo procedeu-se a lavagem do material
genético: 160 pL do sobrenadante foram transferidos a um microtubo de centrifugagdo limpo
e adicionados de 40 puL de TE e 100 pL de cloroférmio (Synth, Brasil). O processo de
lavagem foi realizado por 2 vezes, no minimo, ou até que ndo se observasse a interface
branca. Cento e sessenta puL foram recolhidos do sobrenadante da ultima lavagem e foram
adicionados 40 pL de TE e 5 puL de RNAse (10 mg/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
0s microtubos foram incubados a 37°C por 20 min em termo bloco. Apés a incubacéo, foram
adicionados 100 pL de cloroformio aos microtubos, que foram centrifugados a 16.000 rpm
por 5 min a 4°C. Parte do sobrenadante (150 pL) foi transferido a um microtubo de

centrifugacao limpo e estocado a -20°C.

Amplificacdo do gene 16S rRNA

Para as analises moleculares de todos os isolados de bactérias oriundas da
germinacdo de esporos com atividade proteolitica e/ou lipolitica foi realizada a amplificacédo
parcial do gene 16S rRNA (1500 pb) por Polymerase Chain Reaction (PCR) com os primers
foward Y1 (5-TGGCTCAGAACGAAC-GCTGGCGGC-3) e reverse Y3 (5-
CTGACCCCACTTC-AGCATTGTTCCAT-3), previamente descritos por Chen et al. (2000).
A reacdo foi realizada utilizando-se 1 puL de amostra (50 ng/mL), 39 uL de agua ultrapura
esterilizada; 1 pL de dNTPs (10 mmol L™ de cada); 5 pL de tamp&o 10X; 1,5 uL de MgCl,
(50 mmol L™); 1 pL de cada primer (Y1 e Y3, na concentracdo de 20 pmol pL™); 0,5 pL de
Taq Platinum DNA polimerase (5 U pL™) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), com volume
final de 50 pL.

A amplificacdo foi realizada em termocilador (Aeris™ Thermal Cycler,
Esco® Micro Pte, Singapore) utilizando-se uma etapa de desnaturagdo inicial a 94°C por 5
min, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 64°C por 45 seg, extensdo a
72°C por 2 min e extensao final a 72°C por 5 min, conforme descrito por Young et al. (1991)
com modificacdes.

Para visualizagdo da PCR as amostras amplificadas foram aplicadas em gel

de agarose 1% (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e submetidas por 1 h a uma tensdo constante
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de 5 V/cm®. Os géis foram corados em solugéo de brometo de etidio a 0,2 ug/mL por 20 min e

visualizados em transiluminador UV.
Sequenciamento e analise das sequéncias

A purificacdo do produto da PCR foi realizada por meio do PureLink®
Quick Gel Extraction Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e a quantificacdo em
Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), conforme as recomendacdes
do fabricante.

O sequenciamento em ambas as direcbes do gene rRNA amplificado de
todos os isolados de bactérias oriundas da germinacdo de esporos com atividade proteolitica
e/ou lipolitica foi realizado utilizando-se o Kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em sequenciador automatico pelo
método de Sanger (ABI 3500. Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)
com os primers foward 27 (5-GAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") e reverse 1492 (5'-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3") (OSBORNE et al., 2005) com produto de 1400 pb.

Os cromatogramas obtidos no sequenciamento foram analisados com o
auxilio da plataforma “Electropherogram quality analysis”
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). A qualidade das sequéncias foi analisada pelo
programa Phred. Em seguida, os contigs foram gerados pelo programa CAP3 “Sequence
Assembly Program” — (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php) (HUANG; MADAN, 1999).

A sequéncia consensual gerada foi comparada com outras sequéncias

depositadas em bases publicas de dados (GenBank), utilizando o programa BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para busca de

similaridades.

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos com as sequéncias
previamente determinadas de cepas padrdo foi realizado por CLUSTAL W (version 1.4)
usando o software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013). A arvore filogenética de distancia foi
calculada usando o modelo evolutivo Tamura-Nei (TAMURA; NEI, 1993) e o algoritmo

Neighbor-joining, com suporte de bootstrap para 1000 réplicas.


http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

47

Analise estatistica

Para andlise estatistica das contagens e elaboracdo do grafico em Box Plot
os resultados foram convertidos em log utilizando o software Statistica versédo 7 (StatSoft,
OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem média de esporos aerobios das amostras avaliadas foi de 1,75
log UFC.mL™, como demonstra a Tabela 1. A distribuicdo dos resultados pode ser observada
na Figura 3. Houve boa homogeneidade da distribuicdo dos resultados das contagens a partir

da mediana, desconsiderando outliers e valor extremo.

Tabela 1. Contagem (log) de esporos aerdbios de 20
amostras de leite cru refrigerado da regido de Castro,
Parand, coletadas no periodo de novembro de 2013 a maio
de 2014.

log (UFC.mL™)

Media 1,75
Minimo 1,00
Maximo 3,70
Mediana 1,63

Desvio Padrao + 0,59
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Figura 3. Distribuicdo da contagem (log) de esporos aerébios em 20 amostras de leite cru
refrigerado coletadas na regido de Castro, Parang, no periodo de novembro de 2013 a maio de

2014.
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Foram obtidos 137 isolados puros de bactérias aerobias formadoras de
esporos, dos quais 40 (29,2%) apresentaram atividade deteriorante do leite (Figuras 4 e 5,
Apéndice A). Dessas, 31 (77,5%) foram proteoliticas e lipoliticas, 7 (17,5%) foram

exclusivamente lipoliticas e 2 (5%) apenas proteoliticas (Apéndice A).
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Figura 4. Halos de protetlise em &gar Figura 5. Halos de lipdlise em A&gar
leite de cepas de bactérias formadoras de tributirina de cepas de bactérias formadoras
esporos aerobios isolados do leite cru de esporos aerébios isolados do leite cru

refrigerado coletado na regido de Castro, refrigerado coletado na regido de Castro,
Parand, entre novembro de 2013 a maio Parana, entre novembro de 2013 a maio de
de 2014. 2014.

. |
™

Na coloracdo de Gram, todas as 40 colénias apresentaram morfologia de

bacilos Gram positivos, conforme Figura 6.
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Figura 6. Morfologia de bactérias aerobias formadoras de esporos isoladas de leite cru
refrigerado na coloragéo de Gram. Aumento 1000X.
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O fragmento esperado de 1500 pb do gene 16S rRNA foi obtido de todos os
isolados deteriorantes de bactérias oriundas da germinacéo de esporos, conforme demonstrado

na Figura 7.

Figura 7. Resultado da reacdo de PCR de cinco cepas de bactérias formadoras de esporos
isoladas de amostras de leite cru refrigerado da regido de Castro, Parana, coletadas no periodo
de novembro de 2013 a maio de 2014.

Controle
Negativo

1500 pb «— —> 1650 pb
——>1000 pb
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O sequenciamento do 16S rRNA amplificado permitiu identificar a espécie
de 25 dos 40 isolados através da comparacdo com outras sequéncias depositadas em bases
publicas de dados (GenBank) utilizando o programa BLAST. As outras 15 cepas tiveram sua

identificacdo em nivel de género, conforme Tabela 2 e Apéndice A.

Tabela 2. Identificacdo por sequenciamento parcial e alinhamento de sequencias do gene 16S
rRNA de 40 cepas de bactérias deteriorantes formadoras de esporos, isoladas do leite cru
refrigerado produzido na regido central do estado do Parana entre novembro de 2013 e maio
de 2014 com cepas depositadas no GenBank.

Identidade de

Identificacdo nucleotideos (%)" (n) (%)
Bacillus licheniformis 99 ou 100 22 55
Bacillus sp. 99 ou 100 11 275
Paenibacillus sp. 99 ou 100 3 7,5
Bacillus pumilus 100 2 5
Bacillus circulans 100 1 2,5
Brevibacillus sp. 100 1 2,5

* Percentual de identidade baseada no de alinhamento da sequéncia obtida pelo presente
estudo com as depositadas no GenBank do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) utilizando a ferramenta BLAST.

Foi observado que a maioria dos isolados de B. licheniformis apresentou
atividade proteolitica e lipolitica e, diferentemente do resultado de estudos americanos que
relatam atividade proteolitica de Paenibacillus sp. (HUCK et al., 2007; MARTIN et al.,
2011), os isolados dos micro-organismos desse género obtidos no presente estudo apresentou

somente atividade lipolitica, conforme demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Potencial deteriorante de cepas de bactérias oriundas da germinagdo de esporos
aerobios isolados do leite cru refrigerado da bacia leiteira da regido de Castro, Parand,
coletadas no periodo de novembro de 2013 a maio de 2014.

\dentificacdo Total Proteolitico e lipolitico ~ Proteolitico Lipolitico
() (n) %) M) % ) (%
Bacillus licheniformis 22 21 95,5 1 4,5
Bacillus sp. 11 8 72,7 1 91 2 18,2
Paenibacillus sp. 3 3 100
Bacillus pumilus 2 2 100
Bacillus circulans 1 1 100
Brevibacillus sp. 1 1 100

Apos o alinhamento das sequéncias gerou-se uma arvore filogenética
(Figura 8) que demonstra diversidade nas cepas de B. lichiniformis isoladas (nimeros de
acesso no GenBank KP713760 a KP713762), que foram compativeis com diferentes cepas da
mesma espécie depositadas. Nesse mesmo ramo, foi observada grande proximidade com
outras espécies de bactérias formadoras de esporos isoladas do leite cru (KF879302.1,
KF879293.1, KJ622304.1).

As sequencias depositadas de B. pumilus (KP713763 e KP713764) ficaram
agrupadas com B. altitudinis (KC414717), B. aerophilus (KC414715) e B. safensis
(JN699023). Nédo foram encontrados estudos que descreveram essas cepas, que foram
agrupadas no mesmo cluster de B. pumilus, como constituintes da microbiota esporulada
aerobia do leite cru, assim como B. circulans (KP713765) isolado pelo presente estudo.

Os outros micro-organismos dos géneros Paenibacillus (KP713766) e
Brevibacillus (KP713767) ja possuem descricdo de isolamento no leite cru e/ou pasteurizado
na Eslovénia (SCHELDEMAN et al., 2005) e Estados Unidos (HUCK et al., 2007; MARTIN
etal., 2011).
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# Bacillus licheniformis strain LIPOA/UEL 1 (KP713760)
@ Bacillus licheniformis strain LIPOA/UEL 2 (KP713761)
Bacilluslicheniformis strain TS.17 (KM657265.1)
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Bacillus sonorensis strain CCMMB990 (KF879302.1)
Bacillus aerius strain CCMMB968 (KF879293.1)
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Paenibacillus sp. strain LIPOA/UEL 7 (KP713766)

Paenibacillus thermophilus strain WP-1 (NR 118419.1)
Paenibacillus macerans strain EHFS1 S05Ta (EU071599.1)
100 Brevibacillus sp. ML1 (KF217127.1)
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Figura 8. Arvore filogenética construida utilizando o método Neighbor-joining baseado no alinhamento de 602 pb do 16S
rRNA de bactérias formadoras de esporos. As amostras do presente estudo (cepas LIPOA/UEL, seguidas dos nimeros de
deposito no GenBank) estdo agrupadas nas mesmas posicdes filogenéticas das cepas reconhecidas de Bacillus licheniformis,
Bacillus circulans, Bacillus pumilus, Brevibacillus e Paenibacillus (niGmero de acesso da sequéncia no GenBank). A sequéncia
do gene 16S rRNA de Streptococcus pyogenes (cepa I-273) foi utilizada como outgroup. A distancia filogenética esta indicada

por 0,01 substituicdo de nucleotideos.

Streptococcus pyogenes strain [-273 16S ribosomal (NR 028598.1)
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As contagens de esporos aerébios no leite cru da regido estudada foi
considerada baixa quando comparado com os resultados relatados por Huck et al. (2007) que
encontraram médias de 4,69 e 4,03 log UFC/mL™ de bactérias formadoras de esporos no leite
cru dos tanques de refrigeracdo de duas industrias no estado de Nova lorque, Estados Unidos.
Nesse mesmo estado, Martin et al. (2011) acompanharam quatro industrias de laticinios
durante um ano e observaram contagens de esporos aerébios no leite cru variando de 3,57 a
5,08 log UFC.mL™. Em concordancia, Buehner et al. (2014) avaliaram as contagens de
esporos aerébios do leite cru no inverno (-9°C) e verdo (30°C) no estado de Dakota do Sul,
Estados Unidos, e verificaram diferenca significativa nas respectivas contagens médias de
2,06 e 1,08 log UFC.mL™, contagens de esporos superiores no inverno possivelmente
relacionada com o aumento da adversidade do ambiente pela queda de temperatura
favorecendo o processo de esporulagdo das formas vegetativas desses micro-organismos.
Scheldeman et al. (2005) encontraram média de 3,73 log UFC.mL™ de esporos aerébios no
leite cru refrigerado da Beélgica, relacionando a contaminacdo por bactérias esporuladas na
silagem sem fermentacdo de 5,15 log UFC.mL™, em swabs de tanques de expanséo de 2,71
log UFC.mL™e do concentrado proteico 5,91 log UFC.mL™.

O Bacillus licheniformis é a espécie de bactéria esporulada aerébia mais
frequentemente isolada do leite cru em diversos paises como Beélgica (SCHELDEMAN et al.,
2005; COOREVITS et al., 2008), Uruguai (REGINENSI et al., 2011), China (YUAN et al.,
2012) e Estados Unidos (BUEHNER et al., 2014), e seus esporos podem ser disseminados
pelo ar (TORTORA et al., 2013). Esses micro-organismos tém a capacidade de multiplicar-se
em temperaturas de 15 a 55°C e em até 7% de concentracdo de cloreto de sédio, produzem
hidrolases de caseina, apresentam endoesporo na regido central, multiplicam-se em pH entre
5,5 a 8,5 e reduzem nitrato em nitrito (BURGESS et al., 2010). Apresentam ainda potencial
biotecnoldgico para producdo de proteases industriais por processos fermentativos, como as
proteases metal e serina, cujo pH 6timo é proximo ao neutro e alcalino, respectivamente
(PALLADINO, 2008).

A producdo de proteases serinas por Bacillus pumilus foi estudada por
Aoyama et al. (2000) no processo de coagulacdo de leite de soja. Esse micro-organismo foi
isolado do leite na Bélgica (COOREVITS et al., 2008), Uruguai (REGINENSI et al., 2011) e
Estados Unidos (BUEHNER et al., 2014) e foi caracterizado por Burgess et al. (2010) como
produtor de proteases que hidrolisam a caseina, com esporo de posi¢cdo central e multiplicacéo

em temperaturas de 5 a 55°C em até 7% de cloreto de sodio.
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A producéo de lactase por Bacillus circulans é conhecida e utilizada em
processos biotecnologicos (BULTEMA et al., 2014), assim como a ciclodextrina
glicosiltransferase, que catalisa a conversdo do amido em oligossacarideos ciclicos ou
lineares, produtos industriais importantes para a complexacdo de substancias ndo polares
(COSTA et al., 2015). No entanto, ndo havia até 0 momento descri¢cdo sobre sua presenca na
microbiota esporulada do leite cru e tdo pouco sobre a atividade lipolitica dessa espécie.

Os micro-organismos do género Paenibacillus séo frequentemente relatados
como componentes da microbiota esporulada do leite cru nos Estados Unidos
(SCHELDEMAN et al., 2004; HUCK et al., 2007; RANIERI et al., 2012). Ainda ndo haviam
sido encontrados em estudos realizados no Brasil.

A origem da contaminagdo do leite por Paenibacillus sp. esta relacionada,
provavelmente, com os alimentos dos animais, uma das fontes de contaminag&o por Bacillus
sp. (GIFFEL et al., 2002). O processo de germinacao dos esporos de Paenibacillus sp. no leite
pasteurizado ocorre durante a vida de prateleira, iniciando o processo de deterioragdo
causando alteracOes sensoriais (SCHELDEMAN et al., 2005), promovendo proteolise e
lipdlise. No entanto, no presente estudo, diferentemente a atividade lipolitica foi verificada.

Huck et al. (2007) verificaram que o leite cru dos Estados Unidos,
experimentalmente pasteurizado e estocado por 14 dias a 6°C, apresentou microbiota
composta predominantemente por Paenibacillus sp. (83 de 88 isolados), atribuindo a
germinacdo dos esporos desses micro-organismos durante a vida atil sob refrigeracdo, a
consequente deterioracdo do leite pasteurizado. Martin et al. (2011) também verificaram
germinacdo de esporos de Paenibacillus sp. a partir de 14 dias de vida util do leite
pasteurizado, sendo que apds 21 dias essa microbiota era composta basicamente por Bacillus
e Paenibacillus.

Vissers et al. (2007) estimaram que numa contaminacdo de 1.000 UFC/mL
de micro-organismos esporulados no leite, 33% tém origem no solo. Outros trabalhos relatam
que o leite pode ser contaminado por micro-organismos esporulados a partir dos alimentos
dos animais, agua, fezes, tetos e equipamento de ordenha (HULL et al.,, 1992;
CHRISTIANSSON et al., 1999; TORP et al., 2001; GIFFEL et al., 2002). No grupo dos
alimentos, a silagem de milho pode apresentar contagens de 11,81 a 6,30 log UFC/g de
bactérias esporuladas dependendo da época do ano (BUEHNER et al., 2014), sendo relatada
como uma importante fonte de contaminacgdo para o leite, além das condi¢6es de producao e

armazenamento.
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Borreani et al. (2013) avaliando essas condig0es de armazenamento da
silagem de milho, verificou que as contagens de esporos aerobios podem variar de 2,65 a 9,30
log UFC/g de silagem entre o primeiro e o 14° dia de exposi¢do ao ar. Esses mesmos autores
indicam que a populagédo de Paenibacillus sp. nessa silagem representa 58,2% e 88,9% dessas
contagens, respectivamente.

Dessa forma, para reducdo desses micro-organismos no leite faz-se
necessaria a implantacdo de medidas profilaticas de higienizacdo desses pontos de
contaminag&o, evitar que poeira e alimentos dos animais entrem em contato com o leite,
evitando-os na ordenha e mantendo todos os circuitos de obtencdo e armazenamento

devidamente vedados.

CONCLUSAO

As contagens de esporos aerobios nas amostras de leite estudadas foram
relativamente baixas, porém quase 30% desses micro-organismos apresentaram atividade
proteolitica e/ou lipolitica.

A microbiota esporulada proteolitica é composta, predominantemente, por
B. licheniformis, seguido por B. pumilus e por Bacillus sp., e a lipolitica por B. licheniformis,
seguido por B. pumilus, B. circulans, Bacillus sp. e Paenibacillus sp.

O B. licheniformis predominam entre os esporulados deteriorantes do leite.

O presente estudo descreveu pela primeira vez a detec¢cdo de Paenibacillus e
B. circulans fazendo parte da microbiota esporulada do leite no Brasil.

Prevenir a contaminacdo por esporos diminui a deterioracdo e aumenta a

vida util do leite.
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5ARTIGO B

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS TERMODURICOS
PROTEOLITICOS DO LEITE CRU REFRIGERADO

RESUMO

Os micro-organismos termoduricos sdo capazes de resistir a pasteurizacdo do leite e irdo
compor a microbiota do leite pasteurizado, estando diretamente relacionados a sua vida Gtil. A
importancia de bactérias termoduricas proteoliticas na deterioracdo do leite é bastante
estudada, mas ndo ha relatos sobre a atividade proteolitica de fungos no leite. O objetivo do
presente trabalho foi identificar os bolores e leveduras proteoliticos termoduricos no leite cru
refrigerado. Foram avaliadas 20 amostras de leite cru refrigerado, tratados termicamente por
30 min a 62 + 0,5°C e semeados em quadruplicata, sendo uma duplicata incubada a 37°C/48h
e outra a 7°C/10 dias. Os isolados fungicos foram repicados em agar leite para verificagdo da
atividade proteolitica. Os bolores e leveduras que apresentaram potencial proteolitico foram
analisados morfologicamente através de microscopia Optica e, posteriormente, analisados
molecularmente para a identificacdo das espécies. Foram observados crescimentos fungicos
em 8 (40%) das 20 amostras avaliadas. Foi isolado 1 fungo mesofilico e outros 10
psicrotroficos, sendo que todos os isolados eram proteoliticos. Por meio da analise da regido
ITS1-5,85-ITS2 o isolado mesofilico foi identificado como Fusarium chlamydosporum
(9,09%) e os psicrotroficos como Cladosporium cladosporoides (54,54%), Curvularia
geniculatus (9,09%) e as outras 3 cepas foram identificadas como Geotrichum candidum
(27,27%). A constatacdo do potencial deteriorante de fungos presentes no leite cru e
remanescentes no leite pasteurizado é de extrema importancia e outros estudos devem ser
conduzidos para avaliar a extensdo de sua resisténcia térmica, e sua interferéncia na vida util
do produto pasteurizado e também UHT, bem como seu potencial micotoxigénico.

Palavras-chave: bolor, Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, levedura
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF THERMODURIC PROTEOLYTIC FUNGI
FROM REFRIGERATED RAW MILK

ABSTRACT

Thermoduric microorganisms can withstand high temperatures during pasteurization of milk.
Therefore, microbiota of pasteurized milk consists of thermoduric microbes and directly
influences the shelf-life of the milk. The role of proteolytic thermoduric bacteria in milk
spoilage has been widely studied, but there are no current data on the proteolytic activity of
fungi in milk. The aim of this study was to identify thermoduric, proteolytic fungi and yeasts
in refrigerated raw milk. Twenty samples of refrigerated raw milk, previously heat-treated for
30 min at 62 + 0.5°C, were streaked on standard plate-count agar in quadruplicate; two were
incubated at 37°C for 48 h and the others at 7°C for 10 days. Fungal isolates were streaked on
milk agar to assess proteolytic activity. Fungi and yeasts with proteolytic potential were
initially analyzed morphologically by light microscopy and then by molecular techniques to
identify the species. Fungal growth was observed in 8 (40%) of the 20 samples analyzed. All
isolates were proteolytic and included 1 mesophilic fungus and 10 psychrotrophic fungi.
Analysis of the ITS1-5.8S-ITS2 region revealed that the mesophilic isolate belongs to
Fusarium chlamydosporum species complex (9.09%), the psychrotrophs to Cladosporium
cladosporioides (54.54%) and Curvularia geniculatus (9.09%), whereas the remaining 3
strains were identified as Geotrichum candidum (27.27%). Considering the spoilage potential
of fungi present in raw milk and their survival in pasteurized milk, it is extremely important to
carry out further studies to assess the extent of heat resistance, their impact on the shelf-life of
pasteurized and ultra-high temperature (UHT) products, and their mycotoxigenic potential.

Key words: Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Geotrichum, mould, yeast
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INTRODUCAO

Os micro-organismos termoduricos sdo aqueles que resistem a curtos
periodos de exposicao a altas temperaturas, como ocorre no processo de pasteurizacdo do leite
(JAY, 2000). No leite, esses micro-organismos, juntamente com a contaminacdo adquirida
apOs o processamento térmico, irdo compor a microbiota que estd diretamente relacionada
com a vida util desse produto (RANIERI et al., 2012).

Alguns termoduiricos ainda apresentam capacidade de crescerem e se
multiplicarem em temperaturas de refrigeracdo do leite, e frequentemente produzem enzimas
proteoliticas e lipoliticas que deterioram o produto. Esses micro-organismos pertencem ao
grupo dos psicrotroficos (JAY, 2000). A degradacdo de proteinas e a gordura do leite também
influencia a vida util dos derivados, assim como suas caracteristicas sensoriais (CHEN et al.,
2003). Os micro-organismos psicrotroficos ndo termoddricos, morrem na pasteurizacdo e
tratamento UHT, embora produzam enzimas deteriorantes no leite cru que sao resistentes ao
tratamento térmico. No entanto, os psicrotréficos termoduricos sobrevivem ao tratamento
térmico e continuam crescendo no produto e produzindo enzimas, acelerando a deterioracéo.

No grupo dos micro-organismos termoduricos, além de bactérias, podem ser
isolados fungos que também podem crescer em temperaturas de refrigeracdo e produzir
proteases. Alguns desses, no entanto, podem apresentar caracteristicas tecnologicas
desejaveis, uma vez que conferem aspectos sensoriais caracteristicos a alguns derivados
(POTTIER et al., 2008). No entanto, pouco se sabe sobre a presenca de fungos no leite cru,
sua resisténcia térmica, adaptabilidade as temperaturas de refrigeracdo e seu potencial
deteriorante.

A diversidade fungica é comumente avaliada por meio de métodos de
cultivo e sua identificacdo é baseada em caracteristicas fenotipicas das col6nias. Sdo métodos
demorados e podem ndo ser definitivos pela auséncia de caracteristicas que permitam sua
identificacdo morfolégica. O objetivo do presente trabalho foi identificar, através do
sequenciamento parcial da regido ITS do rRNA, os fungos termoduricos mesofilos e

psicrotroficos produtores de proteases isolados de leite cru refrigerado.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 20 amostras de leite cru refrigerado produzido na bacia

leiteira da regido de Castro, Parand, Brasil, no periodo de novembro de 2013 a maio de 2014.
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As amostras foram coletadas nos tanques de refrigeracdo de leite nas propriedades com o
auxilio de uma caneca para coleta de leite previamente esterilizada. As amostras foram
transportadas em frascos estéreis com volume de 500 mL e imediatamente encaminhadas sob
refrigeracdo ao Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade
Estadual de Londrina, Parana, sendo analisadas em menos de 4 horas ap0s a coleta.

O tratamento das amostras para analise de micro-organismos termoduricos
foi realizado conforme descrito por Frank e Youssef (2004). Ap6s a homogeneizacdo da
amostra no préprio frasco de transporte, 5 mL foram adicionados a um tubo de ensaio estéril
com tampa de rosca para o tratamento térmico (62,8 + 0,5°C) em banho-maria por 30 minutos,
que foram contados a partir do momento em que um tubo controle com um termdmetro
atingiu a temperatura preconizada. Imediatamente ap6s o tratamento térmico, os tubos foram
imersos em banho de gelo até atingirem a temperatura de 10°C.

As amostras de leite pasteurizado foram entdo semeadas por superficie em
agar padrdo para contagem (Oxoid, Ltd., Basingstoke, Hampshire, UK) em quadruplicata.
Uma duplicata de cada diluicdo foi incubada a 37°C por 48h para contagem de micro-
organismos mesofilos e a outra duplicata de cada dilui¢do foi incubada a 7°C por 10 dias para
a contagem de micro-organismos psicrotroficos.

Os isolados fangicos foram repicados em placa de petri com agar leite
(Acumedia, Baltimore, USA) suplementado (9:1) com uma solucdo estéril de leite em po
desnatado reconstituido (10%) para verificar a de atividade proteolitica, e incubados a 32°C
por 5 dias (FRANK; YOUSSEF, 2004).

Os isolados fungicos obtidos das amostras de leite foram inicialmente
avaliados morfologicamente (macro e micro). Estes foram inoculados em trés pontos em
placas contendo o meio Czapek Yeast Autolysate Agar (CYA) (PITT, 1979) seguidos de
incubacdo a 25°C por 7 dias. ApGs incubacdo, procedeu-se as observacdes das caracteristicas
macromorfoldgicas das cepas. Para as observacGes micromorfologicas, as laminas foram
preparadas com etanol 70% e &cido latico.

As andlises moleculares foram realizadas ap6s o cultivo dos isolados
fangicos em meio de cultura completo liquido (PONTECORVO et al., 1953), com incubacdo
a 25°C durante aproximadamente 72 h, seguido da extracdo do DNA gendmico utilizando-se
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) segundo Azevedo et al. (2000). As amostras
fungicas foram submetidas a amplificacdo e sequenciamento da regido ITS1-5,8S-ITS2 do
rRNA, visando a identificacdo das espécies. A reacdo de amplificacdo foi realizada
utilizando-se os de primers ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5°-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) descrito por White et al. (1990). A reacdo foi realizada
utilizando-se o aparelho PTC-100 (MJ Research, Inc., Waltham, MA, USA) e temperatura de
anelamento a 58°C.

Os fragmentos amplificados foram purificados utilizando o Kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System Technical Bulletin (Promega, Madison, WI, USA) e
submetidos ao sequenciamento direto em ambas as dire¢des usando o Kit BigDye®
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) com as
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial 95°C a 1 min, 30 ciclos de amplificagdo compostos
por desnaturacdo 95°C a 20 seg, anelamento a 50°C a 15 seg e extensdo a 60°C a 1 min e 30
seg seguido de extensdo final a 60°C a 1 min e 30 seg. Um volume de HiDiformamide foi
adicionado ao produto de sequenciamento, e em seguida foi sequenciado utilizando-se o
aparelho ABI 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

A analise da qualidade das sequéncias obtidas foi visualizada através do
eletroferograma com o auxilio do software BioEdit (Ibis Bio-sciences, Carlsbad, CA, USA), e

posteriormente as sequéncias foram comparadas com as sequéncias ja depositadas no

MycoBank (www.mycobank.org). Quando necessario, as sequencias foram alinhadas

utilizando-se o Clustal W incluso no software BioEdit.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 20 amostras de leite estudadas, 8 (40%) apresentaram crescimento
fangico. Onze colbnias de fungos foram obtidas, sendo um (9,1%) meséfilo e dez (90,9%)
psicrotroficos. Todos os isolados foram proteoliticos, pela verificacdo de halos de prote6lise

ao redor do crescimento nas placas de agar leite suplementado (Figura 9).

Figura 9. Halo de protedlise em agar leite suplementado semeado em trés pontos com
Cladosporium cladosporoides.
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Na identificacdo micro morfologica observou-se que o isolado mesofilo
pertencia ao género Fusarium e os psicrotroficos aos géneros Cladosporium (6 isolados) e
Curvularia (1 isolado). Outros 3 isolados psicrotroficos ndo foram identificaveis
morfologicamente, devido a auséncia de conidios e conidi6foros caracteristicos (Figura 10 a
13).

Figura 10. Caracteristica Figura 11. Caracteristica
macroscopica de  Cladosporium macroscopica de Curvaria isolado de
isolado de leite cru refrigerado em leite cru refrigerado em meio Czapek
meio Czapek Yeast Autolysate Agar. Yeast Autolysate Agar.

Figura 12. Caracteristica Figura 13. Caracteristica
macroscopica de Geotrichum isolado macroscopica de Fusarium isolado de
de leite cru refrigerado em meio leite cru refrigerado em meio Czapek

Czapek Yeast Autolysate Agar. Yeast Autolysate Agar.
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O sequenciamento do rRNA confirmou a identificacdo morfologica para
géneros (Figura 14) e permitiu a identificagdo até o nivel de espécie. O isolado meséfilo foi
identificado como Fusarium chlamydosporum (9,09%) e os psicrotréficos foram identificados
confirmados como Cladosporium cladosporoides (54,54%) e Curvularia geniculatus
(9,09%). Os trés isolados em que ndo foi possivel a identificagio morfologica foram

identificados molecularmente como Geotrichum candidum (27,27%).

Figura 14. Eletroforese das amostras de rRNA de fungos termodiricos mesofilos e
psicrotréficos isolados de leite apds amplificagdo com os primers ITS1 e ITS4.

Curvularia
Fusarium
Geotrichum
1000 pb Cladosporium
Controle negativo
100 pb

A resisténcia desses micro-organismos proteoliticos ao tratamento térmico
resulta na sua sobrevivéncia no leite pasteurizado. Como sdo produtores de enzimas
deteriorantes, poderdo diminuir a vida atil do leite fluido, bem como produzir micotoxinas,
dependendo da cepa, género e espécie, e ainda causar doencas em pessoas
imunocomprometidas (LACAZ et al., 2002).

Ruz Peres et al. (2010) compararam a resisténcia de fungos filamentosos e
leveduras a pasteurizacdo rapida (72°C / 20 seg), lenta (65°C / 30 min) e a fervura (98°C) do
leite, e verificaram que o0 processo de pasteurizacao rapida foi o tratamento térmico no qual
houve o maior indice de resisténcia (72,18%) por parte dos isolados de leveduras e fungos
filamentosos testados, seguido pela fervura (15,89%) e pasteurizacdo lenta (0,99%). Nesse
mesmo estudo, verificaram que 77,14% dos 35 isolados de Geotrichum foram resistentes a

pasteurizacdo rapida e nenhuma a pasteurizacao lenta do leite.
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Torkar e Vengust (2008) isolaram 68 estirpes de fungos de leite cru na
Eslovénia, nas quais os géneros Geotrichum (51,5%), Aspergillus (33,8%), Mucor (5,9%),
Fusarium (2,9%) e Penicillium (2,9%) foram encontrados, enquanto Jodral et al. (1993)
relataram que os géneros mais frequentemente isolados de leite cru na Espanha foram
Geotrichum (76,5%), Fusarium (45,3%) e Aspergillus (31,2%).

Os fungos do género Fusarium tém importancia econémica em culturas de
grdos e cereais, uma vez que sdo responsaveis por perdas significativas na produtividade e
qualidade principalmente do milho (HUBBARD et al., 1957). Além disso, sdo produtores de
toxinas, as fumonisinas, uma classe de micotoxinas produzida por varias espécies de
Fusarium, representando uma ameaca potencial para a saude humana e animal (Caldas et al.,
1998).

A fumonisina B1 pode alterar a morfologia celular, as interacfes célula-
célula, o comportamento das proteinas da superficie celular, a atividade da proteina-quinase, e
0 crescimento e a viabilidade celular (MERRILL et al., 1996). Pode ainda induzir a apoptose
em células de animais e de plantas (WANG et al., 1996). No organismo, a fumonisina B1
induz uma série de enfermidades nos animais, incluindo neuro intoxicacéo, intoxicacao renal,
hepatotoxicose e neoplasias, bem como a morte de células (MERRILL et al., 1996).

O Cladosporium cladosporoides é relatado como produtor de invertase, uma
enzima importante em processos biotecnoldgicos de transformacdo de sacarose em frutose
(UMA et al., 2010), enquanto os fungos do género Curvularia séo relacionados a producéao de
serina proteases responsaveis por causar alergias e infeccbes respiratorias pela inalacdo do
fungo (ALEX et al., 2013).

Geotrichum candidum €é uma levedura cuja presenca é desejavel na
superficie de alguns queijos (ELISKASES-LECHNER et al.,, 1997). O G. candidum ¢
utilizado como fermento na industria de laticinios e coloniza quase todos os queijos curados
por superficie durante os primeiros estagios de maturacdo (BERGER et al., 1999) conferindo
textura, coesdo e espessura da casca (BOUTROU; GUEGUEN, 2005) além de compostos
aromaticos caracteristicos de alguns queijos (JOLLIVET et al., 1994).

Essas caracteristicas nos queijos ocorrem, principalmente, devido a
producdo de proteases extracelulares pelas cepas de G. candidum (BOUTROU et al., 2002).
Sua presenca no leite cru destinado a pasteurizacdo e comercializacdo de leite fluido, no
entanto, pode alterar a vida util do leite envazado, uma vez que esses micro-organismos sao

termodaricos, psicrotroficos e proteoliticos.
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CONCLUSAO

O leite cru pode apresentar fungos termoddricos mesofilos e psicrotroficos
com atividade proteolitica. O fungo mesofilico foi identificado como Fusarium
chlamydosporum enquanto que as espécies psicrotrdficas predominantes foram Cladosporium
cladosporoides, Curvularia geniculatus e Geotrichum candidum. A presenca de fungos
termoduricos mesofilos e psicrotréficos proteoliticos no leite cru pode resultar em reducdo da
vida Util do leite pasteurizado, bem como em risco a satde pela presenca de cepas patogéncias

e produtoras de micotoxinas.
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6 CONCLUSAO

- As contagens de bactérias formadoras de esporos encontradas s&o menores
que as encontradas em paises como Estados Unidos e Bélgica, provavelmente pelas amostras
serem oriundas de uma regido que produz leite com alta qualidade.

- Cerca de 1/3 dos esporos encontrados no leite originou bactérias com
potencial deteriorante, proteoliticas e/ou lipoliticas.

- Os micro-organismos que germinaram a partir de esporos encontrados nas
amostras avaliadas pertencem aos géneros Bacillus, Paenibacillus e Brevibacillus.

- B. licheniformis predominam entre as bactérias que germinaram dos
esporos presentes nas amostras de leite estudadas.

- Alguns micro-organismos como Paenibacillus sp. e Bacillus circulans séo
importantes deteriorantes e estdo sendo descritos pela primeira vez no leite cru refrigerado
produzido no Brasil.

- As espécies de fungos termoduricos psicrotroficos isolados nas amostras
avaliadas foram: Fusarium chlamydosporum, Cladosporium cladosporoides, Curvularia
geniculatus e Geotrichum candidum

- A presenca de fungos termoduricos no leite estd sendo descrita no Brasil
pela primeira vez como agente deteriorante, além de serem potenciais produtores de
micotoxinas (género Fusarium).

- O controle da contaminacdo do leite cru por esporos pode melhorar a

qualidade do leite pasteurizado e UHT e desta forma, aumentar sua vida util.
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APENDICE A
Caracterizagdo individual de colénias de bactérias proteoliticas e/ou lipoliticas formadoras de esporos isoladas do leite

Esporos Aerdbios Gram Positivos

. . ) Agar Sangue PCA e

Amostra | N. | Prot. | Lipo. | Morfologia | Cat. | Coag. | Oxi. (mm) | Cor | Borda| Hem. | Bri/Op. | (mm) | Cor | Borda | Muco Identificacdo ID
2 11| x X bacilo p n n 2 | bca i ndo | brilho 2 | bca i sim Bacillus sp. 99
5 1 bacilo p n n 3 |vrd i sim | opaco 3 |bca i nédo Bacillus pumilus 100
6 bacilo p n n 1 |am r ndo | brilho sC Bacillus sp. 100

7 3 X bacilo p n n 3 | am i ndo | brilho 5 | am i ndo Bacillus sp. 99
g 1] x X bacilo p n n 2 | bca i ndo | brilho 4 | bca i sim | Bacillus licheniformis | 100
2| X X bacilo p n n 2 | bca i ndo | brilho 4 | bca i sim | Bacillus licheniformis | 100

9| x X bacilo p n n 5 |am i ndo | brilho 5 |am i nédo Bacillus sp. 99

9 13| x X bacilo p n n 4 |cnz i sim | opaco 6 |am i sim | Bacillus licheniformis | 99
15| x X bacilo p n n 4 | bca i ndo | brilho 4 | am i sim | Bacillus licheniformis | 100

1] x X bacilo p n n 3 |bca i ndo | brilho 5 |am i sim | Bacillus licheniformis | 100

2| X X bacilo p n n 3 |bca i ndo | opaco 5 |am i sim | Bacillus licheniformis | 100

10 3| X bacilo p n n 3 |cnz i sim | opaco 7 | am i sim | Bacillus licheniformis | 100
41 X X bacilo p n n 3 |cnz i ndo | opaco 7 | am i sim | Bacillus licheniformis | 100

6| X X bacilo p n n 6 |cnz i sim | opaco 6 | am i sim | Bacillus licheniformis | 100

11 6| X X bacilo p n n 4 |cnz i sim | opaco 5 |am i sim | Bacillus licheniformis | 99
12 3| X X bacilo p n n 4 |cnz i sim | opaco 4 | am i nao Bacillus pumilus 100
13 2| X X bacilo p n n 3 |am i sim | brilho 3 |am i nao Bacillus sp. 100
3| X X bacilo p n n 4 |trsp i ndo | brilho 4 | am i sim Bacillus sp. 100

1] x X bacilo Bacillus sp. 100

14 2| X X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | brilho 8 |am i sim | Bacillus licheniformis | 100
3| X X bacilo p n 5 |cnz i ndo | brilho 3 |am i sim | Bacillus licheniformis | 99

15 2| X X bacilo p n n 3 |cnz i ndo | opaco 4 | am i ndo | Bacillus licheniformis | 99
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4| X X bacilo p n n 4 | bca i ndo | brilho 4 | am sim | Bacillus licheniformis | 99
16 5 X bacilo p n n 5 | bca i ndo | brilho 3 | am nao Brevibacillus sp. 100
6| X X bacilo p n n 4 | bca i ndo | opaco 4 | am sim Bacillus sp. 100
7 X bacilo p n n | punt |trsp 2 | bca néo Paenibacillus sp. 99
17 1] x X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | opaco 4 | bca sim | Bacillus licheniformis | 99
18 5| X X bacilo p n n 5 |cnz r sim | opaco 2 | am néo Bacillus sp. 100
1] x X bacilo p n n 4 |cnz r ndo | opaco 4 | am sim | Bacillus licheniformis | 99
3 X X bacilo p n n 4 cnz i ndo | opaco 4 am sim | Bacillus licheniformis | 100
7 X X bacilo p n n 4 cnz i ndo | opaco 4 am sim | Bacillus licheniformis | 100
20 9| x X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | opaco 4 | am sim | Bacillus licheniformis | 100
10| x X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | opaco 4 | am sim | Bacillus licheniformis | 100
11| x X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | opaco 4 | am sim | Bacillus licheniformis | 100
12 X bacilo p n n 2 |bca r ndo | brilho 3 |am nédo Paenibacillus sp. 99
13 X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | opaco Bacillus licheniformis | 100
2 X bacilo p n n 4 |cnz i ndo | brilho 3 |am nédo Bacillus sp. 99
21 4 X bacilo p n n 2 |bca r ndo | brilho 4 | bca nédo Bacillus circulans 100
5 X bacilo p n n 1 |trsp r ndo | brilho 2 | bca nao Paenibacillus sp. 100
7 X bacilo p n n 3 |bca i ndo | brilho 2 | am brilho Bacillus sp. 100
Legenda:
N. = NUmero da cepa | Prot. = Protedlise Lipo. = Lipdlise Cat. = Catalase

Coag. = Coagulase

Oxi. = Oxidase

(mm) = Tamanho da

coldnia em milimetros

Hem. = hemolise

Bri./Op. = Col6nia

ID = Percentual de identidade de

. . = positivo n = negativo
brilhante ou opaca nucleotideos P=p 9
bca = branca cnz = cinza am = amarela trsp = transparente
vrd = verde SC = sem crescimento punt = puntiforme i =irregular

r = regular






