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RESUMO

O leite € um alimento rico em nutrientes e, devido as suas caracteristicas intrinsecas, pode
apresentar uma microbiota diversa oriunda do sistema produtivo. Para aumentar a vida de
prateleira, bem como facilitar o transporte e 0 armazenamento desse alimento, surgiu o leite em
p6. O tratamento térmico utilizado no processamento dessa matriz elimina as formas
vegetativas de micro-organismos, mas nem sempre € capaz de eliminar os esporos existentes.
Além do consumo direto, o leite em po é utilizado como ingrediente para outros produtos
lacteos e sua qualidade microbioldgica esta relacionada a estabilidade do leite in natura e as
condicBes de processamento. O objetivo desse trabalho é quantificar, identificar e caracterizar
a diversidade de esporos em amostras de leite em p6 produzidas no Rio Grande do Sul, visando
conhecer a diversidade genética dos isolados. Diferentes marcas comerciais de leite em pé
foram analisadas em um laboratdrio prestador de servigos localizado no Estado do Rio Grande
do Sul. Dessas marcas, foram escolhidas 14 amostras aleatoriamente, as quais foram submetidas
a analise de esporos. Para a quantificacdo dos esporos, apds a pesagem e a diluicéo inicial da
amostra, foi aplicado o tratamento térmico especifico para cada analise, onde o principio é
elevar a temperatura, com posterior resfriamento em banho de gelo. Apos o tratamento térmico,
realizou-se diluigdes decimais subsequentes e adicionou-se agar especifico com posterior
incubacdo. Houve contagens de esporos em todas as amostras analisadas, sendo os terméfilos
tanto aerdbios totais quanto anaerdbios com maior nivel de contaminacdo, chegando a 4,56
logl0 UFC/g e 3,95 logl0 UFC/g, respectivamente. Para a identificacdo das bactérias
formadoras de esporos, um total de 47 isolados foram selecionados para sequenciamento do
gene 16S rRNA, sendo identificados como: Weizmannia coagulans (21%), Anoxybacillus
flavithermus (5,3%), Clostridium butyricum (5,3%), Bacillus amyloliquefaciens (2,6%),
Geobacillus stearothermophilus (2,6%), Clostridium pabulibutyricum (2,6%), Clostridium
sporosphaeroides (2,6%), Bacillus licheniformis (2,6%), Bacillus sp. (34%), Geobacillus sp.
(15,8%) e Clostridium sp. (5,3%). Foram identificadas espécies tanto deteriorantes
(B.licheniformis, W. coagulans, B. amyloliquefaciens, G. stearothermophilus, A. flavithermus,
C. butyricum, C. pabulibutyricum e C. sporosphaeroides) quanto com capacidade de producao
de toxinas (B. licheniformis, B. amyloliquefaciens e C. butyricum), podendo causar danos a
salde de consumidores e perdas econdmicas as empresas. Dessa forma, os resultados indicam
a necessidade de estabelecer medidas de controle para melhorar as condigdes de higiene e de
processamento do leite em pd, garantindo a qualidade do produto e a seguranc¢a do consumidor.

Palavras-chave: 16S rRNA. Esporulados. Leite em pd. Sequenciamento.



ABSTRACT

Milk is a food rich in nutrients, and given its intrinsic characteristics, it can present a diverse
microbiota from the production system. Milk powder has been developed to increase the shelf
life and facilitate the transport and storage of this foodstuff. The heat treatment used in the
processing of this matrix eliminates the vegetative forms of microorganisms, although it is not
always able to eliminate the existing spores. In addition to direct consumption, powdered milk
is used as an ingredient for other dairy products, and its microbiological quality is related to the
stability of milk in natura and processing conditions. Thus, this work aimed to quantify,
identify, and characterize the diversity of spores in samples of powdered milk produced in Rio
Grande do Sul State to know the genetic diversity of the isolates. Different commercial brands
of powdered milk were analyzed in a service provider laboratory in Rio Grande do Sul. From
these brands, 14 samples were randomly chosen and submitted to spore analysis. For spore
quantification, after weighing and initial dilution of the sample, the specific heat treatment for
each analysis was applied, where the principle was to raise the temperature with subsequent
cooling in an ice bath. After the heat treatment, subsequent decimal dilutions and specific agar
were added with subsequent incubation. There were spore counts in all the samples analyzed,
with total aerobic and anaerobic thermophiles having the highest level of contamination,
reaching 4.56 log10 CFU/g and 3.95 log10 CFU/g, respectively. For identifying spore-forming
bacteria, 47 isolates were selected for 16S rRNA gene sequencing; they were identified as
Weizmannia coagulans (21%), Anoxybacillus flavithermus (5.3%), Clostridium butyricum
(5.3%), Bacillus amyloliquefaciens (2.6%), Geobacillus stearothermophilus (2.6%),
Clostridium pabulibutyricum (2.6%), Clostridium sporosphaeroides (2.6%), Bacillus
licheniformis (2.6%), Bacillus sp. (34%), Geobacillus sp. (15.8%), and Clostridium sp. (5.3%).
Moreover, species considered deteriorating (B. licheniformis, W. coagulans, B.
amyloliquefaciens, G. stearothermophilus, A. flavithermus, C. butyricum, C. pabulibutyricum,
and C. sporosphaeroides) and capable of producing toxins (B. licheniformis, B.
amyloliquefaciens, and C. butyricum) were identified, which can cause damage to the health of
consumers and economic losses to companies. Therefore, the results indicate the need to
establish control measures to improve the hygiene and processing conditions of powdered milk,
thereby ensuring product quality and consumer safety.

Keywords: 16S rRNA. Spores. Milk powder. Sequencing.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a busca pela seguranga e pela qualidade dos alimentos produzidos pelas
industrias é acompanhada e cada vez mais exigida pelo consumidor. Para garantir essa
qualidade, todas as etapas do processo produtivo devem ser controladas, o que vai desde o
recebimento e o processamento da matéria-prima até a comercializacdo do produto.

O leite ¢ um alimento rico em nutrientes e desde a Antiguidade é utilizado pelo homem
como complemento a sua alimentacdo. Devido as suas caracteristicas, o leite in natura pode
apresentar uma microbiota diversa, que inclui bactérias e esporos oriundos do sistema
produtivo. Para aumentar a vida de prateleira, bem como para facilitar o transporte e o
armazenamento desse alimento, surgiu o leite em po.

O leite em pd é utilizado, além do consumo direto, como ingrediente para outros
produtos lacteos e sua qualidade microbioldgica esta relacionada a estabilidade do leite in
natura e as condi¢cdes de processamento. O tratamento térmico utilizado no processamento
dessa matriz elimina as formas vegetativas de micro-organismos, porém nem sempre é capaz
de acabar com 0s esporos existentes.

Os esporos sdo estruturas de resisténcia e de sobrevivéncia que algumas bactérias tém a
capacidade de formar quando se encontram em condicdes ambientais desfavoraveis. Durante o
tratamento térmico na industria, o esporo pode ser ativado iniciando a germinagdo. Na auséncia
da microbiota competitiva, em condi¢fes adequadas e apds germinarem, formam células
vegetativas que se multiplicam, podendo causar deterioracdo em matérias-primas e produtos
processados. Essa deterioracdo acarreta perdas econdmicas significativas e danos a reputacao
da industria ou, dependendo da espécie presente, ha a producdo de toxinas capazes de causar
doencas veiculadas por alimentos (DVASs), sendo um risco potencial para a saude dos
consumidores.

As enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas pelos esporulados deteriorantes séo
termoestaveis, sendo responsaveis pela modificagdo dos principais constituintes dos alimentos
gue contaminam. Mesmo em concentracdes baixas, as proteases e as lipases causam defeitos
no leite em pd, onde as enzimas sdo preservadas, podendo ser reativadas apOs a sua
reconstituicao.

Em estudos ja realizados, os principais micro-organismos esporulados isolados de
produtos lacteos desidratados, como o leite em po, foram Anoxybacillus flavithermus,

Geobacillus sp., Paenibacillus sp., assim como os do género Bacillus e Clostridium, nos quais



10

h& espécies patogénicas e produtoras de toxinas (KARAMAN; ALVAREZ, 2014). No entanto,
s80 necessarios mais estudos para maior caracterizagdo e conhecimento das espécies presentes.

Dentre 0s micro-organismos esporulados deteriorantes, pode-se citar o Geobacillus
stearothermophilus e o Bacillus sporothermodurans, que, embora ndo apresentem risco a saude
do consumidor, sdo indicadores de condicGes insatisfatorias de higiene e de boas préaticas de
fabricacéo.

Um dos principais problemas na industria de alimentos é a contaminacdo da matéria-
prima, de modo que a selecdo de ingredientes € considerada critica, principalmente o leite em
po, ja que é um dos ingredientes usados para produtos de panificacdo, confeitaria, sobremesas
lacteas, chocolates e formulas infantis. O desenvolvimento de esporos deve ser controlado, ja
que populacdes elevadas aumentam a probabilidade de sobrevivéncia e a posterior germinacgéo
no alimento processado. Além disso, algumas espécies do género Bacillus podem formar
biofilmes, que aderem as superficies de equipamentos e utensilios, resistindo aos procedimentos
de limpeza e de sanificacdo ao longo da linha de processamento.

Frente aos poucos estudos realizados sobre os micro-organismos esporulados, e sabendo
que eles sobrevivem as etapas de processamento, o presente estudo tem o objetivo de quantificar
e identificar quais sdo as espécies de esporulados predominantes no leite em pd, um dos
produtos mais utilizados como ingrediente na producgéo de alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho é identificar e caracterizar a diversidade de esporos
mesofilos e termofilos, aerdbios e anaerdbios em amostras de leite em p6 produzidas no Rio

Grande do Sul, visando conhecer a diversidade genética dos isolados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Quantificar 0s micro-organismos esporulados meséfilos e termofilos
(aerdbios/anaerdbios) avaliando a contaminacao por esporos no leite em po6 produzido no Rio
Grande do Sul;

- Avaliar a metodologia American Public Health Association (APHA, 2015), utilizada
com modificacdes para a realizacdo de um método por contagem em placas para 0S esporos
anaerobios mesofilos e termdfilos;

- Determinar a diversidade e identificar os isolados em género e nivel de espécie através
do sequenciamento do gene 16S rRNA,;

- Realizar anélise filogenética com as sequéncias obtidas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA E QUALIDADE MICROBIOLOGICA

3.1.1 Leite cru

Conforme o Decreto n. 9.013 de 29 de marco de 2017, o leite € o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta e em condi¢des de higiene de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (BRASIL, 2017).

O leite é composto de proteinas, carboidratos, gorduras, sais minerais, vitaminas e agua.
Em razdo de seus componentes, combinados com a elevada atividade de dgua e o pH quase
neutro, é considerado um alimento de alto valor nutritivo e um excelente meio para o
desenvolvimento de micro-organismos, incluindo os benéficos, os deteriorantes e 0s
patogénicos (VIDAL; NETTO, 2018).

Assim que é retirado do Ubere de animais sadios, o leite cru apresenta baixa
contaminacdo por micro-organismos e, em geral, a contagem total € de aproximadamente <103
log10 UFC/mL. Porém, ap6s a ordenha, ele esta sujeito a contaminagdo por micro-organismos
oriundos de diversas fontes, como superficie externa dos tetos, manipuladores, equipamentos
utilizados na ordenha e meio ambiente. Se as condi¢Bes de higiene forem negligenciadas
durante a ordenha, a carga microbiana pode chegar a 10° logl0 UFC/mL (MOATSOU;
MOSCHOPOULQU, 2014). Conforme a Instrucdo Normativa n. 76 de 26 de novembro de
2018, o leite cru deve apresentar médias geomeétricas trimestrais de contagem padrdo em placas
de, no maximo, 3,0 x 10°log10 UFC/mL.

Os micro-organismos de maior importancia do ponto de vista tecnoldgico sdo os que
contaminam o leite durante e ap6s a ordenha. Santana et al. (2004) estudaram quatro
propriedades no estado do Parana, onde analisaram diversas etapas do processo de producédo do
leite e verificaram que os principais pontos de contaminacdo foram a agua residual de latdes,
0s tangues de expansao e os tetos higienizados inadequadamente.

Em outro estudo conduzido por Guerreiro et al. (2005), eles pesquisaram propriedades
leiteiras para observar as condicdes higiénicas durante e ap0s a ordenha. Na pesquisa,
constataram que havia falhas nos procedimentos de higiene e de limpeza em todas as
propriedades, além de muitos animais estarem com mastite subclinica. Christiansson et al.

(1999) verificaram a contaminagéo do leite cru por esporos de Bacillus cereus e constataram
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que a principal fonte desses esporos foi 0 solo, por contato indireto do Ubere e das glandulas
mamarias. O nivel dessa contaminacéo variou entre 2,48 a 5,15 log10 UFC/mL.

Assim, a deterioracdo por micro-organismos € o principal fator limitante para a extenséo
da vida de prateleira do leite pasteurizado, dependendo fundamentalmente da qualidade do leite
cru, ou seja, da contagem inicial dos micro-organismos, do tipo de bactérias presentes e das
condicBes de armazenamento as quais o leite cru é submetido (SCHMIDT et al., 2012).

As principais bactérias presentes no leite cru refrigerado relacionadas a deterioracdo séo
Acinetobacter, Aeromonas, Achromobacter, Alcaligenes Cronobacter, Enterobacter,
Pseudomonas, Flavobacterium e Klebsiella. Entre 0os micro-organismos termoduricos, capazes
de sobreviver ao tratamento térmico, estdo Microbacterium, Micrococcus, Streptococcus,
Corynebacterium, Enterococcus e Lactobacillus, destacando-se os formadores de esporos
Bacillus, Geobacillus e Clostridium, que podem causar danos aos derivados lacteos (CRUZ et
al., 2019).

Os esporulados mais encontrados no leite cru sdo Paenibacillus lactis, B. cereus,
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus sporothermodurans e Geobacillus
stearothermophilus. Algumas linhagens sdo produtoras de enterotoxinas e podem apresentar
riscos a saude do consumidor (MOATSOU; MOSCHOPOULOQU, 2014).

Assim, a qualidade microbiol6gica do leite € dependente de um manejo adequado desde
a producdo até a industria processadora, uma vez que gera impactos diretos tanto na producao

de derivados lacteos quanto na seguranca do alimento.

3.1.2 Deterioracao do leite e derivados associados aos micro-organismos

A deterioracdo do leite cru refrigerado ou tratado termicamente e de seus derivados pode
ocorrer devido as proteases e as lipases produzidas pelas bactérias. Essas enzimas apresentam
elevada resisténcia térmica, mantendo seu potencial de degradagdo mesmo apds tratamentos
térmicos, como a pasteurizagdo ou o tratamento Ultra-High Temperature (UTH) (JUNIOR,
2015).

Mesmo que ndo provoquem danos a salde do consumidor, essas enzimas causam um
impacto econdmico negativo na industrializagdo do leite e de seus derivados. As proteases
atuam diretamente na caseina, causando sabor amargo, e as lipases, por sua vez, produzem
cadeias médias e curtas de acidos graxos que conferem ao leite sabor e aroma rangoso,
influenciando diretamente na qualidade do produto e diminuindo a estabilidade e a vida
atil (BELOTI et al., 2015).
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Apesar de o leite ser submetido a tratamentos térmicos, 0s esporos bacterianos altamente
resistentes ao calor também poderao estar presentes no produto, em decorréncia das condi¢des
precérias de obtencdo da matéria-prima. As bactérias esporuladas mais resistentes ao calor
pertencem aos géneros Bacillus e Clostridium (VIDAL-MARTINS et al., 2005).

O género Bacillus, que possui representantes produtores de proteases, age sobre a k-
caseina, resultando na desestabilizacdo das micelas da caseina e na coagulacdo do leite. Essa
categoria de enzimas estd relacionada a problemas tecnologicos, como a sedimentacdo, a
gelificacdo do leite UHT e o desenvolvimento de sabor amargo no leite e em outros produtos
lacteos (RECIO et al., 2000).

Em um estudo realizado por Mareze (2017), foi identificada a espécie B. licheniformis
em amostras de leite cru refrigerado, onde 63% das cepas isoladas apresentaram atividade
proteolitica e lipolitica. Ribeiro (2015) constatou que as contagens de esporos aerébios nas
amostras de leite foram relativamente baixas, mas que 30% das espécies isoladas apresentaram
atividade proteolitica e/ou lipolitica. A microbiota proteolitica foi composta
predominantemente por B. licheniformis, seguido por Bacillus pumilus e por Bacillus sp., e a
lipolitica por B. licheniformis, seguido por B. pumilus, Bacillus circulans, Bacillus sp. e
Paenibacillus sp.

A qualidade sensorial do leite em p6 pode ser afetada pela presenca de lipases na
matéria-prima. O processo de secagem do leite ndo diminui a atividade lipolitica no leite em p6
e a enzima permanece ativa durante a estocagem do produto, causando a rancificacdo do leite
em po6 ndo desnatado (BELOTI et al., 2015).

3.2 LEITEEM PO

3.2.1 Caracterizacéo do leite em po

De acordo com a Instrucdo Normativa n. 53 de 1° de outubro de 2018, o leite em p0o é 0
produto que se obtém pela desidratacdo do leite de vaca integral, desnatado ou parcialmente
desnatado e apto para a alimentagcdo humana, mediante processos tecnologicamente adequados.
Deve conter somente proteinas, agucares, gorduras e outras substancias minerais do leite nas
mesmas proporcgdes relativas, salvo pelas modificacdes originadas do processo tecnoldgico
(BRASIL, 2018).

Levando em consideracdo o teor de gordura, comercialmente é designado como leite

em po integral aquele que possui o teor minimo de 26%; como leite em pd parcialmente
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desnatado um teor maior que 1,5% e menor que 26%; como leite em p6 desnhatado um teor
maximo de 1,5%; e como leite em pd semidesnatado um teor minimo de 14% e maximo de
16%. De acordo com a umectabilidade e a dispersabilidade, o leite em p6 pode ser classificado
como instantaneo ou ndo (BRASIL, 2018).

O leite em p6 comegou a ser produzido com o objetivo de aumentar a vida de prateleira,
diminuir os custos com transporte e estocagem devido a reducdo no volume e oferecer um
produto com maior concentracdo de sélidos do leite, servindo como ingrediente as industrias
produtoras de sorvetes, de produtos de confeitaria e de formulas infantis, dentre outros
alimentos (CRUZ et al., 2019).

3.2.2 Etapas do processamento

As etapas envolvidas no processamento do leite em p6 sdo o recebimento da matéria-
prima, o resfriamento, a padronizacdo, a pasteurizagdo, a concentracdo, a secagem e a
embalagem (Figura 1). Para ser recebido no estabelecimento, o leite cru deve estar refrigerado
a 7,0°C, admitindo-se excepcionalmente o recebimento até 9,0°C. Posteriormente ao
recebimento, o produto deve ser armazenado sob refrigeracéo de 4,0°C e ser submetido a testes
de controle de qualidade para verificar se o produto atende aos parametros fisico-quimicos,
microbioldgicos e de caracteristicas sensoriais (BRASIL, 2018).

Apbs os testes de controle de qualidade, o leite € filtrado para remover as impurezas
maiores e estocado em tanques de resfriamento até o momento da clarificacdo, quando é
aquecido até 45°C para facilitar a retirada de particulas de impurezas menores, as quais sao
removidas através de métodos mecanicos de forca centrifuga. Na etapa de padronizacdo, o
principal objetivo é a obtencdo de um produto com composicdo quimica definida, permitindo
uma homogeneidade. O leite é aquecido até atingir uma temperatura entre 45 e 55°C e
centrifugado para separar a gordura, que posteriormente é restabelecida na quantidade desejada
(FERNANDES, 2009).

A pasteurizagdo tem por objetivo eliminar as células vegetativas de micro-organismos
patogénicos e inativar as enzimas. Costuma-se utilizar trés condigdes de aquecimento com
variagcdes no bindbmio tempo-temperatura, como o tratamento térmico baixo (74°C por 30
segundos), médio (de 80 a 100°C de 1 a 2 minutos) e alto (de 120 a 135°C por 1 a 2 minutos).
Em seguida, o leite é concentrado até atingir 50% dos sélidos totais (CRUZ et al., 2019).

Na etapa de concentracdo, ocorre a eliminagdo parcial da &gua, retirando até 85% da

umidade do leite e auxiliando na reducéo dos custos na etapa posterior de secagem, quando 0s
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15% restantes serdo eliminados. A evaporacdo pode ser obtida através de evaporadores sob
condicGes de vacuo, evitando a desnaturacao das proteinas, ou evaporadores com trocadores de
calor posicionados verticalmente, que separam por centrifugacao o liquido e o vapor formado.
Outra técnica utilizada é a filtracdo através de membrana, na qual as particulas sdo separadas
de acordo com o tamanho (CARIC et al., 2009).

A etapa de secagem tem por finalidade obter um produto estavel, de baixa umidade e
com minimas alteracdes sensoriais. A secagem consiste na eliminacdo da dgua mediante a
aplicacdo de calor e pode ser obtida por dois diferentes processos: atraves de rolos ou de spray-
dryer (FERNANDES, 20009).

O processamento com rolos é constituido por um ou mais cilindros rotativos, aquecidos
internamente pelo uso de vapor com temperaturas entre 130 e 150°C. Durante a rotacdo, o leite
fluido seca na superficie do rolo, a camada seca é removida e moida para dar ao produto a forma
de um pé fino, que segue para embalagem (FERNANDES, 2009).

O processo de spray-dryer converte materiais liquidos em produtos em pd. O leite é
pulverizado dentro de uma camara submetida a corrente de ar quente controlada. A temperatura
do ar na camara varia de 180 a 220°C e, ao entrar em contato com as goticulas de leite, causa a
remocao instantanea da agua e a formacéo de p6 (ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2015).
O ar sai da camara entre 70 e 95°C, evitando que a alta temperatura do ar de secagem afete o
produto (Figura 2). Atualmente, é a técnica mais utilizada por ser eficiente e econémica,
comportar equipamento simples e permitir uma producdo em grande escala, além de causar
menos alteracdes no produto (CRUZ et al., 2019).

Para a finalizacdo do processamento e da producao de leite em p6, é realizado o envase
do alimento em embalagens estéreis. O recipiente é criado como uma protecdo fisica,
impedindo a entrada de oxigénio e o contato com a luz e mantendo a integridade do alimento.
O leite em pd desnatado possui validade de aproximadamente trés anos, enquanto o leite
integral possui no maximo seis meses de validade, pelo fato de a gordura do p6 oxidar durante
0 armazenamento, com a consequente deterioracdo e alteracdo do sabor (TETRA PAK, 2016).

Figura 1 - Etapas do processamento do leite em p6
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Fonte: Autora (2022).

Figura 2 - Processo de Spray-dryer
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3.2.3 Legislacdo: critérios microbioldgicos e tolerancia

No Brasil ha duas legislacdes vigentes para o leite em pd: a Instrugdo Normativa n. 53
de 1° de outubro de 2018, do Ministério da Agricultura (MAPA), e a Instru¢cdo Normativa n.
161 de 1° de julho de 2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). As analises
e os limites de tolerancia abrangentes nas legislacfes se encontram na Tabela 1.

Tabela 1 — Padrdes microbioldgicos para o leite em p6 conforme as IN n. 53 e n. 161*

Parametros
Salmonella/25g n=10 c=0 m = auséncia M=-
Enterobacteriaceae/g n=>5 c=0 m =10 M=-
Estafilococos coagulase positiva/g n=>5 c=1 m =10 M =102
Aerobios mesofilos/g n=>5 c=2 m=3x10* M=1x10°
Enterotoxinas estafilocdcicas (ng/g) n=5 c=0 m = auséncia M=-

Legenda: n é o nimero de amostras a serem coletadas de um mesmo lote, m é o limite com qualidade
intermediéria aceitavel, M é o limite maximo aceitavel, valores acima de M sdo inaceitaveis, ¢ € o0 nimero
aceitavel de amostras com contagens entre os limites m e M. *Somente a IN n. 161 prevé um parametro para a
andlise de Enterotoxinas estafilocdcicas.
Fonte: IN n. 53 (BRASIL, 2018) e IN n. 161 (BRASIL, 2022).

No Brasil, ndo ha legislacdo que contemple a quantificacdo de esporos bacterianos no
leite em po, devendo a empresa estabelecer o seu limite. Nos Estados Unidos da América
(EUA), o Conselho de Exportacdo de Laticinios (Council) implementa limites de esporos
aerdbios termofilos em <5 x 102 log10 UFC/g e em <10° log10 UFC/g para esporos aerobios
mesofilos em leite em pd destinado a clientes internacionais. Na Irlanda, a Food Safety
Authority of Ireland (FSAI) afirma que a contagem de esporos aerobios em produtos lacteos
em pd deve ser idealmente <10*log10 UFC/g. A China estabeleceu o limite de 10% log10 UFC/g
para esporos aerébios em férmulas lacteas em po para lactentes (WATTERSON et al., 2014,
YUAN et al., 2012).
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3.3 MICRO-ORGANISMOS ESPORULADOS ASSOCIADOS A CONTAMINACAO EM
ALIMENTOS

Algumas bactérias Gram-positivas tém a capacidade de formar estruturas resistentes,
chamadas esporos ou enddsporos. Os esporos suportam condigdes de estresse ambiental que
seriam letais para as células vegetativas, como exposicdo a altas temperaturas, congelamento,
desidratacdo, irradiacdo, conservantes e desinfetantes. Uma vez formados, eles permanecem em
estado de dorméncia, sem atividade metabolica e sem se multiplicar. Em condicdes favoraveis,
eles germinam e ddo origem a células vegetativas que voltam a se reproduzir (BUEHNER et
al., 2014).

Os micro-organismos formadores de esporos podem ser agrupados em mesofilos e
termofilos, conforme a sua temperatura étima de crescimento, e classificados como aerébios ou
anaerobios, de acordo com a fonte de energia que utilizam. A deterioracdo causada pelos
esporulados pode ser do tipo Flat Sour termofilico, Flat Sour aciddrico, meséfilos anaerdbios,
sulfito deteriorantes e termofilos anaerdbios (SEGNER, 1979 apud REYES, 2008).

Na deterioracdo Flat Sour termofilico, ocorre o crescimento de linhagens de G.
stearothermophilus, capazes de crescer a 65°C, mas ndao a 37°C, produzindo &cido e
ocasionando a diminuicdo do pH do produto sem a producdo de gas. Na deterioracdo Flat Sour
aciddrico, tem-se o crescimento de linhagens de Bacillus coagulans, capazes de crescer entre
37 e 55°C, que sdo responsaveis pela diminuicdo do pH do produto. Nos meséfilos anaerdbios,
ha o crescimento de linhagens de Clostridium, que produzem gas durante o processo e podem
estufar as embalagens, em geral baixando o pH do produto. A deterioracao sulfito deteriorantes
é causada por linhagens de Desulfotomaculum nigrificans, cujos micro-organismos produzem
um odor caracteristico de podriddo. Na deterioracdo dos termdfilos anaerdbios, vé-se o
crescimento de linhagens do género Clostridium, produzindo acido e grandes quantidades de
g4s (SEGNER, 1979 apud REYES, 2008).

As bactérias esporogénicas mais associadas aos alimentos sdo dos géneros
Clostridium, Desulfotomaculum, Bacillus, Sporolactobacillus, Thermoanaerobacter,
Thermoanaerobacterium, Moorella, Aeribacillus, Alicyclobacillus, Aneurinibacillus,
Anoxybacillus e Geobacillus (SILVA et al., 2017). Nos principais micro-organismos
esporulados isolados de produtos lacteos desidratados, como o leite em po, incluem-se
Anoxybacillus flavithermus, Geobacillus sp., Paenibacillus sp., Bacillus sp. e Clostridium sp.
(KARAMAN; ALVAREZ, 2014).
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Li et al. (2019) analisaram 22 amostras de leite em p6 na Irlanda com o objetivo de
verificar a ocorréncia dos esporulados e de identificar as espécies. Utilizando o método de
sequenciamento pelo 16S rRNA, dos 269 isolados, 68% foram identificados como B.
licheniformis, 16% eram outras espécies de Bacillus, incluindo B. cereus grupo e B. coagulans,
e, em menor quantidade, foram identificados outros géneros, incluindo Clostridium,
Geobacillus e Anoxybacillus.

Devido a alta resisténcia, 0s esporos bacterianos constituem um problema para a

industria de alimentos, sendo fundamental a sua identificacdo para possibilitar o controle.

3.4 CARACTERISTICAS DOS PRINCIPAIS MICRO-ORGANISMOS FORMADORES DE
ESPOROS ISOLADOS DE PRODUTOS LACTEOS DESIDRATADOS

3.4.1 Género Bacillus

A primeira classificacdo do género Bacillus foi feita por Smith, Gordon e Clark em 1946
(HARWOOD, 1989). A partir da década de 1990, com a tecnologia de sequenciamento e de
analise do gene 16S rRNA, o género passou por grandes mudancas, de modo que novos géneros
e familias foram criados (ROBINSON, 2014). Entre os diversos novos géneros, é possivel citar
Alicyclobacillus, Brevibacillus, Geobacillus e Paenibacillus, entre outros (REYES, 2008).

As bactérias do género Bacillus sdo bastonetes mdveis, em sua maioria produtores de
catalase, Gram-positivos, aerébios ou anaerobios facultativos. A maior parte das espécies sdo
mesofilas, com temperatura 6tima de crescimento de 25 e 37°C, mas existem espécies
termdfilas e psicrotroficas que podem crescer em temperaturas tdo altas quanto 75°C ou tdo
baixo quanto 3°C, respectivamente. As caracteristicas da colonia variam entre as espécies,
sendo as mais comuns as coldnias grandes, planas, com bordas irregulares e espalhadas. Sdo
isolados do solo, da vegetacdo, da agua e do ar, a maioria ndo é patogénica, mas contaminam
alimentos, sendo algumas espécies produtoras de toxinas que podem causar enfermidades no
ser humano e em animais (JAY, 2005).

Algumas espécies suportam condigdes extremas de pH, variando de 2 a 10. Esse é o
género mais comum entre 0s micro-organismos bacterianos que suportam as altas temperaturas
utilizadas nos tratamentos de produtos lacteos, multiplicando-se e abrigando-se nos biofilmes
e contaminando o produto a medida em que ele passa através das linhas de processamento e
dos equipamentos de laticinios (MEHTA, 2018).
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Algumas espécies do género sdo produtoras de enzimas, como proteases e lipases,
influenciando a qualidade do leite e do produto lacteo por modificar o aroma, a textura, o sabor
e o valor nutritivo (REYES, 2008). As lipases termorresistentes podem hidrolisar a gordura em
produtos nos quais o leite em po é adicionado como ingrediente (MEHTA, 2018).

Até 2019, o género Bacillus continha mais de 240 espécies, sendo considerado um
desvio taxondmico pois seus individuos apresentam extensa polifilia, compartilhando poucas
caracteristicas em comum (BHANDARI et al., 2013). Recentemente, o género foi revisado
através dos estudos filogenéticos e gendmicos comparativos de Gupta et al. (2020). Com base
nos resultados desse estudo, foi proposto restringir a participacdo no género Bacillus somente
as espécies que pertencem aos clados Subtilis e Cereus. Assim, 17 clados de espécies do género
Bacillus devem ser reconhecidos como novos géneros da familia Bacillaceae, o que resulta na
transferéncia de 77 espécies do género Bacillus. Atualmente, conforme o site List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN), do pesquisador J. P. Euzéby, ha
103 espécies validamente publicadas e 414 espécies validamente publicadas, incluindo

sindnimos (https://Ipsn.dsmz.de/genus/bacillus).

3.4.2 Género Geobacillus

O género compreende um grupo de bactérias termofilicas com forma de bastonetes
Gram-positivos aerdbios ou anaerobios facultativos, que podem crescer em uma faixa de 45 a
75°C. Antes de 2001, eram agrupados junto de variantes termofilicos de Bacillus sp.; porém,
tendo em vista uma combinacdo de analise da sequéncia do gene 16S rRNA e uma variedade
de caracteristicas fisicas e bioquimicas, foi proposta a sua reclassificagcdo para um novo género
(HUSSEIN et. al., 2015).

Bactérias termofilicas formadoras de esporos, como Geobacillus sp., sdo contaminantes
comuns de plantas de processamento de leite em p6. Seus esporos podem permanecer viaveis
em todo o processo industrial, incluindo a pasteurizacao e as se¢oes do evaporador. As bactérias
desse género podem formar biofilmes nos equipamentos que, ao longo do tempo de
processamento, possivelmente depositam cargas de esporos inaceitavelmente altas no produto
(>10* log10 UFC/g). Embora ndo seja perigoso para a saide humana, isso leva a defeitos
potenciais de qualidade e a perdas econémicas, exigindo que 0 processo seja interrompido e a
planta totalmente limpa (PUTRI, 2017).

A espécie G. stearothermophilus esta associada a deterioragdo do tipo “flat-sour”, na

qual é produzido acido atraves da fermentacdo dos carboidratos presentes no alimento,
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causando acidificagdo sem a produgdo de gas e, devido a isso, ndo gera estufamento nas
embalagens. Esse micro-organismo é capaz de hidrolisar a caseina, cuja deterioracdo
geralmente € devida ao resfriamento lento ou a estocagem em altas temperaturas (REYES,
2008). Estima-se que mais de 50% do leite em pd produzido no mundo esta contaminado com
esse micro-organismo, representando mais de 10% dos isolados terméfilos (DURAND et al.,
2015).

3.4.3 Género Clostridium

As bactérias do género Clostridium séo bastonetes Gram-positivos e a maior parte das
espécies sdao mesofilas, mas existem algumas termofilas, anaerdbios estritos, podendo ser
moveis ou imadveis dependendo da espécie, com formacgéo de esporos ovais ou esféricos que
deformam a parede celular, e algumas espécies produzem toxinas, sendo um risco para a satde
publica. Seus esporos estdo presentes no solo, na poeira, na dgua, em animais e na silagem, que
constitui uma fonte potencial de contaminacao do leite cru (GOMES, 2013).

As espécies patogénicas veiculadas por alimentos sdo C. botulinum e C. perfringens. As
espécies importantes vistas como deteriorantes de alimentos sdo os clostridios proteoliticos C.
botulinum, C. sporogenes, C. bifermentans, C. putrefanciens e C. histolyticum e os clostridios
sacaroliticos C. butyricum, C. pasteurianum, C. tyrobutyricum, C. beijerinckii e C.
acetobutylicum (SILVA et al., 2017).

Os efeitos do desenvolvimento desses micro-organismos esporulados sdo a rancificagéo,
a putrefacdo, a prote6lise e a perda da consisténcia do produto. Os clostridios que causam a
fermentacdo butirica sdo denominados bactérias acido butiricas, sendo C. tirobutyricum, C.
butyricum, C. perfringens, C. sporogenes e C. bifermentans as principais espécies. O defeito
mais relevante e economicamente importante causado por esse grupo é o estufamento tardio,

além de sabores e odores desagradaveis no alimento (REYES, 2008).

3.4.4 Género Anoxybacillus

Bactérias desse género sdo bastonetes Gram-positivos com motilidade variavel e
anaerobios facultativos. S&0 moderadamente termofilicos, crescem entre 30 e 45°C, com
temperatura Otima entre 50 e 62°C, e podem ser sacaroliticos ou proteoliticos. Dentre as
espécies isoladas de alimentos, estdo A. flavithermus, A. contaminans e A. tepidamans
(CHOWDHURY et. al, 2012).
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Assim como o Geobacillus, esse género também € capaz de formar biofilmes nas linhas
de processamento industriais, fazendo com que a contaminagdo chegue até o produto (GOH et
al., 2013).

3.4.5 Género Paenibacillus

As bactérias desse género sao mesofilicas, aerobias ou anaerobias facultativas em forma
de bastonetes Gram-positivos com motilidade positiva, que geralmente apresentam crescimento
6timo entre 28 e 40°C. S&o capazes de hidrolisar carboidratos complexos, cuja caracteristica
separou esse grupo de bactérias do género Bacillus (SILVA et al., 2017). Algumas espécies
produzem compostos antimicrobianos, como polimixina, octopitina, bacifelacina e antifangicos
(CHUNG et al., 2000).

Esses micro-organismos tém sido isolados de vérias fontes no ambiente, como solo,
agua, raizes de plantas, larvas de insetos e fabricas que produzem papéis para a industria
alimenticia. As espécies contaminantes de alimentos séo P. polymyxa, P. macerans e P. lactis
(RAASKA et. al, 2002).

O Paenibacillus esta entre os géneros bacterianos mais importantes na deterioracdo do
leite e dos produtos lacteos devido a producdo de enzimas deteriorantes, como proteases e
lipases, que impactam na textura e no sabor desses alimentos. Muitas cepas também crescem
bem em temperatura de refrigeracdo, sendo que o género representa mais de 95% das bactérias
presentes no leite cru ap6s 10 dias de refrigeracdo. Entre as espécies de Paenibacillus isoladas
de laticinios, encontram-se P. amylolyticus, P. lactis, P. lentimorbus, P. lucanolyticus, P.
odorifer, P. peoriae e P. stellifer (GRADY, et al., 2016).

3.5 FORMACAO DO ESPORO BACTERIANO

Os esporos séo formados no final da fase de crescimento exponencial das células
vegetativas e o seu desenvolvimento pode ser induzido por diversos fatores, como densidade
populacional, falta de nutrientes, temperatura e pH adverso e disponibilidade de oxigénio, entre
outros (MCKENNEY et. al., 2013).

Durante a formacéo do esporo, a célula sofre uma sequéncia de alteragcdes morfologicas.
Inicialmente, ocorre o alongamento da célula vegetativa e a divisdo do cromossomo, criando
um septo em um dos polos e dividindo-a em dois compartimentos desiguais. O compartimento

maior é chamado de celula-m&e e o menor de pré-esporo; em seguida, ha o processo de
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envolvimento do pré-esporo pela célula mée. Apos essa etapa, ocorre a formagéo do cortex em
torno do pré-esporo com duas camadas de peptidoglicano e a formagdo da capa, que é
constituida por proteinas na superficie exterior do pré-esporo. Entdo ele desidrata, adquirindo
maturacao e resisténcia plena, e é liberado para o meio ambiente apés a lise da célula-mae,
conforme representado na Figura 3 (PIGGOT; HILBERT, 2004).

Figura 3 — Etapas da esporulacao
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Fonte: MCKENNEY et. al., 2013.

3.5.1 Estrutura do Esporo

A arquitetura do esporo é em parte responsavel por sua resisténcia. A camada interior é
0 nucleo que contém o material genético e apresenta as proteinas acido-soltveis (small acid-
soluble proteins - SASPs) que se ligam ao DNA, tornando o material genético resistente a
produtos quimicos, a temperatura elevada e a radiacdo UV (MOIR, 2003).

Ao redor do nacleo, hd uma membrana lipidica e uma camada de peptidoglicano
formando o cortex, que é responsavel pela baixa atividade de agua do esporo. Nessa regiao,
encontra-se um acumulo de &cido dipicolinico (DPA) associado a céations divalentes,
principalmente fon calcio (Ca®*), que corresponde a um percentual de 5 a 15% do peso seco do
esporo. O acumulo do DPA auxilia na resisténcia ao calor, a radiacdo e a desidratacdo
(SETLOW, 2006).
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Rodeando o cortex, ha uma complexa estrutura proteica em camadas, chamada de manto
(Figura 4), que serve como barreira contra fatores quimicos e fisicos e entrada de moléculas
toxicas, desempenhando um papel determinante na germinacéo do esporo (MCKENNEY et.
al., 2013).

Figura 4 - Morfologia do esporo de Bacillus subtilis obtida por microscopia eletrénica
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Fonte: adaptado de MCKENNEY et. al., 2013.

3.5.2 Germinagéo

A germinacdo é a transformacdo do esporo dormente em célula vegetativa, com todas
as atividades metabdlicas, como resposta as condicdes favoraveis do ambiente em que ele se
encontra (ALLOUANE, et al., 2008). A ativacdo do processo germinativo ocorre devido aos
agentes germinantes nutritivos, que podem ser aminoacidos, agucares e enzimas. A germinacgao
também pode ser induzida por agentes como a dodecilamina, as enzimas e a alta pressao
hidrostatica (SETLOW, 2003).

O agente germinante atinge o cortex e interage com os receptores localizados na membrana
interna e, em consequéncia dessa interacdo, ocorre a liberacdo de cations (H*, Na*, K*) do
nucleo. Para que ocorra a reidratagdo do esporo, as enzimas tém a funcdo de hidrolisar a
membrana do cortex e, em seguida, quando o acido dipicolinico associado ao célcio é liberado,
promover a hidratacdo do nucleo. A biossintese recomeca e uma nova célula vegetativa emerge
apos a destruicdo da capa do esporo (MOIR, 2003). Segundo Setlow (2003), a liberacao de
acido dipicolinico e de céalcio na germinacdo de um esporo pode estimular a germinacdo de

outros localizados no mesmo ambiente.
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3.6 METODOS MOLECULARES

A deteccdo e a identificacdo de patdgenos em alimentos por métodos convencionais
envolve varias etapas, tendo por consequéncia a demora na liberagdo dos resultados, que pode
levar dias ou semanas, sendo que, em alguns casos, é possivel a identificacdo do género e, em
poucos casos, a espécie (PALOMINO-CAMARGO; GONZALES-MUNOZ, 2014).

A caracterizacdo do micro-organismo ao nivel de espécie é de grande importancia para
a industria de alimentos, que necessita de monitoramento constante. Nos Gltimos anos, diversas
técnicas moleculares surgiram para oferecer rapidez na deteccdo, juntamente com
especificidade e sensibilidade (GORSKI; CSORDAS, 2009).

As técnicas moleculares para a identificacdo de micro-organismos se baseiam na
deteccdo e na andlise de sequéncias de genomas e dos produtos da expressdao de genes,
permitindo uma detalhada e precisa caracterizacdo e diferenciacdo de micro-organismos. As
técnicas de PCR, de PCR em tempo real, de espectrometria de massa e de sequenciamento de
DNA sdo exemplos das ferramentas basicas da biologia molecular mais usualmente aplicadas
na pesquisa (LAW et al., 2015).

A analise da sequéncia do gene 16S rRNA é o método mais utilizado para a identificagdo
bacteriana e a resolucdo de relagdes filogenéticas. Esse gene esta presente em todos 0s
procariotos, possuindo regifes conservadas e variaveis (Figura 5), sendo suficientemente
informativo e tendo grandes bancos de dados disponiveis para a comparacdo de informacdes
genéticas (CUNHA, 2016). Os géneros que apresentam espécies intimamente relacionadas
podem ndo ser discriminados pela anélise do gene 16S rRNA devido a alta similaridade na
regido hipervariavel do gene (MAIDEN et al., 2013).

Figura 5 - Estrutura do gene 16S rRNA com aproximadamente 1500 pares de bases (pb)
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Fonte: CHRISTOFF, 2016
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3.6.1 Sequenciamento do DNA

O sequenciamento de DNA € o processo de determinacdo da sequéncia de nucleotideos
em uma parte do DNA. O desenvolvimento dessa técnica se deu no inicio dos anos 1970, sendo
0 sequenciamento de Sanger et al. (1977) o método tradicional ainda utilizado.

O método Sanger automatizado envolve a sintese da fita de DNA de um gene de
interesse. A metodologia utiliza desoxinucleotideos naturais (dNTPs) e nucleotideos
modificados chamados de dideoxinucleotideos (ddNTPs) (Figura 6). Os ddNTPs diferem dos
dNTPs por conterem um hidrogénio no carbono 3’ ao invés de um grupo hidroxila (OH) ¢ sdo

marcados com corante de cor diferente e especifica (FARRELL, et al. 2015).

Figura 6 — Dideoxinucleotideo e desoxinucleotideo.

OCH, 0 Base OCH, o Bace

H H H H
H H H

H H OH H

=

Fonte: CLARK et al., 2019.

Esses nucleotideos modificados, quando integrados em uma sequéncia, impedem a
DNA polimerase de adicionar novos nucleotideos. Devido a falta da molécula de oxigénio no
carbono 3’, a DNA polimerase ndo consegue fazer a ligacdo dessa parte da molécula com o
grupo fosfato do nucleotideo seguinte, resultando na interrupcdo da reacdo. A adicdo de
ddNTPs em baixas concentracGes leva a geracdo de inumeros fragmentos de DNA com
diferentes tamanhos de extensdo de acordo com o momento de incorporacdao do nucleotideo
modificado (HEATHER; CHAIN, 2016).

Ao final de varios ciclos de replicacdo do DNA alvo, a extremidade de cada fragmento
€ marcada com corantes especificos, indicando o nucleotideo final. Os fragmentos séo lidos por
um detector de fluorescéncia que, devido aos corantes especificos de cada ddNTP, consegue
produzir a sequéncia original do DNA alvo. O resultado é apresentado através de um gréafico
chamado eletroferograma (Figura 7) (CLARK et al., 2019).
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Figura 7 - Eletroferograma apresentando o resultado do sequenciamento de DNA da amostra
LP9 (Weizmannia coagulans)
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AATACCGGATAACACCGAAGACCGC %IGGICIICGGIIG{{%GGCGGCCIIIG GGCTIGICACTTIGCGGATGGGCCCGCGGC

il M\WWWW g

Fonte: Autora (2022).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DE AMOSTRAS

Foram analisadas seis diferentes marcas comerciais de leite em p6 integral, todas no
inicio do prazo de validade, produzidas no Rio Grande do Sul em um laboratorio prestador de
servigos. Dessas marcas, foram escolhidas aleatoriamente 14 amostras de leite em po entre
setembro/2020 e setembro/2021. As amostras coletadas foram analisadas quanto a presenca de
micro-organismos esporulados aerdébios (mesofilos e termofilos) e anaerdbios (mesoéfilos e

termofilos). A quantidade de amostras de cada marca analisada esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade de amostras analisadas por marca

Marca Quantidade de amostras

TmMmOO >
P NDNDWOWBRDN

Fonte: Autora (2022).

4.2 ANALISE DE ESPOROS BACTERIANOS EM LEITE EM PO

4.2.1 Contagem e isolamento de esporos de bactérias aerobias mesofilas

A anélise de esporos de bactérias aerébias mesdéfilas foi realizada conforme a American
Public Health Association (APHA, 2004). Uma aliquota de 10g foi pesada em saco de
stomacher e, em seguida, foram adicionados 90mL de agua destilada, sendo considerada a
diluicdo 101, Essa diluico inicial foi transferida para um frasco Schott de 250mL e submetida
ao tratamento térmico em banho-maria a 80,0 + 1,0°C por 12 minutos, com posterior
resfriamento rapido em banho de gelo. Dilui¢Bes decimais seriadas até 103 foram realizadas e
1mL de cada diluicio foi semeada na placa de Petri. Para obter 10° 2mL da diluic&o inicial,
foram semeadas em 5 placas de Petri. Em seguida, &gar padréo para contagem (PCA) (Oxoid)
suplementado com 0,1% de amido soltvel (Synth) foi adicionado em cada placa, as quais foram
incubadas a 35°C por 48h. As coldnias foram contabilizadas e, da placa onde houve o

crescimento de col6nias isoladas, foram selecionadas até trés por inspecdo visual.
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Posteriormente, as coldnias selecionadas foram repicadas em &gar nutriente inclinado (BD) para
purificagdo e incubadas a 35°C por 48h. Em seguida, as colonias foram transferidas para
criotubos de 2mL contendo caldo infusdo cerebro coracdo (BHI) (Oxoid), as quais foram
incubadas nas mesmas condicBGes. Apos a incubacéo, foram adicionados 0,3mL de glicerol

(Synth) e os isolados foram armazenados em freezer a < -18°C.

4.2.2 Contagem e isolamento de esporos de bactérias aerobias termdfilas

A anélise de esporos de bactérias aerdbias termofilas foi realizada conforme a American
Public Health Association (APHA, 2015b). A aliquota de 10g foi pesada em saco de stomacher
e, em seguida, foram adicionados 90mL de solucdo de hidroxido de sédio 0,02N, sendo
e submetida ao tratamento térmico em autoclave a 108,4 + 1,0°C por 10 minutos, com posterior
resfriamento rapido em banho de gelo. Diluicdes decimais seriadas até 102 foram realizadas e
1mL de cada diluicio foi semeada na placa de Petri. Para obter 10° 2mL da diluicéo inicial,
foram semeadas em 5 placas de Petri. Em seguida, agar dextrose triptona (DTA) (Oxoid) foi
adicionado em cada placa, as quais foram incubadas a 55°C + 1,0°C por 48 * 3h. As col6nias
foram contabilizadas e, da placa onde houve o crescimento de col6nias isoladas, foram
selecionadas até trés por inspecdo visual. Posteriormente, as col6nias selecionadas foram
repicadas em agar nutriente inclinado (BD) para purificacdo e incubadas a 55°C por 48h. Em
seguida, as col6nias foram transferidas para criotubos de 2mL contendo caldo infusdo cérebro
coragdo (BHI) (Oxoid), as quais foram incubadas nas mesmas condi¢des. Apds a incubacéo,
foram adicionados 0,3mL de glicerol (Synth) e os isolados foram armazenados em freezer a <

-18 °C.

4.2.3 Contagem e isolamento de esporos de bactérias anaerdbias mesofilas

A anélise de esporos de bactérias anaerdbias mesofilas foi realizada conforme a
American Public Health Association (APHA, 2015a), com modifica¢Ges para a realiza¢do de
um método por contagem em placas. A aliquota de 10g foi pesada em saco de stomacher e, em
seguida, 90mL de agua destilada foram adicionados, sendo considerada a diluicio 1071, Essa
diluicdo inicial foi transferida para um frasco Schott de 250mL e submetida ao tratamento
térmico em banho-maria a 80,0 + 1,0 °C por 10 minutos, com posterior resfriamento rapido em

banho de gelo. DiluicBes decimais seriadas até 102 foram realizadas e 1mL de cada diluicio foi
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semeada na placa de Petri. Para obter 10° 2mL da diluic&o inicial, foram semeadas em 5 placas
de Petri. Em seguida, &gar clostridial refor¢cado (RCA) (Oxoid) foi adicionado em cada placa,
as quais foram incubadas com gerador de anaerobiose (Biomérieux) em jarra a 35°C por 120h.
As colbnias foram contabilizadas e, da placa onde houve o crescimento de coldnias isoladas,
foram selecionadas até trés por inspec¢do visual. Posteriormente, as col6nias selecionadas foram
repicadas para criotubos de 2mL com meio reforcado para clostridium (RCM) (Oxoid),
adicionando uma gota de 6leo mineral estéril (Laborclin) para gerar anaerobiose. Os criotubos
foram incubados a 37°C por 120h. Nos tubos que apresentaram crescimento, foram adicionados

0,3mL de glicerol (Synth) e os isolados foram armazenados em freezer a < -18°C.

4.2.4 Contagem e isolamento de esporos de bactérias anaerdbias termofilas

A andlise de esporos de bactérias anaerdbias termofilas foi realizada conforme a
American Public Health Association (APHA, 2015c), com modifica¢Ges para a realiza¢ao de
um método por contagem em placas. A aliquota de 10g foi pesada em saco de stomacher e, em
seguida, foram adicionados 90mL de agua destilada, sendo considerada a dilui¢do de 10~. Essa
diluicdo inicial foi transferida para um frasco Schott de 250mL e submetida ao tratamento
térmico em banho-maria até a fervura, quando se iniciou a contagem de 5min, com posterior
resfriamento rapido em banho de gelo. Diluicdes decimais seriadas até 102 foram realizadas e
1mL de cada diluicdo foi semeada na placa de Petri. Para obter 10° 2mL da diluico inicial,
foram semeadas em 5 placas de Petri. Em seguida, agar RCA (Oxoid) foi adicionado em cada
placa, as quais foram incubadas com gerador de anaerobiose (Biomérieux) em jarra a 55°C por
72h. As colonias foram contabilizadas e, da placa onde houve o crescimento de colonias
isoladas, foram selecionadas até trés por inspecdo visual. Posteriormente, as col6nias
selecionadas foram repicadas para criotubos de 2mL com caldo RCM (Oxoid), adicionando
uma gota de 6leo mineral estéril (Laborclin) para gerar anaerobiose. Os criotubos foram
incubados a 55°C por 72h. Nos tubos que apresentaram crescimento, foram adicionados 0,3mL

de glicerol (Synth) e os isolados foram armazenados em freezer a < -18°C.

4.3 MATERIAL DE REFERENCIA
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Como garantia da qualidade dos ensaios, utilizou-se como padrdo o material de
referéncia (MR) Spore Reference (RM4290) da IFM Quality Services Pty Ltd (Ingleburn,
Australia) (Figura 8), que consiste em aliquotas de leite em p6 contaminadas com esporos
bacterianos em paralelo as 10 primeiras amostras analisadas. O padréo foi submetido ao mesmo
procedimento analitico das amostras para posterior comparacdo entre o valor obtido com o

esperado, fornecido pelo provedor para cada tipo de esporo.

Figura 8 - Material de referéncia Spore IFM RM 4290 utilizado nos ensaios comparativos de
esporos aerobios e anaerdbios, mesofilos e termofilos.

@

Fonte: Autora (2022).

4.4 ANALISE ESTATISTICA
Para verificar se houve diferenca significativa entre o valor de referéncia fornecido pelo

provedor e o valor obtido nas amostras padréo de leite em pé analisadas, utilizou-se ANOVA

com 95% de confianca através do Excel v.12.0.

4.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

4.5.1 Extracdo e purificagdo de DNA
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Para a identificacdo, os isolados foram ativados em placas de &gar nutriente. Ap6s o
crescimento nas placas, foi realizada a etapa de extracéo e de purificagdo do DNA com o kit
comercial DPK-116S - Bacteria DNA preparation kit columns-based spin column based
genomic DNA purification from bacteria, da marca Cellco Biotec do Brasil Ltda (S&o Paulo,
Brasil). Para a lise celular, 500pL do caldo de cultura foi adicionado a um microtubo tipo
Eppendorf estéril de 2mL e centrifugado a 10.000g por um minuto, sendo descartado o
sobrenadante. Foi adicionado 50puL da mistura enzimatica e agitado por 60 segundos, momento
no qual a solucdo foi incubada a 37°C por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 300uL
do tampéo de lise e 8uL da proteinase K, misturado por pipetagem, incubado a 60°C por 10
minutos e seguido para banho de gelo por cinco minutos. Para ocorrer a ligagdo do DNA, foi
adicionado 300uL do tampao de ligacdo e agitado brevemente, os tubos foram resfriados no
gelo por cinco minutos e, em seguida, centrifugados por 5 minutos a 10.000g.

Na etapa de ativagao, foi colocada uma coluna de spin em um microtubo tipo Eppendorf
estéril de 2mL, adicionou-se 100uL do tampéo de ativacdo na coluna spin, sendo centrifugado
a 10.000g por 30 segundos e descartada a sobra. Em seguida, foi pipetado o sobrenadante do
tampdo de ligacdo diretamente na coluna spin e centrifugado por um minuto, a 10.000g. Para a
lavagem, foi adicionado 500uL do tampé&o de lavagem na coluna spin e centrifugado por 30
segundos a 10.000g, sendo que a sobra foi descartada. Apds a lavagem, a coluna spin foi
transferida para um novo microtubo tipo Eppendorf estéril de 1,5mL para a etapa de elui¢do do
DNA. Foi adicionado 50uL do tampédo de eluicdo no centro da coluna spin e incubado em
temperatura ambiente por um minuto. Ap6s a incubacéo, o tubo foi centrifugado a 10.000g por

dois minutos e a coluna spin foi descartada, deixando o DNA no microtubo.

4.5.2 Amplificacéo do gene 16S rRNA pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizagcdo da PCRm utilizou-se o kit conjunto para PCR MasterMix da Ludwig
Biotecnologia. A mistura de reacdo contém Tag DNA Polimerase recombinante, MgCl> e
desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs). Os primers universais utilizados foram forward
27 (5"-GAGTTTGATCATGGCTCAG-3") e reverse 1492 (5"-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3"), conforme sequéncia de referéncia NCBI: NR_024570.1, sintetizados pela empresa gbt
Oligos (Buenos Aires, Argentina). As reagdes contendo 1,5uL de DNA, 1,25uL de cada primer,
12,5uL do MasterMix e completadas com 8,5uL agua livre de DNAses foram levadas ao
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termociclador (QuantStudio 5, ThermoFisher Scientific) com as seguintes condicdes: 94°C por
5 minutos; 30 ciclos a 94°C por 30 segundos cada; 55°C por 30 segundos; 72°C por 1 minuto;
e, por fim, 72°C por 5 minutos, conforme descrito por Zhang e You (2018). Os amplicons foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1% e as bandas foram visualizadas em

transiluminador UV.

4.5.3 Sequenciamento e andlise das sequéncias

Os produtos de PCR obtidos foram enviados para a ACTGene Anélises Moleculares,
onde foram purificados com o kit ExoSAP-IT™ (Thermo Fisher, Santa Clara, CA, USA),
quantificados em Nanodrop e sequenciados pelo método Sanger em sequenciador automatico
(AB 3500, Genetic Analyzer, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) com 0s mesmos
primers forward 27 e reverse 1492, com geracdo de aproximadamente 700 nucleotideos em
cada sequéncia.

A qualidade das sequéncias foi analisada nos softwares Bioedit e Chromas. As
sequéncias consenso geradas foram comparadas com outras depositadas no GenBank utilizando
0 programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool —

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) para busca de similaridades. Somente isolados
nos quais as sequéncias de 16S rRNA apresentaram similaridades >97% com as sequéncias das
bases de dados foram considerados pertencentes a uma determinada espécie
(STACKEBRANDT; GOEBEL, 1994).

4.6 CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA

4.6.1 Alinhamento e outgroup

A sequéncia de DNA correspondente a subunidade ribossomal 16S do organismo
Aquifex aeolicus da linhagem VF5, uma bactéria Gram-negativa e hipertermofilica, foi obtida
no banco de dados NCBI (nimero de acesso NR_075056.2) para utilizagdo como outgroup nas
analises filogenéticas. A sequéncia do outgroup, em conjunto com as sequéncias de todas as
amostras, foi alinhada com o algoritmo ClustalW, disponivel no software MEGA v.11, sendo

mantidos o0s parametros padrfes da ferramenta.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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4.6.2 Anélises filogenéticas

A éarvore foi construida a partir do método de Neighbor-joining por meio do software
MEGA v.11. Para a analise, utilizou-se 0 modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica de
Kimura-2-parametros. A confiabilidade dos nos foi avaliada através de 1000 replicacGes de

Bootstrap.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo entre setembro/2020 e setembro/2021, foram coletadas e analisadas 14
amostras de leite em po integral, no inicio do prazo de validade, de seis diferentes marcas
produzidas no Rio Grande do Sul com o objetivo de quantificar e de identificar os grupos de
micro-organismos esporulados presentes na microbiota do leite em po.

5.1 QUANTIFICACAO DOS ESPORULADOS

Na Tabela 3, encontram-se os resultados quantitativos dos esporos encontrados no leite

em po.

Tabela 3 — Populacdo (log10 UFC/g) dos diferentes esporulados bacterianos

Esporos Minimo Maximo
Mesofilos aerdbios 0,78 2,82
Mesofilos anaerébios 0,30 2,45
Termofilos aerdbios totais 1,30 4,56
Termofilos anaerdbios 0,30 3,95

Fonte: Autora (2022)

Diante dos resultados apresentados na Tabela 3, houve a contagem de esporos em todas
as amostras analisadas, sendo os termofilos tanto aerdbios totais quanto anaerébios com maior
nivel de contaminacdo, chegando a 4,56 log10 UFC/g e 3,95 log10 UFC/g, respectivamente
(Apéndice A).

As contagens de esporos mesofilos aerobios em leite em pd encontradas nesse estudo
(Figura 9) sdo semelhantes aos resultados de Nassib et al. (2018), em cujo estudo um dos
objetivos foi avaliar a prevaléncia de bactérias formadoras de esporos em leite em p6 desnatado
na cidade de Mansoura, no Egito. Nas 15 amostras analisadas, a contagem de esporos mesofilos
aerobios variou de 1,38 a 2,12 log10 UFC/g. Em outro estudo realizado em Campinas/SP por
Iwase (2017), as contagens de esporos aerébios mesofilos em leite em p6 variaram de menor
de 1,00 a 3,81 log10 UFC/g. Na regido norte do Parana, Marioto et al. (2020) analisaram 20
amostras de leite cru refrigerado, cujo estudo buscou quantificar os esporulados e verificar a
capacidade proteolitica e lipolitica dos isolados. A contagem para esporos aerébios foi de 1,00
a 2,40 log10 UFC/qg e verificou-se a atividade lipolitica e proteolitica dos isolados em 61,4% e

52,08%, respectivamente.
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Conforme a Instrucdo Normativa n. 53 (BRASIL, 2018) e a Instru¢cdo Normativa n. 161
(ANVISA, 2022), o limite de tolerancia de 1,0 x 10° (5,0 log10 UFC/g ou mL) é aplicavel
somente para a contagem de células vegetativas de micro-organismos aerébios mesofilos, ndo
incluindo a contagem dos esporos, provavelmente pelo fato de a maioria dos esporulados néo

ter impacto na salde publica, mas na vida de prateleira dos produtos.

Figura 9 - Mesofilos aerébios em agar PCA apo6s irLuba(;éo a 35°C por 48h

Fonte: Autora (2022)

As populagdes de esporos mesofilos anaerobios chegaram a 2,45 logl0 UFC/g no
presente estudo (Figura 10) e ndo foi encontrado outro trabalho no qual houvesse a
contabilizacdo de esporos meséfilos anaerébios em leite em pd. Um estudo conduzido por
Reyes (2008) para verificar a contaminacdo de esporos nos ingredientes utilizados para a
fabricacdo de requeijdo cremoso mostrou que um dos itens mais contaminados foi o
concentrado proteico, no qual, das 10 amostras analisadas por um método semi-quantitativo
(seis tubos), sendo cinco de um lote e cinco de outro, a porcentagem de contaminacéo foi de
63% e 80% nos lotes avaliados. Isso indica que essa matriz € uma das responsaveis pela alta
concentracdo dos anaerobios mesofilos esporulados recuperados na analise do produto, onde a
porcentagem de contaminacdo foi de 20% e 63% dos lotes avaliados.

Barash et al. (2010) analisaram 39 formulas infantis no Reino Unido com o objetivo de
verificar a presenca de esporos de clostridios. Das 39 amostras, 12 apresentaram contaminacao

pelos esporos € 0 niumero mais provavel (NMP) variou entre 1,1 e >23 por 100g. Os micro-
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organismos isolados com maior frequéncia foram identificados como Clostridium sporogenes
e Clostridium butyricum, entre outras 10 espécies de clostridios isolados a partir de amostras

ambientais.

Figura 10 - Mesofilos anaer6bios em dgar RCA ap6s incubacdo a 35°C por 120h

Os esporos termdfilos aerdbios chegaram a 4,56 logl0 UFC/g no presente estudo
(Figura 11). Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos, como Yuan et al.
(2012), no qual o total de 22 amostras de leite em po fabricados na China apresentaram
populacBes que variaram de 2,18 a 4,59 logl0 UFC/g. Sadiq et al. (2016) analisaram 25
amostras de leite em po incluindo formula infantil na China e as contagens variaram de 1,00 a
4,30 log10 UFC/g. O total de 28 amostras de leite em p6 de 18 paises diferentes foi analisado
por Ruckert et al. (2004), sendo que esses autores obtiveram niveis populacionais variando de
0,90 a 4,70 log10 UFC/g e oriundos da Alemanha e dos Estados Unidos, respectivamente.
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Figura 11 - Termofilos aerobios em agar DTA ap

0s incu?%(;éo a 55°C por 48h

Fonte: Autora (2022).

Comparando os valores obtidos para esporos termofilos aerébios nas amostras de leite
em p6 com os limites estabelecidos internacionalmente, verificou-se que 8 das 14 amostras

analisadas apresentaram resultados acima dos padrdes internacionais, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Resultado da contagem de esporos termdfilos aerébios para 8 amostras de leite em
p6 em comparacdo com os limites de tolerdncia estabelecidos internacionalmente

Amostra Contagem Council (EUA) FSAI (Irlanda) China
LP2 1,7 x 10%
LP3 1,6 x 10*
LP5 3,6 x 10*
LP6 1,2 x 10%* <5 x 10? <10 108
LP7 3,5x 10
LP8 1,1x10*
LP9 1,7 x 10*
LP10 5,0 x 10*

*Somente para Council e China
Fonte: Autora (2022); WATTERSON et al., 2014; YUAN et al., 2012

Considerando que a maioria das amostras apresentou resultado insatisfatorio para
esporos termofilos aerébios segundo os padrBes internacionais, esse estudo indica que ha a
necessidade de direcionamento especifico para um maior controle de esporos termdfilos nas
plantas de processamento. Devido a alta resisténcia ao calor por esse tipo de esporo, é preciso
uma maior compreensdo da proliferacdo, da sobrevivéncia e da estrutura de biofilmes para
desenvolver medidas de controle e reduzir as altas contagens. Esse estudo contribui para a

compilacdo de dados, considerando uma futura proposta para estabelecer um padrdo na
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legislacéo brasileira para esporos termofilos aerdbios. No entanto, mais estudos precisam ser
realizados em diferentes regides e com uma amostragem maior.

As contagens de esporos termofilos anaerdbios chegaram a 3,95 logl0 UFC/g no
presente estudo (Figura 12). Em uma pesquisa conduzida por Reyes (2008) em um produto
lacteo similar, verificou-se a contaminacdo de termdfilos anaerébios em concentrado proteico
utilizado como ingrediente para a producdo de requeijdo. O método utilizado foi o semi-
quantitativo (seis tubos) e a contaminacao atingiu aproximadamente 60% de tubos positivos
nas 10 amostras analisadas.

Até o presente momento, ndo foi encontrado outro trabalho na literatura que tenha
contabilizado esporos anaerdbios em leite em pd tanto mesdfilos quanto termdfilos. Nesse
estudo, foi utilizada a metodologia APHA (2015a; 2015c), adaptada para semeadura em placa,
tornando o método quantitativo e ndo a técnica de ndmero mais provavel, como cita a
metodologia oficial, através da qual é estimada a densidade populacional através de tubos
positivos. A técnica oficial torna 0 método semi-quantitativo, ou seja, de dificil interpretacdo,
uma vez que o cliente necessita de dados quantitativos (UFC/g ou mL) ao invés de porcentagens
de tubos positivos. Devido a diferenca metodologica, as duas técnicas ndo sdo comparaveis. A
técnica de NMP é considerada mais sensivel pois ndo exige a formacédo da coldnia, o que pode

ser uma limitagdo para micro-organismos que se encontram injuriados.

Figura 12 - Termofilos anaer6bios em agar RCA apo6s incubacdo a 55°C por 72h

Fonte: Autora (2022).

A Figura 13 apresenta o nivel de contaminacdo de esporos nas amostras de leite em pé.

Niveis populacionais de esporos mesofilos e termdfilos (aerdbios/anaerdbios) foram obtidos
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em todas as amostras, indicando que a contaminacdo € frequente para todos 0s esporos

analisados; porém, sdo os termdfilos que apresentam os maiores indices.

Figura 13 — Populacdo em log10 UFC/g dos esporos em leite em pd
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Fonte: Autora (2022).

Essa condicdo é explicada porque a proliferacdo de bacilos termofilicos € selecionada
devido a uma sequéncia de tratamentos térmicos, especialmente durante a pasteurizacdo, a
evaporacdo e a secagem, em cujas etapas as temperaturas variam de 80 a 180°C
(VERDURMEN et al., 2003). Esporos de bactérias termofilas sdo altamente resistentes ao
calor, apresentando um valor D121,1°C de 4-5 minutos e valor Z entre 7,8 e 12,2°C
(Geobacillus sp.). O valor D corresponde ao tempo necessario, a uma dada temperatura, para
reduzir um ciclo logaritmico no total de esporos e o valor Z é definido como a variacdo de
temperatura necessaria para que ocorra a reducdo de um ciclo logaritmico no valor D
(STUMBO, 1973).

Algumas espécies de bacilos mesofilicos, como B. licheniformis, crescem em uma
ampla faixa de temperatura, podendo ser detectados em condigdes utilizadas para o crescimento
de micro-organismos termofilicos (55°C). Nesse estudo, a identificacdo de B. licheniformis foi
através do método mesofilico, mas os isolados contabilizados no método termofilico que nédo
foram identificados a nivel de espécie através do gene 16S rRNA podem ser de alguma espécie
mesofilica inserida na condi¢do de crescimento em ampla faixa de temperatura. 1sso pode
contribuir com os maiores indices de termofilos encontrados nas amostras e € possivel que essa

condig&o indique uma limitagdo da metodologia.
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A variacdo entre métodos aplicados considerando a temperatura de tratamento pode
levar a grandes diferengas na contagem de esporos em leite em pé (KENT, 2016). Exemplos de
outros métodos para esporos termofilos, ndo aplicados nesse estudo, incluem aqueles para
esporos altamente resistentes ao calor, nos quais o tratamento térmico € de 100°C por 30
minutos (SCHELDEMAN et al., 2005) e de 106°C por 30 minutos, sendo selecionados 0s
esporos especialmente termorresistentes de bactérias termofilicas (1ISO-1DF, 2009).

Todos os métodos apresentam estratégias semelhantes: choque térmico por um tempo
especifico para eliminar células vegetativas com posterior plagueamento em 4&gar de
recuperacdo nao seletivo. A escolha do &gar aliado com a incubacdo pode contribuir na
variabilidade da contagem de esporos. Watterson et al. (2014) analisaram amostras de leite em
po para contabilizacdo de esporos termofilos aplicando dois tratamentos térmicos diferentes:
80°C por 12 minutos e 100°C por 30 minutos, com incubacdo das placas a 55°C. Os resultados
mostraram que o tratamento a 80°C por 12 minutos apresentou quase duas vezes mais amostras
com crescimento de esporos termofilicos, indicando que esses testes ndo transmitem as mesmas
informacdes e ndo sdo comparaveis. Os autores recomendam que os laticinios adotem mais de
um método padronizado para captar a diversidade de bactérias formadoras de esporos.
Provavelmente isso se deve ao fato de que os esporos apresentam resisténcias diferentes entre
as espécies, de modo que o tratamento térmico utilizado na analise interfere diretamente nas
especies que serdo contabilizadas e identificadas.

Outra condicdo para as altas contagens de esporos termofilicos € a capacidade que
algumas espécies tém de formar biofilmes, que podem proteger tanto o0s esporos guanto as
células vegetativas durante a higienizacdo da industria. Os biofilmes podem ser definidos como
uma comunidade de micro-organismos unidos por uma matriz polimérica produzida por eles e
ligados a uma superficie, onde se multiplicam com eventual dispersdo e deslocamento de
células do biofilme, incluindo os esporos. Geobacillus sp. e Anoxybacillus sp. podem formar
biofilmes provenientes de células vegetativas ou de esporos que se ligaram a equipamentos de
aco inoxidavel e superficies dentro da linha de processamento (TEH et al., 2014).

Os esporos termofilicos tendem a aumentar em nimero durante o processamento do
leite em pd, principalmente onde ha uso continuo de equipamentos e onde 0 saneamento nao é
realizado adequadamente. A multiplicacdo pode ocorrer em pasteurizadores e evaporadores
devido a temperatura em que operam (SCOTT et al., 2007).

Estudos tém mostrado que o grau de contaminagédo de bacilos termoéfilos em produtos
lacteos muitas vezes ndo esta relacionado com a qualidade do leite cru. Quando uma baixa

concentragdo (<1 log10 UFC/mL) de esporos é introduzida na linha de processamento através
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do leite cru, ela ndo pode levar a contaminagdo com contagens de células maiores que 10° log10
UFC/g, a ndo ser que seja dada a chance de essa célula residir e se proliferar durante as etapas
do processamento. Foi verificado que as bactérias presentes nas incrustacées apos a limpeza no
local (CIP) estavam predominantemente na forma de esporos, sugerindo que a incrustacao pode
ser uma possivel fonte de esporos e contaminar os produtos de concentrados lacteos (SCOTT
et al., 2007).

Burgess et al. (2014) estudaram 10 cepas de G. stearothermophilus e uma espécie de
Anoxybacillus isoladas de uma fabrica de leite em p6 e concluiram que as cepas apresentavam
a capacidade de produzir esporos a partir de biofilmes. Um estudo mostrou que esporos de A.
flavithermus sp. e Geobacillus sp. foram detectados (>1 log10 UFC/g) no leite em p6 apds 9
horas de processamento e atingiram niveis de até 10* log10 UFC/g no evaporador apds 18 horas
(SCOTT et al., 2007). Além disso, Murphy et al. (1999) relataram que o crescimento de
termdfilos foi detectado em um evaporador de leite apds um tempo de corrida de 4 horas e
aumentou 100 vezes durante uma corrida de 14 horas. Burgess et al. (2009) mostraram que
espéecies de termofilos formadores de esporos aderiam facilmente a superficies de aco
inoxidavel, formando biofilmes maduros de >10° células por cm? em apenas 6 horas e atingindo
um estado estacionario apés 8 horas.

A presenca de bacilos termofilicos em produtos lacteos é um indicador de mé higiene e
contagens altas sdo inaceitaveis, uma vez que pode levar a defeitos causados pela producdo de
enzimas, como proteinases, lipases e acidos capazes de estragar o produto. De acordo com o
Food and Drug Administration (FDA), juntamente com os psicrotroficos, 0s micro-organismos
termdfilos e as bactérias formadoras de esporos constituem a maior ameaca a deterioracao de
produtos lacteos (BUEHNER et al., 2014). A capacidade de detectar e de identificar
rapidamente essas bactérias representaria uma vantagem econdmica, bem como uma garantia

de higiene para os consumidores.

5.2 MATERIAL DE REFERENCIA

O uso de materiais de referéncia (MR) é uma das principais ferramentas utilizadas para
a garantia e o controle da qualidade dos resultados obtidos nos laboratorios de microbiologia
de alimentos (BRANDAO et al., 2013) e serve principalmente para a confiabilidade e a
comparabilidade entre as medic¢des. Para garantir a qualidade das analises na recuperacdo dos
esporos presentes nas amostras de leite em po, foi utilizado como padrdo o MR Spore

Reference, que foi submetido ao mesmo procedimento analitico das amostras. O valor obtido
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foi comparado ao valor fornecido pelo provedor para cada tipo de esporo (Apéndice C) e os
valores médios das populagdes se encontram na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores médios do MR e valores médios obtidos para 10 aliquotas de MR
submetidas ao mesmo procedimento analitico das amostras de leite em p6 para cada tipo de

esporo
Tipo de esporo Valores médios da referéncia Valores médios obtidos (log10
(log10 UFC/g)* UFC/g)
Mesdfilos aerdbios 4,36 4,26
Mesofilos anaerdbios 3,11 3,98
Termdfilos aerdbios 3,04 3,08
Termofilos anaerébios. 3,18 3,23

*Valores fornecidos pelo provedor (Apéndice C).
Fonte: Autora (2022).

Para comparar se houve diferenca entre as contagens da referéncia e as obtidas ap6s o
procedimento analitico para cada tipo de esporo, procedeu-se com o teste ANOVA, com nivel
de significancia de 95% para um unico fator. O valor F (6.468828) foi menor que o F-critico
(6.591382), o0 que revela que ndo houve diferenca significativa entre as contagens. Observou-
se nesse estudo que o uso do MR é uma das formas para garantir a qualidade do resultado.
Assim, a adaptacao realizada no método de inoculacdo em profundidade para anaeroébios atingiu

niveis na mesma ordem logaritmica do valor de referéncia.

5.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

No presente trabalho, foram obtidos 47 isolados de bactérias formadoras de esporos para
o0 sequenciamento do 16S rRNA (Apéndice B). Ele permitiu identificar 17 (36,17%) espécies
dos 47 isolados através da comparacdo com outras sequéncias depositadas no GenBank
utilizando o programa BLAST. Outras 21 (44,68%) cepas tiveram sua identificacdo em nivel
de género e 9 (19,15%) apresentaram baixa qualidade no eletroferograma, sendo que essas

sequéncias ndo foram utilizadas na identificacdo, conforme a Tabela 6.
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Tabela 6 — Identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA das bactérias formadoras de

€SPOoros

Identificacdo Identidade de nucleotideos (%)*  (n) (%)
Weizmannia coagulans 98,38 a 100 8 21
Anoxybacillus flavithermus 100 2 5,3
Clostridium butyricum 99,2 e99,73 2 5,3
Bacillus amyloliquefaciens 99,30 1 2,6
Geobacillus stearothermophilus 100 1 2,6
Clostridium pabulibutyricum 100 1 2,6
Clostridium sporosphaeroides 100 1 2,6
Bacillus licheniformis 100 1 2,6
Bacillus sp. 97,14 a 100 13 34,2
Geobacillus sp. 97,85a 100 6 15,8
Clostridium sp. 100 2 5,3

* Percentual de identidade baseada no alinhamento das sequéncias obtidas com as depositadas no GenBank
utilizando a ferramenta BLAST.
Fonte: Autora (2022).

Conforme as Tabelas 6 e 7, 0 género Bacillus predominou nos isolados identificados,
seqguido dos géneros Weizmannia, Geobacillus, Clostridium e Anoxybacillus. No entanto, a
técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA ndo conseguiu discriminar todos os isolados a
nivel de espécie. Conforme Wang e Ash (2015), a analise filogenética baseada em dados de um
Unico gene (gene 16S rRNA, GyrB, AroE) é incapaz de distinguir claramente as espécies de
Bacillus pois, entre algumas espécies do género, ha um alto nivel de homologia entre as
sequéncias do gene 16S rRNA, fornecendo resolucdo insuficiente para a identificacdo a nivel
de espécie.

A andlise das sequéncias examinadas do gene 16S rRNA para os isolados identificados
a nivel de género agrupou todas as sequéncias e forneceu baixa resolugdo entre cada cepa. Uma
das alternativas citadas por Wang e Ash (2015) para melhorar a identificacdo de B. cereus, por
exemplo, foi utilizar o método de analise baseado na filogenia do genoma completo de Bacillus
por perfis de frequéncia de recursos (FFP - "feature frequency profile™). Com isso, os dados
combinados de sequéncia gendmica e plasmidial que ndo podem ser identificados em analises
de sequéncias de um unico gene especifico fornecem maior resolucdo quanto a especiacao.

A alta prevaléncia do género Bacillus sp. pode ser atribuida & contaminagédo por fontes
agricolas, incluindo solo e silagem, e fontes internas durante o processamento de laticinios, que

permitem a permanéncia e a multiplicacdo desses micro-organismos (SCOTT et al., 2007)
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Tabela 7 — Géneros identificados por sequenciamento do gene 16S rRNA das bactérias
formadoras de esporos

Género (n) %
Bacillus sp. 15 39,4
Weizmannia 8 21,1
sp.

Geobacillus 7 18,4
sp.

Clostridium 6 15,8
sp.

Anoxybacillus 2 5,3
sp.

Fonte: Autora (2022).

Dos 38 isolados que foram identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, foi
encontrada a presenca de cinco géneros, dentre os quais foi possivel a identificacdo das espécies
B. licheniformis, Weizmannia coagulans, B. amyloliquefaciens, G. stearothermophilus, A.
flavithermus, C. butyricum, C. pabulibutyricum e C. sporosphaeroides. Se um nimero maior
de coldnias tivesse sido selecionado durante a inspec¢do visual de cada placa de agar ou se 0
método utilizado para o tratamento térmico fosse diferente, é possivel que a variedade de micro-
organismos identificados fosse diversa. Apesar de as espécies B. licheniformis e B.
amyloliquefaciens pertencerem ao grupo Bacillus subtilis, no qual a identificacdo a nivel de
espécie é dificil devido a alta proximidade evolutiva, foi possivel essa diferencia¢do no presente
trabalho.

Resultados semelhantes podem ser encontrados no estudo de Licking et al. (2013), no
qual 75% dos isolados nas amostras de leite em pé pertenciam ao género Bacillus, seguido de
Geobacillus. As espécies dominantes identificadas foram B. licheniformis, B. subtilis e G.
stearothermophilus. Sadiq et al. (2016) também detectaram a presenca de B. licheniformis, G.
stearothermophilus e A. flavithermus em amostras de formula infantil e de leite em po, sendo
B. licheniformis o isolado prevalente.

No estudo de Ruckert et al. (2004), foram analisadas 28 amostras de leite em p6 de 18
paises e as espécies A. flavithermus, B. licheniformis e G. stearothermophilus foram os micro-
organismos dominantes. Ronimus et al. (2003) avaliaram o leite em po6 fabricado na Nova
Zeléndia e seus isolados foram identificados como G. stearothermophilus (44,2%), A.
flavithermus (31,2%), B. licheniformis (18,5%) e B. subtilis (4,8%). Na China, um estudo feito

por Yuan et al. (2012) mostrou que os esporulados termofilicos presentes no leite em p6 naquele
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pais sdo B. licheniformis, A. flavithermus e G. stearothermophilus, sendo B. licheniformis a
cepa dominante. Li et al. (2019) isolaram 269 bactérias esporuladas do leite em po e a espécie
B. licheniformis foi predominante, sendo 68% dos isolados. De outro lado, 16% eram outras
espéecies de Bacillus, 5% eram Clostridium spp., 3% Geobacillus spp. € com menor
porcentagem os demais géneros, como Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp, Anoxybacillus e
Aneurinibacillus.

Né&o foi encontrada outra pesquisa na qual a espécie W. coagulans, mais frequentemente
isolada nesse estudo, assim como B. amyloliquefaciens e os anaerobios C. pabulibutyricum e
C. sporosphaeroides, foram isoladas em amostras de leite em po, tornando o presente trabalho
pioneiro na descricdo dessas espécies como parte da microbiota esporulada do leite em p6 no
Brasil.

A espécie B. licheniformis é frequentemente isolada do leite cru e tem sido associada a
deterioracdo de produtos lacteos (BUEHNER et al., 2014), sendo que algumas cepas produzem
componentes toxicos que podem causar intoxicacdo alimentar e gastroenterites (MIKKOLA et
al., 2004). Foram relatados surtos de B. licheniformis transmitidos por alimentos associados a
carnes, legumes cozidos, paes, leite cru e alimentos industrializados para recém-nascidos, ja
que a toxina produzida é termicamente estavel, semelhante aquela emética produzida por B.
cereus (SALKINOJA-SALONEN et al., 1999). A presenca de B. licheniformis no leite em pé
merece atencdo pois ele é um ingrediente utilizado para férmulas infantis, de modo que a
producdo dessas toxinas deve ser vista como uma preocupacao.

O género Weizmannia foi recentemente transferido do género Bacillus e é composto por
trés espécies: W. coagulans, W. acidiproducens e W. ginsengihumi. Cepas de W. coagulans
foram isoladas do solo, da silagem, do leite, de conservas, do suco de tomate, da gelatina e de
produtos farmacéuticos. E uma bactéria homofermentativa e produtora de 4cido latico, sendo
identificada pela primeira vez como um agente de deterioracdo de produtos lacteos (GUPTA et
al., 2020; YOON, 2021).

A espécie B. amyloliquefaciens € um contaminante usual de leite e produtos lacteos,
pode causar deterioragdo devido a producdo de acidos ou enzimas e produzir a toxina cereulide,
embora em niveis mais baixos que a espécie B. cereus, desempenhando um papel importante
na seguranca do alimento (COOREVITS et al., 2008; WITTHUHN et al., 2011; LUCKING et
al., 2013). Licking et al. (2013) relataram a sobrevivéncia do esporo de B. amyloliquefaciens
apos o tratamento térmico de 125°C por 30 minutos, tendo sido considerada uma espécie

altamente termo resistente.
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O termdfilos G. stearothermophilus é um dos contaminantes do leite em pd mais
comumente encontrado, representando até 65% dos isolados desse tipo, e estima-se que mais
de 50% do leite em pd produzido no mundo esta contaminado com esse micro-organismo.
(COOREVITS et al., 2012; DURAND et al., 2015). Considerado um importante deteriorante
na industria de alimentos devido ao esporo ser altamente resistente ao calor e a capacidade de
formar biofilme, é um flat-sour tipico, formando acido latico a partir da glicose sem gerar gas,
impedindo que a deterioracdo seja percebida pelo estufamento da embalagem (PUTRI, 2017).

Um micro-organismo relevante para a industria de alimentos, a espécie A. flavithermus
é um indicador de higiene para produtos lacteos, além de um deteriorante produtor de enzimas
e &cidos que podem levar a sabores desagradaveis no produto (WAGNER; WIEGEL, 2008).
Junto com G. stearothermophilus, sdo os aerobicos termofilicos isolados de produtos lacteos
em po predominantes, apresentando uma rapida taxa de crescimento e com capacidade de
formar biofilmes (ZHAO et al., 2013).

Os esporos de C. butyricum podem contaminar os produtos lacteos através do leite
contaminado a partir da fermentacdo incorreta da silagem. Junto com as espécies C.
tyrobutyricum, C. sporogenes e C. perfringens, representam cerca de 75% do total da flora
anaerobica formadora dos esporos predominantes no leite cru (LOESSNER et al., 1997,
KOMORI et al., 2019). Como deteriorantes, produzem grande quantidade de gas carbénico e
hidrogénio, gerando estufamento, além de &cido butirico e acético, que dao sabores e odores
desagradaveis ao alimento contaminado. Além da degradacdo causada em produtos lacteos, ja
foram relatados casos de producdo de toxina botulinica por algumas cepas de C. butyricum.
Aureli et al. (1986) relataram dois casos de botulismo infantil tipo E causados por uma cepa de
C. butyricum na Italia, onde a toxina foi purificada e considerada semelhante aquela produzida
por C. botulinum.

Assim como C. butyricum, a espécie C. pabulibutyricum é um potencial contaminante
do leite cru, foi isolado da silagem e é produtor de &cido butirico e de gas a partir de aclcares e
de acido latico, levando a degradacdo de produtos lacteos e principalmente ao estufamento
tardio na producgdo de queijos semiduros e duros (KOBAYASHI et al., 2017). Na etapa de
padronizacdo do processamento do queijo, pode ser feita a adicdo de leite em pd, tornando-o
uma fonte de contaminacédo de esporos anaerobios deteriorantes.

A especie C. sporosphaeroides é sacarolitica, promovendo a deterioracdo através da
acidificacdo devido a fermentacdo de acucares e modificando as caracteristicas sensoriais do
alimento contaminado. Seus esporos ja foram isolados de comida enlatada (WILDE et al., 1997;
SORIANO et al., 1948).
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5.4 CARACTERIZACAO FILOGENETICA

Apbs o alinhamento das sequéncias, a arvore filogenética foi obtida através do método
Neighbor-joining, empregando o software MEGA v.11 (Figura 14). O teste bootstrap (n =
1000) foi utilizado para estimar a confianca dos galhos da arvore filogenética gerada e baseada
em sequéncia. Valores de bootstrap em uma arvore filogenética indicam quantas vezes o
mesmo galho serd gerado em n testes com um conjunto de dados reamostrados. Esses valores
podem variar de 0 a 100, indicando a probabilidade de 0 mesmo galho ser gerado em n vezes,
e, quanto mais proximo de 100, maior a confianca na semelhanca filogenética reportada entre
0s micro-organismos. A arvore foi construida pela aproximacdo de sequéncias com a menor
distancia entre elas (CALDART et al., 2016).

Com base na arvore filogenética gerada pelo software, observa-se que ela é composta
pelo filo Firmicutes e pelas familias Bacillaceae e Clostridiaceae. Partindo do n6 (ponto de
ramificacao) do ancestral comum, houve uma bifurcacdo em dois novos nds, sendo o primeiro
um agrupamento envolvendo os géneros Bacillus, Weizmannia, Anoxybacillus e Geobacillus e
o0 segundo compreendendo a familia Clostridiaceae.

Verifica-se que, no primeiro agrupamento da familia Bacillaceae, houve uma nova
bifurcacdo, separando os géneros Bacillus e Weizmannia. Como no sequenciamento, muitos
isolados foram identificados apenas em nivel de género, de modo que é provavel que alguns
dos isolados agrupados com B. licheniformis e B. amyloliquefaciens também pertencam ao
grupo B. subtilis por serem estreitamente relacionados as espécies identificadas. As demais
pertencentes ao grupo sdo B. subtilis, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. sonorensis, B.
vallismortis, B. pumilus, B. tequilensis e B. velezensis (HARWOOD, 2018). As amostras 31 e
5 se provaram estreitamente relacionadas a espécie W. coagulans, provavelmente pelo fato de
W. coagulans ser anteriormente classificada no género Bacillus, com o qual apresenta
similaridade (GUPTA et al., 2020). No outro nd da bifurcacdo, houve a separagdo da especie

A. flavithermus do género Geobacillus, sendo ambos termofilos.



Figura 14 - Arvore filogenética obtida a partir de sequéncias 16S rRNA com o método de
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Neighbor-joining. Os valores nos galhos representam o suporte do bootstrap para a diviséo

subsequente
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a contaminacéo por bactérias formadoras de esporos séo
frequentes em amostras de leite em pé e que ha diversidade entre os isolados obtidos, sendo 0s
termofilos tanto aerdbios quanto anaerdbios com maior nivel de contaminacéo.

A adaptacdo realizada na metodologia American Public Health Association (APHA,
2015) apresentou resultado satisfatdrio, mostrando que nao houve diferenca significativa entre
0 método tradicional e o adaptado para a técnica quantitativa.

O processo térmico aplicado na producgdo do leite em pd ndo garante a eliminagdo dos
esporos bacterianos. O consumo direto ou como ingrediente o torna uma fonte de contaminagéo
para outros produtos, podendo ser um risco a seguranca. No presente estudo, foi identificada a
presenca de espécies tanto deteriorantes (B.licheniformis, W. coagulans, B. amyloliquefaciens,
G. stearothermophilus, A. flavithermus, C. butyricum, C. pabulibutyricum e C.
sporosphaeroides) quanto com capacidade de producdo de toxinas (B.licheniformis, B.
amyloliquefaciens e C. butyricum), podendo causar danos a salde de consumidores e perdas
econbmicas as empresas.

A identificacdo das espécies G. stearothermophilus e A. flavithermus, que produzem
esporos termorresistentes e apresentam a capacidade de formar biofilme aliado as altas
populacBes de esporos de bacilos termdfilos, sugere que os problemas de contaminagdo dos
lotes aos quais pertenciam as amostras podem estar associados a presenca de biofilmes na linha
de processamento, bem como ao uso de matéria-prima com alta contagem microbioldgica para
a producgdo do leite em pd. A maioria dos micro-organismos termdfilos sdo deteriorantes e a
reconstituicdo desse leite em p6 acompanhado de aquecimento pode propiciar a ativacdo dos
esporos, a germinacdo e a a multiplicacdo dessas bactérias, causando uma possivel deterioracdo
do produto e deixando-o em condic¢des inadequadas ao consumo. Esse estudo descreveu pela
primeira vez a deteccdo das espécies W. coagulans, B. amyloliquefaciens, C. pabulibutyricum,
C. sporosphaeroides e C. butyricum, fazendo parte da microbiota esporulada do leite em p6 no
Brasil, bem como a quantificacdo de esporulados mesofilos e termofilos (aerdbios e
anaeraébios).

Dessa forma, os resultados indicam a necessidade de estabelecer medidas de controle
para melhorar as condi¢cdes de higiene e de processamento do leite em pd, garantindo a

qualidade do produto e a seguranga do consumidor.
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APENDICE A - RESULTADOS DAS CONTAGENS DE ESPOROS REALIZADAS
NAS AMOSTRAS DE LEITE EM PO
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Cédigo das Mes,éfi_los Meséfilgs Tern]éfilos Teerfi!os
amostras aerobios anaerobios aerobios anaerobios
(logl0 UFC/g) (logl0 UFC/g)  (logl0 UFC/g) (log10 UFC/g)

LP1 1,1 x 102 2,0 x 10 2,8 x 10 3,0 x 10°
LP2 1,3 x 102 9,0 x 10 1,7 x 103 6,0 x 10°
LP3 1,1 x10? 2,0 x 10t 1,6 x 10* 1,4 x 103
LP4 6,0 x 10° 2,0 x 10° 3,0 x 10t 6,0 x 10
LP5 8,0 x 10t 2,0 x 10t 3,6 x 10* 3,5x 103
LP6 3,1 x 102 1,9 x 10? 1,2 x 103 9,0 x 102
LP7 1,5 x 102 2,2 x 10t 3,5x10* 2,0 x 10°
LP8 3,6 x 102 1,7 x 10? 1,1 x 10* 58 x 103
LP9 1,4 x 10? 5,0 x 10° 1,7 x 10* 8,9 x 103
LP10 1,4 x 10? 1,2 x 10t 5,0x 103 5,0 x 102
LP11 5,2 x 102 1,8 x 10t 2,0 x 10t 2,2 x 10t
LP12 2,3 x 102 5,5 x 10 1,5 x 102 9,0 x 10°
LP13 2,1 x 102 9,8 x 10t 1,8 x 10? 7,0 x 102
LP14 6,6 x 102 2,8 x 10? 1,6 x 10? 2,6 x 102
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APENDICE B - DESCRICAO DOS ESPORULADOS ISOLADOS EM LEITE EM PO

AMOSTRA MARCA CODIGO DO ISOLADO RESULTADO
1 D 9TA Weizmannia coagulans
2 E 11TA Weizmannia coagulans
3 E 12TAL Weizmannia coagulans
4 F 13TAl Weizmannia coagulans
5 C 14MA1 Bacillus sp.
6 B SMA NI
7 C 6MAg Clostridium sp.
8 A 2TAL Weizmannia coagulans
9 D ™2 Bacillus licheniformis
10 C 8M1 Bacillus sp.
11 D 9M Bacillus sp.
12 B 10M Bacillus amyloliquefaciens
13 E 11M1 Bacillus sp
14 E 11M2 Bacillus sp
15 E 12M1 Bacillus sp
16 F 13M2 Bacillus sp
17 C 14M2 Bacillus sp
18 A 2T Bacillus sp



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

3T2

4T

5T

6T

T2

8T

10T2

1271

1272

13T2

14T

1MA1

3MA

4MA

6MA#

6TAL

TMA2

8MA1

IMA1

1M

Geobacillus sp.

Geobacillus sp.

Geobacillus sp.

Geobacillus sp.

Anoxybacillus flavithermus

Anoxybacillus flavithermus

Geobacillus stearothermophilus

Bacillus sp.

Geobacillus sp.

Weizmannia coagulans

Geobacillus sp.

Bacillus sp.

Bacillus sp.

Weizmannia coagulans

Clostridium sp.

Weizmannia coagulans

Clostridium pabulibutyricum

Clostridium sporosphaeroides

Bacillus sp.

NI
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40

41

42

43

44

45

46

47

2M

3M

4M

SM

6M

10MA

11MA1

12MA2

13MA2

NI

NI

NI

NI

NI

NI

Clostridium butyricum

NI

Clostridium butyricum
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NI = ndo identificado



APENDICE C - RESULTADOS DAS CONTAGENS DE ESPOROS REALIZADAS
NAS AMOSTRAS DE LEITE EM PO REFERENCIA

Cddigo das Mesofilos Mesofilos Termofilos Termofilos
amostras aerébios anaerobios aerébios anaerobios
(logl0 UFC/g)  (logl0 UFC/g)  (logl0 UFC/g)  (logl0 UFC/g)

Valor de 21.000 2 25.000 12.000 a 14.000 800 a 1.400 900 a 2100
referéncia*

1 2,1 x 10* 9,8 x 103 6,3 x 102 1,2 x 103
2 1,8 x 10* 7,9 x 103 1,7x 108 1,8 x 103
3 1,9 x 10* 8,3 x 103 2,1 x103 2,1 x103
4 1,6 x 10* 9,4 x 108 1,5x 103 1,1 x 103
5 1,7 x 10* 1,1 x 10* 9,8 x 102 1,7 x 103
6 2,0 x 10* 1,0 x 10* 1,2 x 103 2,2 x 103
7 1,8 x 10* 9,8 x 103 9,6 x 102 1,5x 103
8 1,6 x 10* 1,0 x 10* 1,0 x 108 1,3 x 108
9 1,9 x 10* 9,9 x 103 1,3 x 103 2,0 x 103
10 1,7 x 10* 9,3x 103 8,8 x 102 1,6 x 103
Média 1,8 x 10* 9,5x 103 1,2 x 103 1,7 x 108

*Valor enviado pelo fornecedor (IFM Quality).
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RESUMO

O tratamento térmico utilizado no processamento do leite em pd nem sempre é capaz de inativar
0s micro-organismos formadores de esporos. A deterioracdo e a producdo de toxinas por
algumas espécies € uma preocupacao significativa para a industria de laticinios. A identificacdo
desses micro-organismos é fundamental para resolucdo de problemas com a qualidade nesses
produtos. O objetivo deste estudo foi quantificar e identificar as espécies predominantes no leite
em po, visando conhecer a variedade genética dos isolados. Quatorze amostras foram
analisadas, totalizando cinguienta e duas analises. Verificaram-se contagens de esporos em todas
as amostras analisadas, sendo os esporos terméfilos com maior nivel de contaminacgdo. Usando
0 seqlienciamento 16S rRNA 47 isolados foram identificados como Weizmannia coagulans
(21%), Anoxybacillus flavithermus (5,3%), Clostridium butyricum (5,3%), Bacillus
amyloliquefaciens  (2,6%), Geobacillus stearothermophilus  (2,6%), Clostridium
pabulibutyricum (2,6%), Clostridium sporosphaeroides (2,6%), Bacillus licheniformis (2,6%),
Bacillus sp. (34%), Geobacillus sp. (15,8%) e Clostridium sp. (5,3%).

INTRODUCAO

O leite em p6 comecou a ser produzido com o objetivo de aumentar a vida de prateleira,
diminuir os custos com transporte e estocagem e oferecer um produto com maior concentracao
de solidos do leite, servindo como ingrediente as industrias produtoras de sorvetes, produtos de
confeitaria, formulas infantis, entre outros alimentos (Cruz, Zacarchenco, Oliveira, & Corassin,
2019).

1 Artigo a ser submetido apés consideragdes da banca.
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A qualidade microbiolégica do leite em po esta relacionada a estabilidade da matéria-
prima e as condigdes de processamento. Assim que é retirado do Ubere de animais sadios, o
leite cru apresenta baixa contaminacao por micro-organismos, geralmente a contagem total é
de <103 log1l0 UFC/mL. Porém, ap0s a ordenha, esta sujeito a contaminacao por bactérias e
esporos oriundos do sistema produtivo. Se as condigdes de higiene forem negligenciadas, a
carga microbiana pode chegar a 10° logl0 UFC/mL (Moatsou & Moschopoulou, 2014).
Conforme a Instrucdo Normativa n. 76 de 26 de novembro de 2018, o leite cru deve apresentar
médias geométricas trimestrais de contagem padrdo em placas de, no maximo, 3,0 x 10° log10
UFC/mL.

Bactérias formadoras de esporos sdo contaminantes importantes na industria de
laticinios podendo afetar significativamente a qualidade e a seguranca dos produtos lacteos,
reduzindo a vida util durante o armazenamento. No entanto, o controle efetivo dessas bactérias
ainda é uma tarefa dificil devido a alta resisténcia dos esporos e da capacidade de algumas
espécies formarem biofilmes nas linhas de processamento (Burgess, Brooks, Rakonjac, Walker
& Flint, 2009; Marchand et al., 2012).

Burgess, Lindsay & Flint (2014) estudaram 10 cepas de G. stearothermophilus e uma
espécie de Anoxybacillus isoladas de uma fabrica de leite em pd e concluiram que as cepas
apresentavam capacidade de produzir esporos a partir de biofilmes. Outro estudo mostrou que
esporos de A. flavithermus e Geobacillus foram detectados (>1 log10 UFC/g) no leite em pd
apos 9 h de processamento e atingiram niveis de até 10* log10 UFC/g no evaporador ap6s 18 h
(Scott et al., 2007).

Os esporos suportam condigdes de estresse ambiental como exposicdo a altas
temperaturas, congelamento, desidratacédo, irradiacdo, conservantes e desinfetantes. Uma vez
formados, permanecem em estado de dorméncia, e em condic¢des favoraveis germinam e déo
origem a células vegetativas com todas as atividades metabdlicas (Buehner, Anand & Garcia,
2014; Setlow & Johnson, 2019). Segundo Setlow (2003), os acidos liberados durante a
germinacdo de um esporo podem estimular a germinacdo dos demais esporos localizados no
mesmo ambiente.

Em estudos ja realizados, os principais micro-organismos esporulados isolados de
produtos lacteos desidratados, como o leite em po, foram Anoxybacillus flavithermus,
Geobacillus sp., Paenibacillus sp., assim como os géneros Bacillus e Clostridium onde ha
espécies patogénicas e produtoras de toxinas. Dentre os deteriorantes pode-se citar o G.
stearothermophilus e Bacillus sporothermodurans, que embora ndo apresentem risco a saude

do consumidor, séo indicadores de condicGes insatisfatorias de higiene e boas préatica de
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fabricacdo (Karaman & Alvarez, 2014; Scott et al., 2007). No entanto, sdo necessarios mais
estudos para maior caracterizagdo e conhecimento das espécies presentes.

Algumas espécies de esporulados séo produtoras de enzimas como proteases e lipases,
influenciando a qualidade dos produtos lacteos por modificar aroma, textura e sabor (Cogan,
1977; Reyes, 2008; Woods, Burger, Beven, & Beacham, 2001). As lipases termorresistentes
podem hidrolisar a gordura nos produtos os quais o leite em pé € adicionado como ingredientes
(Mehta, 2018).

Em um estudo realizado por Mareze (2017) foi identificado a espécie B. licheniformis
em leite cru refrigerado onde 63% das cepas isoladas apresentaram atividade proteolitica e
lipolitica. Ribeiro (2015) constatou que as contagens de esporos aerobios nas amostras de leite
que analisou foram relativamente baixas, porém 30% das espécies isoladas apresentaram
atividade proteolitica e/ou lipolitica.

No Brasil, ndo ha legislacdo que contemple a quantificacdo de esporos bacterianos no
leite em po, devendo a empresa estabelecer o seu limite. Nos Estados Unidos da Ameérica
(EUA), o Conselho de Exportacdo de Laticinios (Council) implementa limites de esporos
aerdbios termofilos em <5 x 102 log10 UFC/g e em <10° log10 UFC/g para esporos aerobios
mesofilos em leite em pd destinado a clientes internacionais. Na Irlanda, a Food Safety
Authority of Ireland (FSAI) afirma que a contagem de esporos aerdbios em produtos lacteos
em po deve ser, idealmente, de <10* log10 UFC/g. A China, por sua vez, estabeleceu o limite
de 10% log10 UFC/g para esporos aerébios em formulas lacteas em po para lactentes (Watterson,
Kent, Boor, Wiedmann & Martin, 2014; Yuan et al., 2012).

A caracterizacdo do micro-organismo ao nivel de espécie € de grande importancia para
a industria de alimentos que necessita de monitoramento constante. Nos Gltimos anos, diversas
técnicas moleculares surgiram oferecendo rapidez na deteccao juntamente com a especificidade
e sensibilidade (Gorski & Csordas, 2009). Li et al. (2019) analisaram 22 amostras de leite em
p6 na Irlanda utilizando o método de seqlienciamento pelo 16S rRNA, dos 269 isolados, 68%
foram identificados como B. licheniformis, 16% eram outras espécies de Bacillus, em menor
guantidade foram identificados outros géneros incluindo Clostridium, Geobacillus e
Anoxybacillus.

Considerando as problematicas dos esporulados no leite em pd, o objetivo deste estudo
foi quantificar e identificar as espécies predominantes, visando conhecer a variedade genética

dos isolados através do sequenciamento do gene 16S rRNA.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS

Quatorze amostras de leite em pé integral, no inicio do prazo de validade, de seis
diferentes marcas comerciais produzidas no Rio Grande do Sul/Brasil foram analisadas entre
setembro de 2020 e setembro de 2021, quanto a presenca de esporos bacterianos aerobios e

anaerébios, mesofilos e termofilos.

2.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

Aliquotas de 10 g foram pesadas assepticamente e transferidas para saco de stomacher
estéreis e, em seguida, 90 mL de &gua destilada ou solu¢do hidréxido de sédio 0,02 N, para 0s
esporos aerdbios termofilos, foram adicionadas, sendo esta considerada a diluicdo 101, Essa
diluicdo inicial foi transferida para um frasco Schott de 250 mL e submetida ao tratamento

térmico adequado para cada tipo de esporo.

2.3 ANALISE DE ESPOROS BACTERIANOS

2.3.1 Meso6filo aerdbio

A diluigdo inicial foi submetida a tratamento térmico em banho-maria a 80,0 £ 1,0°C
por 12 minutos, com posterior resfriamento em banho de gelo. Dilui¢cdes decimais seriadas até
a 10" foram realizadas; para obter a diluicdo 10° 2mL da diluicdo inicial, foram semeadas em
5 placas de Petri e, em seguida, &gar padrdo para contagem (PCA) (Oxoid) suplementado com
0,1% de amido solavel (Synth) foi adicionado, sendo as placas incubadas a 35°C por 48h.
(Apha, 2004).

2.3.2 Termofilo aerobio
A diluicdo inicial foi submetida a tratamento térmico em autoclave a 108,4 + 1,0°C por

10 minutos, com posterior resfriamento em banho de gelo. Dilui¢es decimais seriadas até a

102 foram realizadas; para obter a diluigdo 10° 2mL da diluigéo inicial, foram semeadas em 5
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placas de Petri e, em seguida, &gar dextrose triptona (DTA) (Oxoid) foi adicionado, sendo as
placas incubadas a 55°C + 1,0°C por 48 + 3 h (APHA, 2015b).

2.3.3 Mesofilo anaerobio

Anélise com modificacbes metodoldgicas para realizacdo de contagem em placas. A
diluicdo inicial foi submetida a tratamento térmico em banho-maria a 80,0 £ 1,0°C por 10
minutos, com posterior resfriamento em banho de gelo. Dilui¢bes decimais seriadas até a 103
de Petri e, em seguida, &gar clostridial reforcado (RCA) (Oxoid) foi adicionado, sendo as placas

incubadas com gerador de anaerobiose (Biomérieux) em jarra a 35°C por 120h (Apha, 2015a).

2.3.4 Terméfilo anaerdbio

Analise com modificacbes metodoldgicas para realizacdo de contagem em placas. A
diluicdo inicial foi submetida a tratamento térmico em banho-maria até a fervura quando
iniciou-se a contagem de 5 minutos, com posterior resfriamento em banho de gelo. Diluigdes
decimais seriadas até a 107 foram realizadas; para obter a diluicdo 10° 2mL da diluicéo inicial,
foram semeadas em 5 placas de Petri e, em seguida, agar clostridial reforcado (RCA) (Oxoid)
foi adicionado sendo as placas incubadas com gerador de anaerobiose (Biomérieux) em jarra a
55°C por 72 h (Apha, 2015c¢).

2.4 GARANTIA DA QUALIDADE DOS ENSAIOS

Foi utilizado como padrdo o material de referéncia (MR) Spore Reference (RM4290) da
IFM Quality Services Pty Ltd (Ingleburn, Australia), que consiste em aliquotas de leite em p6
contaminadas com esporos bacterianos, em paralelo as 10 primeiras amostras analisadas. Para
verificar se houve diferenca significativa entre o valor de referéncia fornecido pelo provedor e
o valor obtido nas amostras padrdo de leite em p6 analisadas, utilizou-se ANOVA com 95% de

confianca, atraves do Excel v. 12.0.
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2.5 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DAS COLONIAS

Trés coldnias de morfologia variavel, sempre que possivel, foram selecionadas por
inspecdo visual. Para purificacdo os aerobios foram repicados para nutriente inclinado e ap6s
crescimento transferidos para criotubos de 2 mL contendo caldo infuséo cérebro coracao (BHI)
(Oxoid). Os anaerébios foram repicados para criotubos de 2 mL com meio refor¢ado para
clostridium (RCM) (Oxoid) adicionando uma gota de 6leo mineral estéril (Laborclin) para gerar
anaerobiose. As condigdes de incubacdo foram as mesmas da etapa inicial para cada tipo de
esporulado. Nos tubos que apresentaram crescimento foram adicionados 0,3 mL de glicerol

(Synth) e armazenados em freezer a <-18 °C.

2.6 EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA

Os isolados foram ativados em placas de agar nutriente. Apos crescimento nas placas,
foi realizada a etapa de extracdo e purificagdio do DNA com o kit comercial DPK-116S -
Bacteria DNA preparation kit columns-based spin column based genomic DNA purification
from bacteria, da marca Cellco Biotec do Brasil Ltda (S&o Paulo, Brasil), de acordo com
instrugdes do fabricante.

2.7 AMPLIFICACAO E SEQENCIAMENTO DO GENE 16S rRNA

Para a realizagdo da PCR utilizou-se o kit MasterMix da Ludwig Biotecnologia. O
conjunto de primers utilizados foram 27F/1492R (27F - GAGTTTGATCATGGCTCAG,
1492R — GGTTACCTTGTTACGACTT). As reactes contendo 1,5 pL de DNA, 1,25 pL de
cada primer, 12,5 uL do MasterMix, completados com 8,5 uL de agua livre de DNAses foram
levadas ao termociclador (QuantStudio 5, ThermoFisher Scientific) com as seguintes
condigdes: 94 °C por cinco minutos, seguido por 30 ciclos a 94 °C por 30 s., 55 °C por 30 s.,
72 °C por um minuto e, por fim, 72 °C por cinco minutos, conforme descrito por Zhang & You
(2018). Os produtos da PCR foram purificados e sequenciados pelo método de Sanger, Nicklen
& Coulson (1977). A qualidade das sequéncias foi analisada pelos programas Bioedit e
Chromas, a busca no banco de dados genético foi realizada usando o BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Somente isolados onde as sequéncias de 16S rRNA
apresentaram similaridades >97% com as sequéncias das bases de dados, foram consideradas

pertencentes a uma determinada espécie (Stackebrandt & Goebel, 1999).
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2.8 ANALISE FILOGENETICA

A sequéncia de DNA correspondente a subunidade ribossomal 16S do organismo
Aquifex aeolicus da linhagem VF5, uma bactéria Gram-negativa e hipertermofilica, foi obtida
no banco de dados NCBI (nimero de acesso NR_075056.2) para utilizagdo como outgroup nas
analises filogenéticas. A sequéncia do outgroup em conjunto com as sequéncias de todas as
amostras foram alinhadas com o algoritmo ClustalW disponivel no software MEGA v.11, sendo
mantidos os parametros padrdo da ferramenta. A arvore foi construida a partir do método de
Neighbor-joining. Para a analise utilizou-se 0 modelo evolutivo de substituicdo nucleotidica de
Kimura-2-parametros. A confiabilidade dos nos foi avaliada através de 1000 replicacGes de

bootstrap.

3 RESULTADOS

3.1 QUANTIFICACAO DE ESPOROS

Na Tabela 1 encontram-se os resultados quantitativos dos esporos encontrados no leite
em pd. A Figura 1 apresenta o nivel de contaminacdo nas 14 amostras analisadas.

Tabela 1 - Populacéo (log10 UFC/g) dos diferentes esporulados bacterianos

Esporos Minimo Maximo
Mesofilos aerdbios 0,78 2,82
Mesofilos anaerébios 0,30 2,45
Termofilos aerébios totais 1,30 4,56

Termofilos anaerébios 0,30 3,95
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Figura 1 - Populagdo em log10 UFC/g dos esporos em leite em po
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3.2 QUANTIFICACAO MR

Para garantir a qualidade da analise na recuperacdo dos esporos presentes nas amostras
de leite em po, foi utilizado 0 MR Spore Reference, que foi submetido ao mesmo procedimento
analitico das amostras, e comparado o valor obtido com o valor fornecido pelo provedor para

cada tipo de esporo. Os valores médios das populacdes encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores médios do MR e valores médios obtidos para 10 aliquotas de MR
submetidas ao mesmo procedimento analitico das amostras de leite em pé para cada tipo de

esporo
Tipo de esporo Valores médios da referéncia Valores médios obtidos (log10
(log10 UFC/g)* UFC/g)
Meséfilos aerébios 4,36 4,26
Mesofilos anaerobios 3,11 3,98
Terméfilos aerébios totais 3,04 3,08
Terméfilos anaerébios 3,18 3,23

*Valores fornecidos pelo provedor

Para comparar se houve diferenca entre as contagens da referéncia e as contagens
obtidas apds o procedimento analitico para cada tipo de esporo, procedeu-se com o teste
ANOVA, com nivel de significancia de 95%, para um Unico fator. O valor F (6.468828) foi
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menor que o F-critico (6.591382), isso revela que ndo houve diferenca significativa entre as
contagens.

3.3 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Foram obtidos 47 isolados de bactérias formadoras de esporos para o sequenciamento
do 16S rRNA. Esse permitiu identificar 17 (36,17%) espécies dos 47 isolados. Outras 21
(44,68%) cepas tiveram sua identificacdo em nivel de género, e 9 (19,15%) apresentaram baixa

qualidade no eletroferograma, sendo que estas sequéncias ndo foram utilizadas na identificagéo.

Tabela 3 - Identificacdo por sequenciamento do gene 16S rRNA das bactérias formadoras de

€Sporos
Identificacéo Similaridade de (n) (%)
nucleotideos (%)*

Weizmannia coagulans 98,38 a 100 8 21

A. flavithermus 100 2 5,3
C. butyricum 99,2 99,73 2 53
B. amyloliquefaciens 99,30 1 2,6
G. stearothermophilus 100 1 2,6
C. pabulibutyricum 100 1 2,6
C. sporosphaeroides 100 1 2,6
Bacillus licheniformis 100 1 2,6
Bacillus sp. 97,14 a 100 13 34,2
Geobacillus sp. 97,85a 100 6 15,8
Clostridium sp. 100 2 53

* Percentual de identidade baseada no alinhamento das sequéncias obtidas com as depositadas no GenBank
utilizando a ferramenta BLAST.

3.4 ARVORE FILOGENETICA

Com base na arvore filogenética gerada pelo software, observa-se partindo do né (ponto
de ramificacdo) do ancestral comum, que houve uma bifurcacdo em dois novos nds, sendo o
primeiro, um agrupamento envolvendo os géneros Bacillus, Weizmannia, Anoxybacillus,
Geobacillus, e 0 segundo, compreendendo a familia Clostridiaceae. Verifica-se que no primeiro

agrupamento da familia Bacillaceae houve uma nova bifurcacédo, separando os géneros Bacillus
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de Weizmannia. Como no sequenciamento muitos isolados foram identificados apenas em nivel
de género é provavel que alguns dos isolados agrupados com B. licheniformis e B.
amyloliquefaciens também pertengam ao grupo B. subtilis por serem estreitamente relacionadas
com as espécies identificadas. As demais espécies pertencentes ao grupo sdo: B. subtilis, B.
atrophaeus, B. mojavensis, B. sonorensis, B. vallismortis, B. pumilus, B. tequilensis e B.
velezensis (Harwood, Mouillon, Pohl & Arnau, 2018). As amostras 31 e 5 se mostraram
estreitamente relacionadas com a espécie W. coagulans, provavelmente pelo fato de W.
coagulans anteriormente ser classificada no género Bacillus, com o qual apresenta similaridade
(Gupta et al.,2020). No outro n6 da bifurcacdo, houve a separacdo da espécie A. flavithermus
do género Geobacillus, sendo ambos termofilos.
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Fig. 2 Arvore filogenética obtida a partir de sequéncias 16S ribossdmicas com o método de
Neighbor-joining. Os valores nos galhos representam o suporte do bootstrap para a divisdo
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4 DISCUSSAO

Este estudo mostra que niveis populacionais de esporos foram obtidos em todas as

amostras analisadas, indicando que a contaminacdo é frequente por bactérias formadoras de

esporos, porém, sdo os termofilos que apresentam os maiores indices de contaminacdo (Tab. e
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Fig. 1). Comparando os valores obtidos para esporos termdéfilos aerobios nas amostras de leite
em p6 com os limites estabelecidos internacionalmente, verificou-se que 8 das 14 amostras

analisadas apresentaram resultados acima dos padrdes internacionais, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Resultado da contagem de esporos termofilos aerdbios para 8 amostras de leite em
p6 em comparacdo com os limites de tolerdncia estabelecidos internacionalmente

Amostra Contagem Council (EUA) FSAI (Irlanda) China
LP2 1,7 x 10%
LP3 1,6 x 10*
LP5 3,6 x10*
LP6 1,2 x 103" <5 x 10? <10 103
LP7 3,5x10%
LP8 1,1x10*
LP9 1,7 x 10*
LP10 5,0 x 10%

*Somente para Council e China
Fonte: Autora (2022); Watterson et al., 2014; Yuan et al., 2012

Considerando que a maioria das amostras apresentou resultado insatisfatorio para
esporos termofilos aerébios segundo os padrbes internacionais, esse estudo indica que ha a
necessidade de direcionamento especifico para um maior controle de esporos termoéfilos nas
plantas de processamento. Devido a alta resisténcia ao calor desse tipo de esporo, € preciso
maior compreensdo da proliferacdo, da sobrevivéncia e da estrutura de biofilmes para
desenvolver medidas de controle e reduzir as altas contagens. Esse estudo contribui para a
compilacdo de dados, considerando uma futura proposta para estabelecer um padrdo na
legislacdo brasileira para esporos termofilos aerdbios. No entanto, mais estudos precisam ser
realizados em diferentes regides e com uma amostragem maior.

Resultados semelhantes foram encontrados em demais estudos como Yuan et al. (2012)
onde o total de 22 amostras de leite em po fabricados na China, apresentaram populacdes que
variaram de 2,18 a 4,59 log10 UFC/g. Sadiq et al. (2016) analisaram 25 amostras de leite em
po incluindo férmula infantil onde as contagens variaram de 1,00 a 4,30 log10 UFC/g.

Essa condicdo é explicada pela proliferacdo de bacilos termofilicos ser selecionada
devido a uma sequéncia de tratamentos térmicos, especialmente durante a pasteurizacéo,

evaporacgédo e secagem, onde as temperaturas variam de 80 °C a 180 °C.
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Algumas espécies de bacilos mesofilicos como B. licheniformis, crescem em uma ampla
faixa de temperatura podendo ser detectados em condigOes utilizadas para o crescimento de
micro-organismos termofilicos (55 °C). Neste estudo a identificacdo de B. licheniformis foi
através do método mesofilico, porém os isolados contabilizados no método termofilico que nédo
foram identificados a nivel de espécie através do gene 16S rRNA, podem ser de alguma espécie
mesofilica inserida na condigdo de crescimento em ampla faixa de temperatura, o que pode
contribuir com os maiores indices de termdfilos encontrados nas amostras. Essa condi¢do pode
ser indicada como uma limitacdo da metodologia.

A variacdo entre métodos aplicados, considerando a temperatura de tratamento, podem
levar a diferencas na contagem de esporos nas amostras. Exemplos de outros métodos para
esporos termofilos, ndo aplicados neste estudo, incluem aqueles para esporos altamente
resistentes ao calor, onde o tratamento térmico € de 100 °C por 30 min. (Scheldeman, Pil,
Herman, De Vos & Heyndrickx, 2005) e 106 °C por 30 min. onde séo selecionados esporos
especialmente termorresistentes de bactérias termofilicas (Iso-IDF, 2009). Todos os métodos
apresentam estratégias semelhantes, choque térmico por um tempo especifico para eliminar
células vegetativas, com posterior plagueamento em agar de recuperacdo ndo seletivo. A
escolha do &gar aliada com a incubagdo pode contribuir na variabilidade da contagem de
esporos. Watterson, Kent, Boor, Wiedmann & Martin (2014) analisaram amostras de leite em
pé para contabilizacdo de esporos termofilos aplicando dois tratamentos térmicos diferentes, 80
°C por 12 min. e 100 °C por 30 min. com incubacdo das placas a 55 °C. Os resultados mostraram
que o tratamento a 80 °C por 12 min. apresentou quase duas vezes mais amostras com
crescimento de esporos termofilicos indicando que esses testes ndo transmitem as mesmas
informacdes e, portanto, ndo sdo comparaveis. Provavelmente isso se deve ao fato de que os
esporos apresentam resisténcias diferentes entre as espécies, sendo que o tratamento térmico
utilizado na andlise interfere diretamente na selecdo das espécies que serdo contabilizadas e
identificadas.

Outra condicdo para as altas contagens de esporos termofilicos é a capacidade que
algumas espécies tém de formar biofilmes que podem proteger tanto esporos quanto células
vegetativas durante a higienizacao da industria. Os esporos termofilicos tendem a aumentar em
numero durante o processamento do leite em po, principalmente onde ha uso continuo de
equipamentos e onde o saneamento ndo é realizado adequadamente. Scott et al. (2007)
verificaram que as bactérias presentes nas incrustacdes, apos limpeza no local, estavam
predominantemente em sua forma de esporos, sugerindo que as incrustagdes pode ser uma

possivel fonte de contaminacdo dos produtos finais de concentrados lacteos. Burgess et al.
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(2014) estudaram 10 cepas de G. stearothermophilus e uma espécie de Anoxybacillus isoladas
de uma fébrica de leite em p6 e concluiram que as cepas apresentavam capacidade de produzir
esporos a partir de biofilmes, as duas espécies séo termofilicas.

A presenca de bacilos termofilicos em produtos lacteos € indicador de ma higiene,
contagens altas sdo inaceitaveis uma vez que pode levar a defeitos do produto causados pela
producdo de enzimas, como proteases, lipases e &cidos capazes de estragar o produto final.

N&o foi encontrado na literatura outro trabalho onde houvesse a contabilizacdo de
esporos anaerdébios em leite em po. Neste estudo, foi utilizada a metodologia Apha (2015a e c)
adaptada para semeadura em placa e ndo utilizado a técnica de nimero mais provavel (NMP)
como cita a metodologia oficial, na qual é estimada a densidade populacional através de tubos
positivos. A técnica oficial torna o método semi-quantitativo, ou seja, de dificil interpretacéo
uma vez que o cliente necessita de dados quantitativos ao inves de porcentagens de tubos
positivos. Devido a diferenca metodoldgica, as duas técnicas ndo sdao comparaveis. A técnica
de NMP é considerada mais sensivel pois ndo exige a formacédo da colénia, o que pode ser uma
limitacdo para micro-organismos que se encontram injuriados.

Para garantir a qualidade dos resultados de métodos adaptados, o uso de MR é uma das
principais ferramentas utilizadas para garantir a confiabilidade dos ensaios através da
comparabilidade entre as medi¢des do valor obtido e do esperado. Conforme Tabela 2, ndo
houve diferenca significativa entre as populagdes, indicando que a adaptagdo realizada no
método para esporos anaerdbios, atingiu niveis na mesma ordem logaritmica do valor de
referéncia.

A capacidade de detectar e identificar os esporos presentes no leite em po representa
uma vantagem econdmica para a industria, bem como uma garantia de higiene para os
consumidores. Dos 38 isolados testados neste estudo que foram identificados pelo
sequenciamento do gene 16S RNAr foi encontrado a presenca de cinco géneros, entre 0s quais,
foi possivel a identificacdo das espécies B. licheniformis, Weizmannia coagulans, B.
amyloliquefaciens, G. stearothermophilus, A. flavithermus, C. butyricum, C. pabulibutyricum
e C. sporosphaeroides. O género Bacillus predominou nos isolados identificados seguido dos
géneros Weizmannia, Geobacillus, Clostridium e Anoxybacillus (Tabela 3). Se um maior
numero de coldnias estivesse sido selecionado durante a inspec¢éo visual de cada placa de agar
ou se 0 método utilizado para o tratamento térmico fosse diferente, é possivel que a variedade
de micro-organismos identificados fosse diversa. Apesar de as espécies B. licheniformis e B.

amyloliquefaciens pertencerem ao grupo Bacillus subtilis, onde a identificagdo a nivel de
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espécie dentro do grupo é dificil devido a alta proximidade evolutiva, no presente trabalho foi
possivel essa diferenciacao.

A alta prevaléncia do género Bacillus sp. pode ser atribuida a contaminacao por fontes
agricolas, incluindo solo e silagem e as fontes internas durante o processamento de laticinios
que permitem a permanéncia e a multiplicagéo desses micro-organismos.

Resultados semelhantes podem ser encontrados no estudo de Liicking, Stoeckel,
Atamer, Hinrichs & Ehling-Schulz (2013) onde 75% dos isolados nas amostras de leite em po
pertenciam ao género Bacillus, sequido de Geobacillus. As espécies dominantes identificadas
foram B. licheniformis, B. subtilis e G. stearothermophilus. Li et al. (2019) isolou 269 bactérias
esporuladas do leite em p6 onde foram predominantes B. licheniformis sendo 68% dos
isolados,16% eram outras espécies de Bacillus, 5% eram Clostridium spp., 3% Geobacillus
spp., e com menor porcentagem os demais géneros como Lysinibacillus spp., Brevibacillus spp,
Anoxybacillus e Aneurinibacillus.

As espécies identificadas W. coagulans, G. stearothermophilus, A. flavithermus, C.
pabulibutyricum e C. sporosphaeroides ja foram citadas como deteriorantes de produtos lacteos
entre outros alimentos, podendo causar perdas econémicas para as indudstrias (Yoon, 2021;
Putri, 2017; Wagner & Wiegel, 2008; Kobayashi, 2017; Wilde, Collins & Hippe, 1997).

As especies B. licheniformis, B. amyloliquefaciens e C. botulinum tém sido associadas
a deterioracdo de produtos lacteos, porém, algumas cepas produzem toxinas podendo causar
intoxicacdo alimentar. Segundo Salkinoja-Salonen et al. (1999) a toxina produzida por B.
licheniformis é estavel termicamente e semelhante a toxina emética produzida por B. cereus,
ja B. amyloliquefaciens produz a toxina cereulide, embora em niveis mais baixos que B. cereus
(Coorevits et al., 2008; Witthuhn, Luecking, Atamer, Ehling-Schulz & Hinrichs, 2011). O
anaerdbio C. botulinum ja foi citado como a fonte de dois casos de botulismo infantil tipo E na
Italia, a toxina foi purificada e considerada semelhante a toxina produzida por C. botulinum
(Aureli etal., 1986). A presenca dessas espécies merece atencao pois o leite em po € ingrediente

para férmulas infantis, entre outros produtos, sendo a producdo de toxinas uma preocupacao.

5 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a contaminacéo por bacterias formadoras de esporos séo
frequentes em amostras de leite em po, sendo os termdfilos tanto aerdbios quanto anaerdbios
com maiores niveis de contaminagdo. A adaptacédo realizada na metodologia American Public

Health Association (APHA, 2015) apresentou resultado satisfatorio, mostrando que ndo houve
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diferencga significativa entre o método tradicional e o adaptado para a técnica quantitativa. Foi
identificado a presenca de espécies tanto deteriorantes quanto espécies com capacidade de
producdo de toxinas. Este estudo descreveu pela primeira vez a deteccdo das espécies W.
coagulans, B. amyloliquefaciens, C. pabulibutyricum, C. sporosphaeroides e C. butyricum,
fazendo parte da microbiota esporulada do leite em pd no Brasil. Dessa forma, os resultados
indicam a necessidade de estabelecer medidas de controle para melhorar as condigdes de
higiene e de processamento do leite em po, garantindo assim a qualidade do produto, bem como

a seguranca do consumidor.
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