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RESUMO

Os métodos microbiologicos alternativos apresentam vantagens sobre os ensaios convencionais, no
entanto ¢ preciso confirmar sua eficicia. O presente trabalho avaliou o sistema Petrifilm™ HS com o
sistema Petrifilm™ EC, em comparagdo com a metodologia convencional na contagem de coliformes a
35 °C em leite pasteurizado. Altas correlagdes foram encontradas entre as metodologias utilizadas para
efetuar a contagem de coliformes a 35 °C. O sistema Petrifilm™ HS para contagem de coliformes a 35 °C
em leite pasteurizado mostrou resultados satisfatorios.
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ABSTRACT

Alternative microbiological methods present several advantages over the conventional methodologies, but
their efficiency should be confirmed. The present study aimed at analyzing Petrifilm™ HS and Petrifilm™ EC
systems, and comparing with the conventional methodology for counting coliforms at 35 °C in pasteurized
milk. High correlations were found among these methodologies used for coliforms counting at 35 °C.
Petrifilm™ HS system presented satisfactory results for counting coliforms at 35 °C in pasteurized milk.
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INTRODUCAO

O leite é um dos alimentos mais utilizados pela
populagao, devido sua riqueza de nutrientes, sendo,
portanto importante garantir sua qualidade. A qualidade
microbioldgica do leite pasteurizado é influenciada pela
matéria-prima e por condicdes de processamento e pos-
pasteurizacdo’.

O controle microbiolégico em amostras de
leite é realizado, principalmente, através da pesquisa
de micro-organismos indicadores, os quais podem
fornecer informagdes sobre as condigdes sanitarias
durante producdo, processamento e armazenamento,
sobre a estimativa da vida de prateleira do produto,
assim como sobre a possivel presenca de patégenos®. O
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), através da Instrucio Normativa n° 62/2011,
retine as normas de producio, identidade e qualidade
do leite tipo A, leite pasteurizado e cru refrigerado,
além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e
o seu transporte a granel’.

Os métodos microbioldgicos convencionais
empregados para contagem de bactérias utilizam
procedimentos que envolvem a homogeneizagao,
dilui¢des, inoculagao em placas com agares especificos
para a formagdo de colonias e contagem. Muitas
vezes, outras etapas também precisam ser realizadas
para permitir que micro-organismos injuriados
por tratamentos fisicos e quimicos recuperem-se e
multipliquem até niveis detectaveis®. A técnica do
Numero Mais Provavel (NMP), também chamada de
técnica dos tubos multiplos, é outra maneira bastante
utilizada pelos laboratérios de microbiologia de
alimentos para estimar a contagem de alguns tipos de
micro-organismos, como coliformes totais (a 35 °C),
coliformes termotolerantes (a 45 °C), Escherichia coli e
Staphylococcus aureus®.

Os métodos microbioldgicos convencionais,
embora sejam confidveis e eficientes, exigem
disponibilidade de tempo e grande trabalho
laboratorial®>. Desta forma, métodos alternativos tém
sido desenvolvidos para obter o resultado final em menos
tempo. Tais métodos sao bastante desejaveis na industria
de alimentos, apesar das técnicas poderem ser mais caras
e requererem pessoal com alto nivel de treinamento*.

Um dos métodos alternativos utilizados para
contagem de micro-organismos em alimentos € o sistema
Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA). O teste

é constituido por um sistema de filme duplo, sendo a
base do cartio revestida de polietileno recoberta com
meio de cultura desidratado, que contém nutrientes e um
agente gelificante soluvel em agua fria; o filme superior é
transparente, removivel e contém um corante indicador?.
As placas de contagem de coliformes possuem como
meio de cultura base o agar vermelho violeta bile, corante
indicador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) e
agentes gelificantes®. As placas de Petrifilm™ para contagem
de coliformes podem ser classificadas como Petrifilm™ E.
coli (EC) e Petrifilm™ High Sensitive (HS), sendo que a
diferenga entre elas é que a do tipo HS permite a inoculagdo
de 5 mL de homogeneizado de alimento’, enquanto a do
tipo EC permite a inoculac¢do de 1 mL.

A Association  Official Analytical Chemists
(AOAC) e Associantion Frangaise de Normalisation
(AFNOR) reconhecem as placas Petrifilm™ EC e HS
como método oficial®’.

Alguns aspectos importantes do alimento podem
influenciar o desempenho dos métodos alternativos
como, por exemplo, o pH, a atividade de agua, a presenca
de conservantes, certos componentes, como lipidios e
sais e a cor do alimento’.

Baseado na importincia de que a presenca de
coliformes em leite pasteurizado ¢ uma forma de avaliagao
da qualidade geral do produto, este trabalho teve por
objetivos analisar a viabilidade do emprego de um teste
de alta sensibilidade (Petrifilm™ HS) e comparar seu
desempenho com sistema Petrifilm™ EC e a metodologia
convencional para a contagem de coliformes a 35 °C em
leite pasteurizado produzido em lacticinios do Estado de
Santa Catarina — Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Cento e quarenta e uma amostras de leite
pasteurizado foram coletadas em seis laticinios com
sistema de Inspecdo Federal (SIF), do estado de Santa
Catarina/Brasil, entre dezembro de 2009 e novembro de
2011. A coleta foi realizada por um fiscal sanitario do
Ministério da Agricultura (SFA/SC).

As amostras foram armazenadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportadas
até o Laboratério de Microbiologia do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina, onde foi realizada a verificacédo
da temperatura com termometro digital (Wertern®).
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Analises microbiologicas

As embalagens foram homogeneizadas e
desinfetadas com dlcool 70 %. Foram realizadas
dilui¢coes decimais, utilizando-se agua peptonada
(0,1 %) (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire,
England)'" e os ensaios de contagem de
coliformes a 35 °C foram realizados em sistema
Petrifilm™ HS, Petrifilm™EC e pela metodologia
convencional.

Sistema Petrifilm™ (3M Company, St. Paul, MN, EUA)

As placas Petrifilm™ HS e Petrifilm™ EC
foram inoculadas com aliquotas de 5 mL e 1 mL de
amostra, respectivamente e incubadas a 35 °C por 24
horas. Decorrido o tempo de incubacio, realizou-se a
contagem de colonias vermelhas associadas a formagao
de gas®.

Metodologia convencional

Os ensaios de coliformes a 35 °C  foram
realizados de acordo com Davidson, Roth e Gam-
brel-Lenarz'?, pela técnica de plaqueamento em pro-
fundidade. Aliquotas de 1 mL foram inoculadas, em
duplicata, em placas de Petri, sendo adicionado agar
vermelho violeta bile (VRBA - Oxoid Ltd., Basingstoke,
Hampshire, England). As placas foram incubadas a 32
°C = 1 °C por 24 horas e, apos este periodo de incu-
bacao, realizou-se a contagem de colonias vermelhas
com 5 mm. Para teste confirmatorio, trés a cinco colo-
nias foram transferidas para tubos contendo caldo bile
verde brilhante 2 % lactose (BVB - OxoidLtd., Basings-
toke, Hampshire, England), incubados a 35 °C + 1 °C
por 48 horas, sendo que resultado final de coliformes
a 35 °C foi expresso a partir da positividade dos tubos,
caracterizada pela turvacao e pela producgdo de gas em
cada tubo individualmente.

Analise estatistica

Os valores obtidos foram convertidos em
forma logaritmica e, na sequéncia, foram submetidos a
analise de regressao. Todas as analises estatisticas foram
realizadas no programa Statistica® 8.0".

Para fins de calculos estatisticos, sempre que os
resultados obtidos foram < 1 UFC/mL, estes resultados
foram substituidos pelo nimero imediatamente inferior,
ou seja, 0,9 UFC/mL.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras de leite pasteurizado, a presenca de
coliformes a 35 °C determinada pelo sistema Petrifilm™ HS
foi de 47,5 % (67/141), no sistema Petrifilm™ EC foi de 36,2 %
(51/141) e na metodologia convencional foi de 34,7 % (49/141).

O coeficiente de correlagdo entre os resultados
obtidos sistema Petrifilm™ HS e pela metodologia
convencional para a contagem de coliformes a 35 °C
mostrou uma associagao linear positiva (Figura 1).
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Figura 1. Dispersao dos resultados da contagem de coliformes a 35 °C
(log UFC/mL) em leite pasteurizado utilizando Petrifilm™ H Semétodo
convencional

A alta correlagdo encontrada na contagem de
coliformes a 35 °C entre o sistema Petrifilm™ HS com a
metodologia convencional esta de acordo com resultados
de Beloti et al’, que encontraram coeficiente de correlagdo
de 0,90 entre o sistema Petrifilm™ HS e a técnica do NMP,
ao analisarem 145 amostras de agua.

Raybaudi et al' encontraram diferenga
significativa na contagem de coliformes em amostras de
leite pasteurizado ao compararem o sistema Petrifilm™,
o método do NMP e um método proposto por Shertha
e Sinha'*, usando Violet red bile (VRB) e demonstraram
que o teste proposto por Shertha e Sinha recuperou
maiores niveis de coliformes, seguido do método do
NMP. De acordo com os autores, os meios de cultura
liquidos oferecem melhores condi¢cdes de multiplicacao
para os micro-organismos quando comparado com meios
solidos, o que poderia explicar a melhor recupera¢do no
teste proposto por Shertha e Sinha e o método do NMP.

O sistema Petrifilm™ HS também mostrou uma
alta correla¢do com o sistema Petrifilm™ EC (r=0,93) na
contagem de coliformes a 35 °C (Figura 2).
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Figura 2. Disperséo dos resultados da contagem de coliformes a 35 °C
(log UFC/mL) em leite pasteurizado utilizando Petrifilm™ HS e Petrifilm™ EC

Silva et al’ avaliaram o sistema Petrifilm™ EC em
comparag¢do com a técnica dos tubos multiplos na detecgdo
de coliformes a 35 °C em queijo minas, lingtiica frescal,
hortalicas e fuba. O sistema Petrifilm™ EC mostrou-se mais
eficiente e pratico, sendo um método alternativo adequado
para a enumeracio de coliformes a 35 °C em alimentos.

Também pode-se observar uma alta correlagio (r=94)
utilizando o método convencional e o sistema Petrifilm™ EC na
contagem de coliformes a 35 °C em leite pasteurizado.

Apesar das altas correlagbes encontradas na
avaliagdo do sistema Petrifilm™ HS para contagem de
coliformes a 35 °C em leite pasteurizado, no Brasil, o sistema
Petrifilm™ HS ndo é reconhecido como método oficial pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento. No
entanto, este sistema apresenta como vantagem uma redugao
do tempo de 48 horas para a emissdo do resultado final em
comparagdo a metodologia convencional. Essa otimizagdo
do tempo de andlise permite a industria de alimentos maior
agilidade, como, na verificagdo da qualidade do alimento,
na liberacio de lotes e na tomada de decisdes. Aliado
a isso a metodologia alternativa apresenta uma melhor
praticidade laboratorial, pela redugdo do material utilizado
em laboratério, preparo dos meios de cultura e do volume
de residuos gerados durante o ensaio. Como destaca Cattani
et al”®, faz-se necessario utilizar metodologias alternativas
a convencional na rotina diagndstica dos laboratérios para
obtencio de resultados confiaveis e em menor tempo possivel.

CONCLUSAO

O sistema Petrifilm™ HS mostrou resultados
satisfatorios para o ensaio de coliformes a 35 °C em leite

pasteurizado, podendo ser uma alternativa a metodologia
convencional.
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