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«PESQUISA DOS AGENTES MICROBIOLOGICOS QUE
MAIS FREQUENTEMENTE DETERMINAM ALTERACOES
NA MANTEIGA DURANTE A CONSERVACAO»

* Marco Antonio Brum

1. INTRODUCAO

O estudo bacteriologico do leite e derivados tem rece-
bido nos tltimos anos uma atencéo téda especial, a qual de-
terminou um desenvolvimento notavel, especialmente em
produtos destinados & longa conservacio,

Estas pesquisas sdo orientadas no sentido de evidenciar
os géneros bacterianos que através de contaminacdes oca-
sionadas por praticas tecnoldgicas inadequadas, determi-
nam a ma qualidade dos produtos, bem como reduzem o
tempo de conservacdo, concorrendo também fatores fisicos
e quimicos,

O controle microbiolégico, permite na maioria das vé-
zes revelar, de imediato, se as alteracGes que ocorrem séo
de natureza bacteriana, esta verificacdo é de inestimével
valor para a correcao do defeito, e uma vez evidenciada po-
dera ser corrigida, evitando-se assim, desta maneira, perdas
do produto.

' A anilise quimica da manteiga se reveste sempre de
grande importincia, uma vez que o R.I.I.S P O A  (**¥)
prevé para cada tipo de manteiga, percentagens para a umi-
dade, gordura, insoluveis, cloretos e acidez, A observacio
destas normas cria possibilidades para o industrial elabo-
rar produtos de melhor qualidade, como também poderdo
ser evitadas perdas de matéria gorda quando produtos nio
controlados quimicamente contém baixo conteido de agua.

A contagem total de germes, segundo DEMETER (2),
pode indicar muitas vézes se ocorreram contaminagGes ou
falhas das culturas puras adicionadas para maturar o cre-
me,

A observacido dos germes proteoliticos, lipoliticos e co-
liformes, como também leveduras sdo de grande importan-
cia, KONDRATENKO (4) estudando amostras de mantei-
gas produzidas na Bulgaria, durante os anos de 1963 e 1966
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afirmou que os nimeros de microrganismos contaminantes
depende da higiene e condicbes de fabrico e ndo da estacdo
do ano,

YANKOV (15) realizou a colimetria das manteigas
produzidas na Bulgéaria, durante o ano de 1967 e verificou
que as contagens deste grupo oscilaram entre 0,002 a 8,290
germes por ml. RASIC (10) trabalhando com amostras da
provincia de Voivodina, encontrou a cifra de 130,000 ger-
mes por ml, sendo estes lipoliticoso e proteoliticos, ainda
realizou contagens de leveduras obtendo o seguinte resul-
tado: 5.300 por ml., a 13.000 por ml. THORNE (13) consta-
tou o género Pseudomonas em amostras de manteiga que
atingiram 20.000 germes por ml, VENTURA (14) em man-
teigas fabricadas na Argentina, encontrou LEVEDURAS
em cifras qu evariaram entre 20 e 600 colénias por ml,

Muitas publicacdes existem que sumarizam os géneros
bacterianos presentes na manteiga, considerados como psi-
croficos, ou seja: Pseudomonas, Flavobacter, Alcaligenes,
Achromobacter ¢ ainda algumas espécie do género Pro-
teus. S@o tddas bacteérias Gram negativas, que crescem ou
melhor se desenvolvem & baixas temperaturas, inclusive pro-
ximas do ponto de congelacdo, caracteristica aproveitavel
para identificacdo destes géeneros, pois segundo REHER
(11) da totalidade da flora bacteriana econtrada na man-
teiga 12% s@o psicréfilos, sendo o género Pseudomonas o
mais frequente,

LACROSSE (6) efetuou exames em cremes conserva-
dos 4 haixa temperatura, encontrando elevado numero de
bactérias psicrofilas, lipoliticas e proteoliticas, causantes
de alteracoes. MULLER (8) constatou a presenca do gé-
nero Streptococcus, classificando as espécies S. cremoris, e
S, fecalis como psicréfilos bem definidos.,

THOMAS (12) estudando bactérias Gram negativas
isoladas do leite e da manteiga classificou como pertencen-
tes aos géneros Pseudomonas, Alcaligenes, Flacobacter e
Achromobacter, RAMMEL (9) isolou a espécie Pseudomo-
nas putrefaciens de amostras de dguas e manteiga, demons-
trando que a 4gua tem papel de grande importancia na in-
dustria lactolégica, pois nio sendo convenientemente trata-
da podera ser uma fonte de contaminacio em potencial,

Os estudos realizados no presente trabalho, proporcio-
nam uma sécie de dados microbiologicos que poderdo ser
demonstrativos que ocorram nas industrias lactologicas
Sul Riograndeses.
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Efetuamos também a analise quimica das manteigas
analisadas microbiologicamente, com o intuito de compa-
rarmos ambos os resultados, isto é, constatar a possivel fre-
quéncia de determinados germes em funcdo da anilise
quimica,.

2. MATERIAL E METODOS

2.1, MATERIAL

O material utilizado no presente trabalho, constou de
pacotes de manteiga (250 g) adquridos no comércio local.

A coleta da amostra foi realizada em frascos de vidro,
previamente esterilizados, sendo no laboratério procedidas
as analises quimicas e bacteriologicas.

2.2, METODOS

2.2.1 — A andlise quimica das amostras obedeceu as re-
comendacdes das normas analiticas preconizadas pelo Ins-
tiuto Adolfo Lutz (3) cuja execucdo compreende:

a) Determinacio da umidade,

b) Determinacao dos Insoltveis em éter,

¢) Determinacido da Gordura.

d) Determinacdo da Acidez.

e) Determinacdo de cloretos em cloreto de sodio.

2.2.2 — A analise bacteriana foi desenvolvida obser-
vando a técnica apregoada por DEMETER (2):

a) Preparo da amostra — Constou do aquecimento da mes-
ma em banho-maria & temperatura de 40¢°C, até a com-
pleta fusio.

b) Preparo das diluicGes — Preparamos as diluicGes 1:10,
transferindo 11 ml da amostra fundida para um baldo
que continha 99 ml de solucdo fisiolégica peptonada
aquecida a 40°C., As diluicGes 1:100 1:1000 e 1:10000 fo-
ram obtidas a partir da diluicdo 1:10, utilizando-se tu-
dos de ensaio contendo 9 ml de solucdo fisiologica pep-
tonada estéril aquecidos a 40°C,

¢) Semeadura — A semeadura foi realizada em massa,
sendo observada a temperatura de 45°C, para promover
a mistura do meio de cultura e inéculo nas placas de
Petri,

d) Meios de cultura utilizados para as contagens:

1. A contagem do nuimero total de germes, foi realizada
em agar-leite, utilizando-se como in6culo 1 ml de diluicdo
1:10000.

2. A contagem de coliformes realizamos em agar-Mac
Conkey utilizando-se 1 ml da dilui¢do 1:100,

3. A contagem de leveduras e fungos a 25°C, foi reali-
zada em agar-batata, semeando-se 1 ml da diluicdo 1:100.
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4. A contagem de fungos e leveduras psicrofilos foi
realizada em agar-batata semeando-se 1 ml da diluicao
1:100.

5. A contagem de bactérias psicréfilas foi realizada em
agar-leite semeando-se 1 ml da diluicdo 1:1000,

¢) Incubacdo — Os meios para contagem total e coli-
metrica, foram incubados & 35°C pelo tempo de 48 horas, o
numero de leveduras e fungos foi avaliado apés 5 dias ¢
temperatura de 25°C,

A flora psicrofilica foi avaliada ap6s a incubacdo das
placas 4 temperatura de 7°C, durante 5 dias,

Apé6s o periodo de incubacio para psicrofilicos foi rea-
lizado ¢ exame bacterioscopico das bactérias Gram-negati-
vas, usando-se o método classico de coloracdo pelo Gram.

As coldnias que se apresentaram ao exame microsco-
pico Gram-negativas, foram semeadas em agar-purpura-
dextrose, para a verificacdo da atividade sobre esse carbo-
hidrato, sendo utilizado meio sélido para a observacio da
producédo de gas.

Completando o estudo da atividade bioquimica frente
a dextrose submeteu-se as colonias de germes Gram-negati-
vos & prova da citocromo-oxidase, segundo KOVACS (5),
que pode ser observada no esquema n° 1.

Os estudos morfologicos e formacao de pigmentos, fo-
ram também observados para possibilitar o equadramento
dos germes Gram-negativos nos seus respectivos géneros,

Esquema n°l — Identificacio dos géneros Gram negati-
vos conforme utilizaco da Dextrose e
prova da citrocromo oxidase,

| GERMES GRAM-NEGATIVOS |

v
| ACAO SOBRE A DEXTROSE |
Y v
OXIDATIVA OU
E
FERMENTATIVA NEGATIVA
v v v v
Citocromo Oxidase Citocromo Oxidase Citocromo Oxidase Citocromo Oxidase
POSITIVA NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA
v v v \4
Aeromonas Enterobactérias Pseudomonas Achromobacter




91

ANALISES QUIMICAS DA MANTEIGA

3. RESULTADOS

Os resultados obtidos nas analises
amostras encontram-se na TABELA 1,

TABELA 1

quimicas das 30

2 INSOLU- | CLORE.
§ % ACIlDEZ AGUA | GORDURA VEIS T0S
5 5 ml % g % g % A g %
1 2,38 5,66 91,74 2,60 0,120
2 2,71 5,90 91,40 2,70 0,113
3 2,62 6,70 90,63 2,67 0,704
4 2,61 5,85 91,20 2,95 0,118
5 3,74 5,35 90,87 3,78 0,045
6 1,90 5,86 91,90 2,24 0,084
7 2,73 6,38 90,56 3,06 0,130
8 1,00 30,54 63,26 6,20 0,949
9 1,20 25,69 72,68 1,63 0,029
10 0,80 9,98 87272 2,30 0,057
11 1,00 11,90 86,28 1,82 0,393
12 1,30 15,60 82,19 2,21 0,059
13 2,60 20,11 76,47 3,42 0,467
14 3,22 14,97 83,85 1,18 0,065
15 2,70 20,92 77,63 1,45 0,055
16 3,20 12,26 86,08 1,66 0,069
17 3,80 20,50 76,80 2,70 0,086
18 3,90 9,4 89,00 2,60 0,060
19 2,20 17,09 78,58 4.37 0,108
20 3,10 30,30 66,33 3,37 0,082
21 2,50 9,62 86,77 3,61 0,106
22 2,10 15,00 80,60 440 0,068
23 3,00 12,80 84,45 2,75 0,153
24 3,70 15,71 82,05 2,24 0,069
25 4,20 12,91 83,47 3,62 0,058
26 3,00 16,39 78,47 5,14 0,116
27 2,70 13,79 84,33 1,88 0,081
28 2,60 13,25 84,96 1,79 0,075
29 3,00 18,31 76,49 5,20 0,464
30 2,60 14,98 82,10 2,92 0,063
Meédia 2,60 13,34 82,96 2,94 0,168
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O porcentual das andalises quimicas, concordantes ou
néo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal, encontram-se na TABELA 2.

TABELA 2

Analises Quimicas concordantes ou nao com o R.ILS.P.O.A.

CONCORDANTES COM O NAO CORCONDANTE COM

R.I.I.S.P.OC.A, O RII.S.P.OA.

ACIDEZ 66,6 % 33,3%

UMIDADE 70,0% 30,0%

GORDURA 70,0 % 30,0%
INSOLUVEIS 0 (zero) 100,0%

NaC1 100,0 0 (zero)




93

_——— 960°S6 394°9 089'86 SIS 300°€L8'C BIPII
———— — _ 00878 00¢€ 00078 T (174
T w 000°L¥y 008°'¢ 000'88 00%°TT C00°00T'T 6¢
sguowopnasg ‘uoouy ‘juodu] 009°'69 008 000008 8¢
_——— - - - = 00T'C - — 000°0% Lz
_—— —_— — 00¢ _— 000°0S 92
— « 000'PLT ‘Juooug 000°'9%y 509 000°00T°9T 14
0eqOWoIYOY ‘Jaoouy Juooug ‘Jaoour 001 000°0LS 144
SBUOWOPNISY 002°01 00c 000°099 001°¢ 000°0%¢°¢ €2
sno20°0yda s ‘Juoouy _—— 0066 —_— 00004 26
seuowopnasd ‘juoouy ‘Juoouy 009°8L9 006°C 000°0%0'2% 12
*qOoWOIYOY 00L02 - — 00T1°91 009 000°006°T. 14
_——— _—— _—— 00% _—— 00001 6T
_—— = -_ 009°€ 004°98 —_— 000°0LC 81
_— - —_— - - - 001€0T —_ - 00008 LI
—_—— _—— 00 00L'T 001 000°0L 91
— « ‘Juodouy 002'8¥ 005°82T 009°' 19 000°099'9 ST
seuowmopnasg ‘Juoduyl “puodouy 002°LLE 000'% 600°006'%1 41
sa0Aworeyooes 000%LT 000°0S 00118 008'11 000°0€9°1 €1
Snoooooydanys 000'€ 00 005°S 006'0% 000°06 (4
I3j08qOoWIOIYOY 000°86¢ 000°S% 00504 0002 000062 I
18398qOUWOIYOY 0000821 00L'0Z 000°€81 006’8 000°006 o1
-« 000°%4S 005'ST 008°¢T 00¢ 000°0LY 6
— o« 000°'%c - 002 _ - 000°060°T 8
snoooo0jdons 000°92 006'11 00521 00g 0007001 L
‘woryoy -dexys 000'8L 00e 006°01 008'8 000°0L¥'C 9
$90AUI0IBYO0BS 0009 009'G 00%°e 00¥% 000°0L )
snv00003darys 00099 - 006'C 002 000°0ST 1 4
sno2000jdalss 000°'12 - 002’2 00S'T 000°06 g
seuouopnasd 00081 - 00¥'¢ 00L'T 600°0S€'2 4
sguowopnosd 000 - 00%°% 0002 000°056'9 1
. Dok 0688
T wernj 3 L SBINPIAI] SBINPAAI] g N:ge )0} | rI)SOWIR
+ wery soyy SO[IJOIISd s .
QINEJ SOIOURH) woseyuon :wow.mm”u% -w.o mﬂw“”% erjowIe) wodvjuon | ep oN

VOILLNVIN VA SVOIDOTOIFOYIIN SHSTIVNV

€ VIdgviL



94

TABELA 4 — Percentual das contagens efetuadas

No de germes -
g <7 1031 > 108> 104 | > 108] <7 108]> 106 |> o2x106
p/ml
Contagem + + + + | 56,6% | 16,6% | 26,6%
total 35°C
Colimetria 43,3% | 39,1% | 17,3% + + + +
350C ‘
Fungos e Le- | 13704 | 27,50 | 3440 | 241% + + +
veduras 25°C
Fungos e Le- | 3970, | 23,00 | 46,1% - + + +
veduras 25°C
Bactérias
Psicrotilas + | 176% | 52,99 | 29,3% + + Y
7°C

TABELA 5 — Percentuais da incidéncia de géneros Bac-
terianos Gram Negativos e Gram Positivos

Psicroéfilos
PSEUDOMONAS predominante em 34,8% das amostras
STREPTOCOCCUS predominante em 34,8% das amostras
ACHROMOBACTE‘R predominante em 21,7% das amosfras
SACCHAROMYCES | predominante em 8,6% das amostras
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4. DISCUSSAO

A composicdo quimica da manteiga, deve obedecer as
normas contidas no Regulamento de Inspecao Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal que prevé no art.
572 a seguinte classificacdo:

a) manteiga extra;

b) manteiga de 1* qualidade,

¢) manteiga comum ou de 2* qualidade;

d) manteiga de cozinha,.

O art, 573 do citado Regulamento, prevé que a man-
teiga extra é um produto que alcanca 92 (noventa e dois)
pontos ou mais na escala estabelecida pelo R.I.I.S.P.O A,
e ainda satisfaca as seguintes exigéncias:

a) Ser obtida em estabelecimento instalado para a finali-
dade, dispondo de téda a aparelhagem para o tratamento
do creme (pausterizacdo) adicdo de fermentos laticos
selecionados), além de camaras frigorificas para depési-
to do produto;

b) ser obtida de creme classificado «extra» devidamente
tratado, néo adicionado de corantes;

c) ser elaborado com creme e agua refrigerados, sem apli-
cacdo de gélo;

d) apresentar no maximo, acidez de 2 ml (dois milimetros)
de soluto normal em 100 (cem gramas) de matéria gorda
na fabrica, tolerando-se 3 ml (trés mililitros) no consu-
mo; 1% (um por cento) de insoluveis e 2% (dois por
cento) de colreto de sédio;

e) ser devidamente embalada na prépria fabrica ou em es-
tabelecimento registrado;

f) ser mantida em frio e sé ser estocada & temperatura de
— 10° (menos 10 graus centigrados).

Ainda com referéncia a composicdo da manteiga, no

Regulamento consta o seguinte:

Art, 583 — As manteigas de qualquer tipo ou quali-

dade devem satisfazer as seguintes exigéncias:

a) apresentar no minimo 80% de gordura (oitenta por
cento);

b) ndo apresentar teor de agua superior & 16% (dezesseis
por cento), tolerando-se até 18%  (dezoito por cento)
nas variedades nao salgadas,

Observando-se os resultados da analise quimica das
amostras na tabela I, verificamos nitidas variagdes nas
composicoes das mesmas,
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Para a Acidez, encontramos variagcoes de 0,90 ml a 3,90
ml, para Agua de 5,35 g% a 30,54 g%, Gordura de 63,26
g% 8 91,90 g%, Insoluveis de 1,18 g% a 6,20 g% e Cloretos
de 0,045 g% a 0,704 g%.

A tabela 2 nos proporciona em percentuais as anglises
concordantes ou ndo com o R.I.I.S.P.O A,

O numero de amostras concordantes foi superior a
50% (cincoenta por cento), pois 66,6% das amostras reve-
laram Acidez inferior & 3 ml,

A fracdo UMIDADE apresentou-se em 70 g% das amos-
tras com um percentual nao superior & 16%, a gordura em
70 g% das amostras foi sempre superior & 80% . Somente
a fracdo INSOLUVEL em éter atingiu teor superior & 1 g%
na totalidade das amostras, sendo que a fracdo Cloreto foi
sempre inferior a 1 g% em todas as amostras,

A percentagem de amostras nao concordantes com o
Regulamento também contidas na Tabela 2 foi inferior a
50% .

O estudo microbioldgico proporcionou uma série de
dados, conforme verificamos na Tabela 3.

A contagem total de germes variou de 10.000 germes
por ml, a 22.040.000 germes por mililitro; a contagem de
coliformes de 100 germes por ml a 41.500 germes por ml;
a contagem de fungos e leveduras & 25°C oscilou por ml., e
entre 200 e 678.000 colonias por ml.

Fungos e Leveduras a 7°C de 200 colénias por ml. &
50.000 coldnias por ml,

A contagem de bactérias psicréfilas variou de 3,000
germes por ml. & 1.230.000 germes por ml,

As médias das contagens para os diferentes microrga-
nismos foram as seguintes:

a) Contagem total de germes por ml.: 2.873,000;

b) Contagem de Coliformes por ml.: 4.513;

¢) Contagem de Fungos e Leveduras a 25°C: 98.580 col. ml.

d) Contagem de Fungos e Leveduras a 7°C: 6.763 col. por
ml .

e) Contagem de germes psicréfilos por ml.: 95.096,

Os géneros por ordem de incidéncias foram os seguin-
tes: Pseudomonas, Streptococcus, Achromobacter e Levedu-
ras do género Saccharomyces,

O estudo dos resultados das contagens conforme a TA-
BELA 4 demonstrou que a Contagem Total de germes em
16,6 % das amostras, esteve entre > 10° e < 2 x 10° e
concordam a afirmac¢do de DEMETER (2) que relata que
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as manteigas elaboradas em boas condicoes devem apresen-
tar contagens entre > 10® e <7 2 x 108,

56.6% das amostras apresentaram numero total de
germes <C 10° e o restante com um numero total de
germes > 2 x 10%, evidenciando assim conforme a classi-
ficacdo do mesmo DEMETER que as amostras com um nu-
mero de germees < 10° sio resultantes de procedimentos
tecnolégicos inadequados, enquanto que as manteigas com
um numero total de germes > 2 x 10 sdo indicativas da
contaminacéo dunrante o fabrico,

Apreesnca do grupo COLIFORMME em alimentos
sempre indica a falta de higiene durante a obtencdo da
matéria prima, manipulacdo ou durante as fases da indus-
trializacao, .

Segundo A,A.M.M.C. (1), a manteiga elaborada com
métodos sanitarios adequados ndo devera conter mais de
10 (dez) coliformes por ml,

Nossa verificacdo acusou 43,3% das amostras com um
numero de coliformes < 102 39,1% com > 103 e 17,3%
das amostras com > 104,

As contagens elevadas do numero de coliformes indi-
cam sem duvida alguma as deficiéncias higiénicas durante
o fabrico déste produto,

A presencga de fungos e leveduras, segundo MACY (7)
é sempre prejudicial, pois também pode caracterizar a hi-
giéne precaria no estabelecimento industrial.

As nossas analises demonstraram que as contagens os-
cilaram entre <108 e < 10° sendo que mais de 50%
das amostras apresentaram contagens elevadas entre
> 10% e < 108,

As contagens de fungos e leveduras incubadas & T°%
também foram significativas com variacoes entre < 103
e < 108,

As bactérias Gram positivas e Gram negativas psicro-
filas aparecem em confagens que oscilaram enftre >> 103 e
< 105, sendo que 50% das amostras continham um nt-
mero de germes > 104, '

A TABELA N4 fornece o percentual de incidéncia dos
diversos géneros Psicrofilos encontrados, evidenciando o
género PSEUDOMONAS e STREPTOCOCCUS como os mais
frequentes, seguidos pelo género Achromobacter e apare-
cendo em poucas amostras o género Saccharomyces.,

Tal verificacdo é concordante com a pesquisa realiza-
da por THOMAS (12) que evidenciou na manteiga estes
géneros Psicréfilos Gram negativos,
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No presente trabalho foi realizado um estudo compara-
tivo entre a composicdo quimica e flora bacteriana, obser-
vando-se que nao existe correlacdo entre ambas.

5. CONCLUSOES

1 — A composicdo quimica da manteiga tipo «extra» apre-
sentou variacoes consideraveis em seus componentes,
sendo que mais de 50% das amostras apresentaram-
se corcordantes com o R.I.I.S . P.O A, com relacdo
a Acidez, Umidade, Gordura e Cloreto. A fracdo In-
soltvel ultrapassou o limite previsto na totalidade das
amostras.

2 — Com relacdo a flora bacteriana, verificamos médias
elevadas para a manteiga tipo «extra», tornando-se
no entanto, impossivel a classificacdo, porque néo
existem «standardss microbiolégicos previstos para
éste tipo de manteiga,.

3 — Os géneros Psicroéfilos, encontrados por ordem de in-
cidéncia foram: Pseudomonas, Streptococcus, Achro-
mobacter e Leveduras do género Saccharomyces,

4 — O estudo comparativo entre dados quimicos e micro-
biologicos revelou nao existir correlagao entre a ana-
lise microbiolégica e a andlise quimica da manteiga.

6. RESUMO

O autor estudou no presente trabalho as variactes da
composicdo quimica da manteiga tipo «extras elaborada no
Rio Grande do Sul, verificando também o conteldido micro-
biolégico das amostras no que tange a contagem total de
germes, colimetria, contagem de fungos e leveduras, conta-
gem de psicroéfilos e identificacdo dos principais géneros
psicroéfilos, presentes neste tipo de manteiga, que foram por
ordem de incidéncia: Pseudomonas, Streptococcus, Achro-
mobacter e leveduras do género Saccharomyces,

A comparacdo entre dados quimicos e microbiologicos
nao revelou correlacdo entre ambas as andlises,

7. SUMMARY

The author studied in the present paper the variations
of chemistry composition in butter type «exfras, which in
elaborated in R.S.

He verified too, the microbiological contents of sam-
ples, mainly the counts of total germs, colimetry, the
conts of moulds, yeasts and psychrophilics.
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He made toot he identification of main psychrophilics
kinds, that were present in this type of butter:

Pseudomonas, Steptococcus, Achromobacter and yeasts
of genera Saccharomyces.

The comparison between chemistry and microbiologi-
cal data showed no correlation between both analysis.
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