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Bactérias psicrotroéficas e atividade proteoliticano leite cru refrigerado

Psychrotrophic bacteria and proteolytic activity in refrigerated raw milk

Maria de Fatima Barros Leal Nérnberg?, Eduardo César Tondo? & Adriano Brandelli?

RESUMO

O resfriamento prolongado do leite na fazenda, e a posterior coleta e transporte do produto em caminhdes tan
isotérmicos pode possibilitar o desenvolvimento de micro-organismos psicrotroficos. Estes microrganismos, conhecidos
sua habilidade em se desenvolver a temperaturas menores do que 7°C, geralmente sao eliminados pelos tratamentos té|
aplicados ao leite, ao contrario de algumas de suas enzimas proteoliticas e lipoliticas, as quais resistem até mesnto ao trata
UAT. Neste trabalho, foram determinadas contagens de bactérias psicrotréficas e atividade proteolitica de amostras de leit
refrigerado obtidas de dois laticinios. As contagens médias foram entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL, ndo existindo difereng
significativas entre as duas plantas. Houve grande variabilidade na atividade proteolitica das amostras, existindo difere
significativa entre valores médios das duas plantas. Ndo houve correlagdo entre atividade proteolitica e contagen:s
psicrotroficos, sugerindo que a protedlise esta associada a linhagens especificas de bactérias. Recentemente, a Ins
Normativa 51 estabeleceu que o leite deve ser refrigerado e armazenado na propriedade rural, aumentando a import:
pratica e industrial desse grupo de bactérias. Com a substituicao do leite cru tipo C pelo leite cru refrigerado, oequal deve
resfriado na propriedade e pode ter até 5,8UKEQ/mL de mesdfilos totais no momento de seu recebimento na usina, a
preocupacéo sobre o grupo dos psicrotréficos aumenta ainda mais no mercado laticinista brasileiro.

Descritores:leite, refrigeracéo, protease, bactérias.

ABSTRACT

The prolonged milk refrigeration in the dairy farm and its transport in insulated containers on trucks, has give
products with lower quality standards since prolonged refrigeration allow the development of psychrotrophic micro-organisrr
These micro-organisms, known by their ability to develop at temperatures lower than 7°C, are normally eliminated throut
heating treatments applied to milk, on contrast to their proteolytic and lipolytic enzymes, which often withstand even UH
treatments. In this work, psychrotrophic counts and proteolytic activity of raw milk samples from two dairy plants were
determined. The average counts were between 6.0 and 6.5 log CFU/mL, without significant differences between the de
plants. Proteolytic activity varies greatly among samples, and a significant difference was observed between the mean va
of both dairy plants. A correlation between proteolytic activity and psychrotrophic counts was not observed, suggesting tt
proteolysis is associated with specific bacterial strains. Recently, Normative Instruction 51 has established that rbigk should
refrigerated and stored on the dairy farm thus increasing the practical and industrial importance of this group of lvacteria. R
milk type C has been substituted by refrigerated raw milk, which should be refrigerated on the dairy farm and could present
to 5,87 logCFU/mL of total mesophiles at the moment it is received at the dairy plant. Thus, the presence of psychrotrophi
becomes an issue of greater concern within the Brazilian dairy market.

Keywords: milk, refrigeration, protease, bacteria.
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INTRODUGAO fabricacdo de produtos a partir do leite em que a

O armazenamento do leite cru sob refrigeecontagem de psicrotroficos tenha excedido a 6 log
racdo possibilita a reducéo de custos operacionais d&C/mL, pois, nesse caso, é grande a possibilida-
producéo e evita perdas dessa matéria-prima pela atidie da presenca de enzimas hidroliticas
dade acidificante de bactérias mesofilicas. Entretantextracelulares [19,23].

0 armazenamento por periodos prolongados pode re- A implementacdo do armazenamento do leite

sultar em queda de qualidade dos produtos lacteasu refrigerado na fonte de producéo iniciou-se, no Bra-
devido ao crescimento e a atividade enzima-tica d&l, na década de 90 do século XX, sendo regulamen-
bactérias psicrotroficas [7,19]. tada pela publicacéo da Instrucdo Normativa 51, do

Embora representando menos 10% da micravlinistério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
biota inicial em condi¢bes sanitarias adequadas,de 18 de setembro de 2002, que entrou em vigor em
populagdo de micro-organismos psicrotroficos no leit® de julho de 2005, nas regides sul, sudeste e centro-
te cru pode alcancar elevadas concentragdes em coeste [2]. Nesse processo de conservacao do leite pelo
dicbes mais precarias de higiene [7,30]. Este é ulrio, recomenda-se que, na segunda hora apds a orde-
fato preocupante, pois, embora a grande maioria sajha, a temperatura deva estar a 4°C, condi¢do esta que
destruida pela pasteurizacao, os psicrotroficos s@ode favorecer a proliferagdo de micro-organismos
capazes de produzir enzimas lipoliticas e proteoliticgssicro-troficos [23]. Namaioria das propriedades lei-
termorresistentes, que mantém sua atividade apOge#ras, a temperatura de refrigeracéo oscila de 5 a 10°C,
pasteurizacdo ou mesmo apos o tratamento por UAT que configura um resfriamento marginal do leite,
(Ultra-Alta Temperatura). Alguns problemas relaci-contribuindo para multiplicacdo de micro-organismos
onados a qualidade dos produtos lacteos, como alfgsi-crotréficos [27]. Mesmo nas temperaturas de re-
racdo de sabor e odor do leite, perda de consisténbimeracédo propostas pela legislacdo brasileira para a
e gelatinizagdo ao longo da vida comercial do leiteonservacdo do leite no estabelecimento industrial,
UAT, podem estar associados a acdo de proteasepagle ocorrer perda de qualidade da matéria-prima se
lipases de origem bacteriana [4,31,33]. A gelatinium controle efetivo de contaminacgéo inicial ndo for
zacao constitui-se num dos principais problemas quealizado [18].
afetam a qualidade do leite UAT. Alguns pesquisa- Neste artigo investigam-se a presenca de bacté-
dores acreditam que esta € induzida, inicialmentéas psicrotréficas em amostras de leite cru refrigerado
pela acdo de proteases termorresistentes preserdesdois laticinios do Rio Grande do Sul e sua correla-
naturalmente no leite e/ou provenientes de bactégéo com a atividade proteolitica detectada nestas amos-
as, principalmente do grupo dos psicrotréficodras. Sdo discutidos os aspectos relacionados com a
[16,18]. Estas enzimas apresentam a capacidageesenca de bactérias psicrotréficas e proteoliticas no
de degradar as caseinas e promover a agregadéite cru refrigerado e suas consequuéncias para a qua-
das micelas do leite [8,30]. Parece imprudente lidade do leite e produtos lacteos.

Tabela 1.Valores médios de contagens de bactérias psicrotréficas e atividade proteolitica
em leite cru refrigerado obtido de dois laticinios do Estado do Rio Grande do Sul.

Laticinio® n  Psicrotrdéficos totais (log UFC/mL)*  Atividade proteolitica (U/mL)°

L1 50 6,43 + 0,35 123+9,1
L2 A 20 6,36 £ 0,78 43+7.3
L3B 2 6,24 + 0,63 33+52

aForam coletadas 50 amostras do silo de armazenamento do laticinio L1, 20 amostras do
tanque isotérmico de caminhdes (A) e 20 amostras do silo de armazenamento (B) do
estabelecimento L2Contagens de psicrotréficos determinadas em placas de PCA incu-
badas por 10 dias a 7°@tividade proteolitica determinada pela hidrélise de gelatina
soluvel [15].



Noémberg M.F.B.L., Tondo E.C.& Brandelli A.2009.Bactérias psicotroéficas e atividade proteolitica no leite cru refrigerado.
Acta Scientiae Veterinariae. 37(2): 157-163.

MATERIAIS E METODOS . -
A associagéo entre contagem de bactérias

Amostras de leite cru refrigerado foram cole{sicrotroficas e atividade proteolitica das populagbes
tadas de dois laticinios do Estado do Rio Grande dun amostras de leite cru refrigerado foi testada pela
Sul. Foram coletadas 50 amostras do silo de armazwirelacéo de Pearson. Diferengas entre dois tipos de
namento do primeiro laticinio (L1), durante o ano dgopulacdes foram analisadas atraves do tegtea
2005, e 20 amostras do tanque isotérmico de caminhd®ostras simples. A analise de variancia foi utilizada
e 20 amostras do silo de armazenamento do segurpiya determinar diferengas entre populagdes de bacte-
estabelecimento (L2), durante 208@nostras de 100 rias psicrotroficas e atividade proteolitica em dife-
mL foram coletadas em frascos esié-e transporta- rentes amostras. A andlise estatistica foi realizada com
dos a TC, imediatamente ao laboratério. o algoritmo Origin 5.CG.

As amostras foram submetidas a diluicdes seri-
adas até ¥em agua peptonada (0,1%) estéril. As su-
cessivas diluicdes foram inoculadas em placas dé PCA Os valores médios de bactérias psicrotréficas
para determinacéo da contagem total de psicrotréficasultivaveis em PCA foi entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL
As placas foram incubadas por 10 dia$@ & as con- para amostras obtidas nos diferentes laticinios (Tabe-
tagens realizadas em placas contendo entre 30 e 380L). As amostras ndo apresentaram diferencas signi-
colénias [21]. ficativas nos niveis de contagens de populagfes de

A atividade proteolitica foi analisada pelobactérias psicrotréficas (analise de variancia de me-
método de hidrélise de gelatina soltvel [15]. Aliqguodidas repetidast: = 0,668;P = 0,515). N&o foram
tas de 100 pL foram diluidas em 100 pL de tampéaobservadas diferengas significativas nos niveis de
acetato de amonio pH 5,5. Adicionou-se 10 pL déactérias psicrotroficas entre os dois laticinios (teste
cisteina 0,1 M e ap6s 5 min a reagdo foi iniciadé t = -1,184;P = 0,243).
pela adi¢cdo de 300 pL de solugdo 10 mg/mL de Os valores médios de atividade proteolitica
gelatina2 A mistura foi incubada por 60 min, a°@7 variaram entre 3 e 12 U/mL (Tabela 1). Observou-se
adicionou-se 660 pL de isopropanol, e os tubos fagrande variabilidade na atividade proteolitica, algu-
ram incu-bados por 15 min, em banho de gelo. A®as amostras apresentaram elevada atividade, en-
amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.00guanto outras mostraram atividade muito baixa. As
g e os sobrena-dantes resultantes removidos commostras apresentaram diferencas significativas nos
uma pipeta Pasteur. A absorbancia a 280 nm foi dealores médios de atividade proteolitica (analise de
terminada em espec-trofotdmetro Hitachi U1100variancia de medidas repetid&s: 13,132,P = 1,04 x
Uma unidade de atividade enzimatica represental®®. A comparacéo entre a atividade proteolitica de-
quantidade de enzi-ma necessaria para modificéctada em amostras de leite cru indicou que existem
A, em 0,01/h a 3T. diferencas significativas entre os diferentes laticinios

Tabela 2.Andlise da correlacéo entre atividade proteolitica e contagens
de psicrotroficos* em leite cru refrigerado obtido de dois laticinios do
Estado do Rio Grande do Sul.

RESULTADOS

Laticinio n r P

L1 50 5,46 x 10° 0,999
L2 A 20 0,213 0,368
L2B 20 0,246 0,296

*Os valores de atividade proteolitica e contagem de bactérias
psicrotréficas das 50 amostras do silo de armazenamento do laticinio
L1, 20 amostras do tanque isotérmico de caminhdes (A) e 20 amostras
do silo de armazenamento (B) do estabelecimento L2, foram submeti-
dos teste de correlacéo de Pearson. Os paramefideram calcula-

dos através do algoritmo Origin 5.0.
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DISCUSSAO

5

A contaminagdo dos produtos lacteos por bac-
térias psicrotréficas pode originar-se do suprimento
de agua de qualidade inadequada, deficiéncias de
. procedimentos de higiene e mastite [20]. Estes micro-
20 1 .. organismos mantém sua capacidade de multiplica-
" ¢do em condigbes de refrigeracdo e tendem a se tor-
10 -t * nar predominantes na microbiota do leite cru [9,14].

. Isto sugere que a refrigeracdo do leite cru, até a che-
% n gada na unidade de processamento, prevista na legis-
50 T5 60 " 65 ! o 73 80 lacdo de no maximo 7°C [2], ndo é suficiente para a
Log UFC mi manutencao da qualidade microbiolégica da matéria-
prima dependendo de quanto tempo que esse leite fi-
. gue submetido a essa condi¢cdo. Uma contaminacgéo
inicial elevada do leite pode promover o aumento da
populagéo para 8-9 log UFC/mtgnferindo prejui-
zos econdmicos a industria de laticinios, o que torna
a situacdo do leite que chega até ao laticinio com
207 contagens elevadas bastante preocupante.
As contagens médias observadas neste traba-
10 - . " lho foram similares as descritas por Pittal.[22], que
R . encontraram contagem média de bactérias psicrotrdficas
R B de 6 log UFC/mL no leite cru refrigerado. Contagens
o 55 60 65 70 75 8o €levadas de bactérias psicrotréficas no leite bovino tém
Log UFC mi* sido relatadas em diferentes regifes do Brasil (Tabela
] o ] 3). Estes resultados sé@o preocupantes, pois, quando o
Figura 1. Correlagéo entre atividade proteolitica e conta:

gens totais de psicrotroficos em amostras de leite cru refrigréymero de psicrotroficos atinge contagens superiores a

rado originado do laticinio L1 (A) e L2 (B'sAmostras de 0 l0gUFC/mL, sugere-se a producao significativa de
silos de armazenamentm) @mostras do tanque isotérmico enzimas termorresistentes responsaveis por alteracdes

de caminhdes. como a gelatinizacio do leite UAT, além do desenvolvi-
mento de sabor residual no leite pasteurizado [6,23].
Bactérias psicrotroficas, por si ndo representam
(testet: t = -8,508;P = 2,01 x 169, com atividade um problema muito sério para industria, pois sao eli-
proteolitica superior nas amostras provenientes doinadas pelo tratamento térmico, entretanto as
laticinio L1. enzimas produzidas e secretadas por estes micro-orga-
A distribuicdo da atividade proteolitica detecta-nismos apresentam efeitos deteriorantes. Tais enzimas
da nas amostras de leite cru refrigerado em relacdo s freqlentemente muito estaveis ao calor e resis-
contagens de bactérias psicrotroficas das respectivi@stes ao processo térmico convencional usado no
amostras pode ser visualizada na Figura 1. Nao foi oleite [16,18]. Uma ampla gama de problemas de quali-
servada uma correlacdo significativa entre a populalade deprodutos lacteos pode estar associada a acao
¢ao de psicrotroficos e atividade proteolitica nas amode proteases e lipases de origem microbiana, como
tras estudadas (Tabela 2). Embora a correlacdo sejteracdo de sabor e odor do leite, perda de consis-
negativa, pode ser observado que a maioria das amt&nacia na formagcédo do coagulo para fabricacdo de
tras apresentaram contagens entre 6 e 7 log UFC/nmijueijo e gelatinizagdo do leite UAT [8,33].
Agrupando essas amostras em funcdo da atividade A atividade proteolitica das amostras de leite
proteolitica, podem ser formadokustersincluindo  cru refrigerado apresentou uma ampla variacdo, mes-
40% das amostras do laticinio L1 e 50% das amostra® assim foram observadas diferencas entre as médi-
do laticinio L2 (Figura 1). as dos diferentes laticinios. Muitos relatos da atividade

Atividade Proteolitica (U )
-
-
[ ]
[ ]

307

Atividade Proteolitica (U )
-

-
L]
5,
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Tabela 3.Contagens de micro-organismos psicrotréficos em amostras de leite bovino obtidas em diferentes regiées do Brasi

. ) Psicrotroficos N
Tipo de leite Loca Amostras (log UFC/mL) Referéncias

Cru refrigerado RS 70 50a7,62 Este estudo
Cru RS 120 5,52 (vérias > 8,0) [28]
Cru refrigerado em tarros MG 5 >6,0 [1]
Cru refrigerado a granel MG 5 >50 [1]
Cru, pasteurizado desnatado e UAT RS, GO, SP 18 6,15a7,94 [29]
Cru refrigerado ES 20 4,04 a7,59 [11]
Cru transportado em temperatura ambiente SC 125 34a8,23 [25]
Cru transportado refrigerado SC 125 2,3a10,0 [25]
Cru MG 50 45a745 [26]
Pasteurizado tipo C MG 50 2,48 [26]
Pasteurizado tipo C RJ 43 2,18 a5,15 [5]
Pasteurizado tipo C SP 31 2,83 [24]
Pasteurizado tipo B SP 31 2,31 [24]

proteolitica de bactérias psicrotroficas do leite baseé distinta entre as fragGes protéicas do leitecaseina
am-se na formacéo de halos de protedlise em placgada caseina mais susceptivel a agdo dessas enzimas, send
de agar, embora alguns autores descrevam gae as proteinas do soro do leite sdo resistentes ao ata-
quantificagdo dessa atividade proteolitica [3,17]. Entregue das proteases [13]. A hidrélise dacaseina
tanto, as metodologias para determinacdo de protedesestabiliza as micelas, que coagulam, e esta alteracéo
lise noleite geralmente s&o distintas e ndo permiterbioquimica € associada a gelatinizagcdo do leite UAT.
uma comparacgdo direta dos resultados obtidos. A A gelatinizacé@o constitui-se em um dos princi-
quantificagdo da atividade proteolitica de 52 amostramis problemas que afetam a qualidade do leite UAT.
de leite cru obtidas na india revelou que a prote6lis® processo UAT promove o aumento da viscosidade
aumentou durante o armazenamento a 4°C e a 7°C, rdasleite, mas ndo a sua coagulacéo, ja que o tempo de
ndo a 2°C [17]. No entanto, ndo se estabeleceu uraquecimento é curt@®urante o periodo de armaze-
relagdo entre atividade proteolitica e contagens de baamento, a viscosidade do leite aumenta, até a for-
térias psicrotroficas. macdo do ge(gelatinizacao), indicando que o pro-
Embora o potencial deteriorante das proteasehito ndo esta mais apto para o consumo [32]. Alguns
de bactérias psicrotroficas seja reconhecido, ndo exigiesquisadores acreditam que o fendmeno de
uma correlagéo direta entre contagens de psicrgelatinizagdo é induzido, inicialmente, pela acdo de
troficos e atividade proteolitica. Isto sugere que a conenzimas (proteases) termorresistentes presentes, natu-
posicdo da microflora de bactérias psicrotréficas dmlmente, no leite efou provenientes de bactérias, prin-
leite cru tenha um papel importante no desenvolveipalmente do grupo dos psicrotréficos. Estas enzimas
mento da protedlise. Algumas espécies de micro-oapresentam a capacidade de degradar as caseinas e
ganismos psicrotroficos seriam 0s principais resporpromover a agregacdo das micelas do leite [10,12].
séveis pela producdo de enzimas termorresistentes. As proteases microbianas sédo ainda responsa-
Neste sentido, espécies Bseudomonague produ- veis pelo desenvolvimento de sabor residual no leite pas-
zem metaloproteases extracelulares termorresistentesrizado, amargor no leite UAT, e pela deficiéncia de
tém sido associadas & degradacéo de proteinas do deiterminados processos na producdo de gueijos, como a
te [8,9,14,19]. Aacdo das proteases de psicrotroficoperda de rendimento e aparecimento de defeitos [6,30].
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CONCLUSAO e - . e
especificas de bactérias psicrotroficas com elevada

As amostras de leite obtidas de dois laticiniosapacidade de protedlise. A producdo de enzimas
do RS apresentaram contagens de bactérias psichidroliticas termorresistentes por bactérias psicro-
tréficas similares ao observado por outros autores etdficas pode ocasionar alteragfes indesejaveis no leite
diferentes regides do Brasil. A presenca de contagebi\T, como a gelatinizagdo e o desenvolvimento de
elevadas de psicrotréficos no leite evidencia a exisabor amargo.
té_n_CIa. de falhas em procedimentos de ma'?"pU|a9a0ASradecimentos.Os autores agradecem a CAPES-PICDT
higienizacéo, podendo comprometer a qualidade e @&-ao CNPq pelas bolsas concedidas.
minuir a vida de prateleira do produto final. #t& de

lach q . (i NOTAS INFORMATIVAS
correlacao entre as coptagens e psu:roAtro ICOS €yRust Diagnostics, Merseyside, UK.
atividade proteolitica indica que o fendmeno dasigma, St. Louis, USA.
protedlise esta principalmente associado a linhagefidicrocal Software, Northampton, USA.
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