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ABSTRACT. The aim of this work was to evaluate the microbiological quality of raw type B milk, kept un-
der refrigeration at 3°C, for a period of 15 days. The milk was enumerated and isolated a total of 180 mi-
croorganisms, of which 80 were psycrotrophics, The ability of these microorganisms to produce lipolysis
and/or proteolysis in the milk was evaluated, Concerning the microbiological analysis, the samples ana-
lyzed presented high values for total counting. The results from the initial counting were 2.7 x 10° UFC/ml
for psycrotrophic, with a predominance of Gram negative bacilli, which were highly lipolytic and had pro-
teolytic activities associated.
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RESUMEN. Con el objetivo de analizar la calidad microbiolégica de la leche tipo B cruda mantenida en
refrigeracion a 3°C por 15 dias, se enumerd y aislé un total de 180 microorganismos siendo 80
psicrotréficos. La capacidad de estos microorganismos en producir lipolisis y o proteolisis en la leche
también fue observada, El andlisis microbiecldgico de la leche presenté altos valores en las cuentas totales
realizadas, alcanzdndose 2.7 x 10* UFC/ml de microorganismos psicrotréficos con el dominio de Gram
negativos, alzunos de ellos altamente lipoliticos, ademéas de presentar actividades proteoliticas asociadas.
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INTRODUCTION

La leche, por ser considerada un alimento completo en
nutrientes facilmente asimilables, es un excelente alimento
para el hombre y un medio de cultivo para la mayoria de
los microorganismos presentes en la naturaleza.

La carga microbiologica de la leche cruda es de extre-
ma importancia en la calidad final de los productos lacteos.
Un leche de baja calidad microbiolégica no se conserva
por periodos largos, incluso en refrigeracion, debido a su
contaminacion principaimente debida a las bacterias psi-
crotréficas, que a pesar de su crecimiento lento, producen
grandes cantidades de enzimas (lipasas y proteasas} que ra-
pidamente alteran el producto.>®

El almacenamiento de la leche por largos pericdos en
temperaturas de refrigeracion han resultado en nuevos pro-
blemas de calidad para la industria de lacticos. Estos pro-
blemas estan relacionados al crecimiento y a las activida-
des ]:netabéiicas de microorganismos en bajas temperatu-
ras.

Gounot® y Alais' observaron que los microorganismos
que normalmente contarminan la leche crecen en una am-
plia faja de temperatura. Esa flora incluye, ademas de los
microorganismos meséfiios, a termdfilos y psicrotréficos.

El término psicrotréfico ha confundido los microbidlo-
gos desde el inicio del sigle. Otros términos sindnimos son
usados, tales como: psicréfilos, psicréfilos facultativos, to-
lerantes al frio o psicrotolerantes.®

Witter'® definié a las bacterias psicréfilas como aque-
{las que tienen un crecimiento relativamente rapido a la
temperatura de refrigeracién como 7.2°C o menos. Sugirié
ademas gue el término psicrotréfico fuese usado para indi-
car los microorganismos que son capaces de crecer a bajas
temperaturas. Debido a su sensibilidad a temperaturas al-
tas, los psicrofilos son menos importantes que los psicro-
troficos en el procesamiento de alimentos. Los psicrofitos
verdaderos son de origen marino, e incluyen sdlo algunos
géneros, siendo de pequefia importancia en alimentos.®

Segun Collins,* de acuerdo con las normas de la Inter-
national Dairy Federation, los psicrotréfilos fueron defini-
dos como aquellos microorganismos que pueden crecer a
7°C o menos, independiente de la temperatura dptima de
crecimiento. Este grupo es extremamente importante en
productos que son conservados o almacenados en condi-
ciones de refrigeracion por periodos relativamente largos
(1 a 4 semanas). El problema se torna todavia mas serio
con el uso intensivo de la refrigeracion, desde la hacienda
hasta la residencia del consumidor, puede provocar una
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gradual seleccidn para estos grupos. Se ha observado que
un gran numero de especies consideradas meséfilas estric-
tas, ya estéin siendo incluidas también entre los psicrotrofi-
COS.

La flora psicrotréfica de la leche es responsable de la
produccién de enzimas, y los procesos de pasteurizacién de
la leche eliminan la mayoria de los microorganismos ini-
cialmente presentes en la leche cruda. Existe aln, la posibi-
lidad de sobrevivencia de microorganismos o de enzimas
producidas por ellos en la leche pasteurizada. Existe tam-
bién la posibilidad de una recontaminacién por esas bacte-
rias durante las fases de procesamiento de la leche.’

Las lipasas y proteasas, inclusive a bajas concentracio-
nes, son capaces de degradar grasas y proteinas, causando
respectivamente sabores rancio y amargo a la leche y pro-
ductos lacteos almacenados en refrigeracion.

Los psicrotréficos, de un modo general, producen enzi-
mas que no son completamente inactivadas por el proceso
UHT. Este grupo representa menos de 10% de la flora ini-
cial de la leche cruda y, aunque sean capaces de crecer ra-
pidamente durante la permanencia de la leche cruda en re-
frigeracion, pueden convertirse en el grupo dominante. El
género més comin encontrado en la leche es Pseudomo-
nas, particularmente Pseudomonas fluorescens. Otros mi-
croorganismos psicrotréficos incluyen Bacillus, Micrococ-
cus, Acinetobacter y Aeromonas. Las proteasas producidas
por los psicrotréficos pueden, a bajas concentraciones,
hidrolizar las proteinas de la leche causando sabor amargo
y gelificacién en el almacenamiento de la leche UTH.?

Ternstrom et al'” mencionan que la actividad lipolitica
de los microotganismos psicrotréficos es de gran importan-
cia en lacteos. Pseudomonas fragi se ha descrito que es una
cepa lipolitica, cuando crece en bajas temperaturas. Los
autores destacan las diferentes temperaturas y pH donde la
accién de la lipasa es considerada éptima y, describen la
especificidad que tiene la enzima por los triglicéridos, que
difiere entre las lipasas producidas por los psicrotréficos.

Este trabajo tuvo como objetivo, verificar la presencia
de microorganismos psicrotréficos en la leche cruda tipo B
refrigerada, en diferentes tiempos de aimacenariento en
refrigeracién. La capacidad de los microorganismes de
producir protedlisis y/o lipolisis en la leche también fue
observada.

MATERIAL Y METODOS

Muestra. Se colectaron 20 litros de leche tipo B cruda
en tanques de cobre con capacidad para 20 litros, debida-
mente esterilizados. En el laboratorio, después de refirar
una alicuota para las andlisis iniciales {dia 0}, este tanque
conteniendo la leche en estudio fue almacenado en una cé-
mara fria a 3°C + 1°C por 15 dias. Fueron retiradas alicuo-
tas de 10 ml para la andlisis microbiolégico en los dias 1,
3,5,8,10, 13 e [5 de almacenamiento.

Andlisis microbiolégicos. Se realizaron cuentas totales
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de microorganismos psicrotréficos de acuerdo a la metodo-
logia descrita por Standard Methods for the Examination
of Dairy Products.*?

Cuenta total. Después de la dilucion de las muestras
en agua peptonada al 0.1%, por triplicado se retiraron 0.1
ml, se colocaron y extendid en la superficie del medio de
cultivo solido PCA (Merck). Las placas fueron incubadas a
6°C por 14 dias para la cuenta de psicrotoficos. También
fueron retiradas algunas colonias a las que se tifid mediante
Ia técnica de Gram. Los aspectos morfol6gicos y las activi-
dades lipoliticas y proteoliticas fueron determinadas. Esas
colonias fueron repicadas en PCA inclinado y mantenidas
en refrigeracion adicionadas de aceite mineral.

Observacién de las actividades lipoliticas y proteoli-
ticas. Se usd el medio agar leche desnatada para verifica-
cion de protedlisis y agar- tributirina para la verificacion de
lipolisis. Los medios fueron preparados con PCA
(MERCK) adicionado de 1% de leche en polvo desnatada
y 1% de tributirina, para las respectivas actividades.” Co-
locamos 20 ml del medio en cada placa y las colonias pu-
ras fueron estriadas en la superficie. Después de la incuba-
cién a 37°C por 48 h, se verific6 la presencia de una zona
clara al rededor de la colonig, lo que indicaba reaccién de
protedlisis y lipolisis. Halos de hasta 1 mm de espesura in-
dicaron una reaccion débilmente positiva; de | a 2 mm re-
accion positiva (+); halos > 2 a 4 mm- reaccion positiva (+
+) y halos > 4 mm-reaccién positiva (+ + +) .

Coloracién de esporas. Las colonias de bacilos Gram
positivos, fueron sometidos a choque térmico para estimu-
ar la produccién de esporas (80°C por 10 min). Se inoculd
en caldo BHI (Merck) y se incubd a 37°C por 24 h. Des-
pués de la incubacion, 1os tubos eran sometidos al choque
térmico y entonces, la coloracidn de esporas se realizé con
el m;étodo de Wirtz-Conklin descrito por Ribeiro y Soa-
res.’ :

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuantificacién de la flora psicrotréfica de la leche. La
flora psicrotréfica de la leche cruda varié de 10* a 10°
UFC/m1 durante el periodo de almacenamiento. De acuer-
do con la legistacion Brasilefia (Ministerio de la Agricultu-
ra-RIISPOA, 1980) la flora psicrotrofica no debe sobrepa-

" sar a 10% el numero de microorganismos mesé6filos, hecho

que es claramente observado en este trabajo. La tabla 1
muestra la media de las cuentas por mi de los microorga-
nismos psicrotréficos en la leche cruda por ml. También de
acuerdo con los datos obtenidos en el lécteo, ia presencia
elevada de estos microorganismos puede ser debida al
tiempo en que Ia leche permanece almacenada refrigerada,
hasta que el volumen deseado sea atingido. Muchos pro-
ductores de esta region almacenan ia leche de mas de una
ordefia, antes de entregarla al lacticineo. Esto también ocu-
tre en el lacticineo, donde grandes volimenes de leche per-
manecen refrigerados por 3 a 4 dias antes de! procesamien-
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to. En este trabajo, las altas cuentas obtenidas pueden ser
atribuidas al tiempo y temperatura de refrigeracién en la
cuai esa leche permaneci6 hasta la colecta de la muestra.
Los estudios realizados por Cunha et al” en leche cruda ti-
po B refrigerado, presentaron resultados de psicrotréficos
variando en el orden de 107 a 10° UFC/m| en varias mues-
tras colectadas de un mismo productor, demostrando fallas
el lana higienizacién y almacenamiento inadecuado del
producto

Caracterizacién de los grupos de microorganismos.
Durante el periodo de almacenamiento fueron aisladas 80
colonias de psicrotroficos, siendo 16 (20%) Gram positivas
y 64 (80%) Gram negativas (tabla 2). El predominio de
psicrotréficos Gram negativos es confirmado por Ternstron
et al,'” que asocig los psicrotréficos Gram negativos como
los principales contaminantes y responsables del deterioro
de la leche mantenida en refrigeracion. La tabla 2 muestra
los grupos microbianos psicrotréficos aislados en la leche
cruda tipo B refrigerada,

Entre los bacilos Gram positivos 15% eran esporula-
dos. De acuerdo con Ternstron et al,” los bacilos Gram po-
sittvos formadores de esporas forman el segundo Erupo
més importante en el deterioro de productos lacteos; esto
refuerza los resultados obtenidos, en los cuales la presencia
de los bacilos esporulados s6lo es esperada por la mayoria
casi absoluta (80%) de bacilos Gram negativos. La pasteu-
rizacién convencional destruye la mayoria de estos mi-
croorganismos Gram negativos, entretanto que las enzimas
por ellas producidas permanecen activas. A esta gran ma-
yoria de microorganismos Gram negativos pueden pertene-
cer bacterias del genero Pseudomonas, que es una bacteria
de gran importancia dentro del grupo psicrotréfico como
deterioradora de leche y derivados. Kohlmann et al'®!! re-
lata la importancia de este género en la industria de lacti-
cos principalmente en lo que se refiere a produccién de en-
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Figura 1: Relacién en porcentaje (en relacién a cada gru-
po microbiano aislado) de la actividad proteolitica y lipo-
litica de los microorganismos psicrotréficos en la leche
cruda

zimas en productos mantenidos en almacenamiento refri-
gerado. Estas bacterias, causan problemas en la leche cru-
da, almacenada en refrigeracion prolongada, volviendo el
producto inaceptable para el consumo (produccién de sa-
bores y olores no deseables)
Actividades proteoliticas y lipoliticas de los grupos estu-
diados. Fueron medidas las intensidades de lipélisis y pro-
tedlisis de los aislados en agar tributirina y agar leche des-
natada, respectivamente. Los resultados son mostrados en
lafig. 1.

Las actividades lipoliticas y proteoliticas en productos
lacteos mantenidos en refrigeracién estdn muy correlacio-

Tabla 1. Evolucién de la fiora psicrotréfica de la leche cruda durante el almacenamiento

Periodo de almacenamento (dias)

Cuenta microbiana (UFC/mi)

0
1

10
13
15

1
]

2.7 x 10
1.4 x 10°
1.9x 10°
1.6 x 108
7.6x 108
1.0x 107
1.0x 107

1.5x 108

N t'emperatura de almacenamiento: 3°C; periodo total de almacenamiento: 15 dias
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Tabla 2. Niimeros y porcentajes de los grupos microbianos psicrotréficos aislados de la leche cruda tipo B refrigerada.

Grupos microbianos

Gram positivos
Gram negativos
Cocos
Bacilos Gram positivos esporulados
Bacilos Gram positivos sin esporas
Bacilos Gram negativos
Total

Psicrotroficos
N¢ de colonias Porcentaje

16 20
64 80

0 0

12 15

4 5
64 80
80 100

*3°C/ 15 dias

nadas con {a presencia del grupo de los psicrotréficos,
siendo los bacilos Gram negativos los principales causado-
res del deterioro en estos productos, En la fig. 1. se verifica
que 64 (43,75%) de bacilos Gram negativos muestran sola-
mente actividad lipolitica y 28 (35%) de ellos fueron baci-
los con actividad lipolitica y proteolitica. La protedlisis co-
mo actividad aislada fue contactada en sélo 1 (1,25%) de
estos bacilos.

Los bacilos Gram positivos también presentaron activi-
dades lipoliticas y proteoliticas, siendo que 2 de los aisla-
dos (2,5%) presentaron solamente actividad proteolitica, 4
(5,0%) presentaron actividad lipolitica y 6 (7,5%) presenta-
ron actividades asociadas de protedlisis y lipdlisis y 4
(5,0%) no presentaron ninguna de las actividades en estu-
dio. Estos 4 bacilos que no presentaron actividades no eran
formadores de esporas.

Las observaciones de Stead,'® sobre estindares de bac-
terias psicrotréficas Gram negativas, proteoliticas y lipoli-
ticas, cultivadas en leche, que mantuvieron altas cuentas
celulares y altas actividades de enzimas extracelulares du-
rante incubacién prolongada a la temperatura de refrigera-
cidn, sirven para demostrar el potencial de deterioro de es-
tos microorganismos. Se debe enfatizar que las reacciones
mas intensas, tanto lipoliticas como proteoliticas ocurrid
después del 8° dia de almacenamiento refrigerado, cuando
la cuenta de los microorganismos se encontraba en el orden
de 10° UFC/ml,

La constatacién de altos valores en las cuentas de psi-
crotréficos se debe principalmente al tiempo en que la le-
che permaneci6 en refrigeracién, tanto en las haciendas co-
mo en ¢l laticineo, donde 1a leche permanece hastade 3a 4
dias de refrigeracion antes del envio para el procesamiento,
favoreciendo la multiplicacién de estos grupos de microor-
ganismos,

La mayoria de los microorganismos aislados presenta-
ron actividades enziméticas (proteoliticas y lipoliticas) so-
las o asociadas, con una intensidad y frecuencia variables.

La actividad lipolitica presentada por los microorganis-

mos fue superior en el grupo psicrotréfico, siendo que los
bacilos Gram negativos fueron los principales responsables
de tal reaccién.
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