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Bactérias psicrotróficas e atividade proteolítica no leite cru refrigerado

Psychrotrophic bacteria and proteolytic activity in refrigerated raw milk

Maria de Fátima Barros Leal Nörnberg1, Eduardo César Tondo2 & Adriano Brandelli2

RESUMO

O resfriamento prolongado do leite na fazenda, e a posterior coleta e transporte do produto em caminhões tanque
isotérmicos pode possibilitar o desenvolvimento de micro-organismos psicrotróficos. Estes microrganismos, conhecidos pela
sua habilidade em se desenvolver a temperaturas menores  do que 7ºC, geralmente são eliminados pelos tratamentos térmicos
aplicados ao leite, ao contrário de algumas de suas enzimas proteolíticas e lipolíticas, as quais resistem até mesmo ao tratamento
UAT. Neste trabalho, foram determinadas contagens de bactérias psicrotróficas e atividade proteolítica de amostras de leite cru
refrigerado obtidas de dois laticínios. As contagens médias foram entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL, não existindo diferenças
significativas entre as duas plantas. Houve grande variabilidade na atividade proteolítica das amostras, existindo diferença
significativa entre valores médios das duas plantas. Não houve correlação entre atividade proteolítica e contagens de
psicrotróficos, sugerindo que a proteólise está associada a linhagens específicas de bactérias. Recentemente, a Instrução
Normativa 51 estabeleceu que o leite deve ser refrigerado e armazenado na propriedade rural, aumentando a importância
prática e industrial desse grupo de bactérias. Com a substituição do leite cru tipo C pelo leite cru refrigerado, o qual deve ser
resfriado na propriedade e pode ter até 5,87 log UFC/mL de mesófilos totais no momento de seu recebimento na usina, a
preocupação sobre o grupo dos psicrotróficos aumenta ainda mais no mercado laticinista brasileiro.

Descritores: leite, refrigeração, protease, bactérias.

ABSTRACT

The prolonged milk refrigeration in the dairy farm and its transport in insulated containers on trucks, has given
products with lower quality standards since prolonged refrigeration allow the development of psychrotrophic micro-organisms.
These micro-organisms, known by their ability to develop at temperatures lower than 7°C, are normally eliminated through
heating treatments applied to milk, on contrast to their proteolytic and lipolytic enzymes, which often withstand even UHT
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 dairy
plants. Proteolytic activity varies greatly among samples, and a significant difference was observed between the mean values
of both dairy plants. A correlation between proteolytic activity and psychrotrophic counts was not observed, suggesting that
proteolysis is associated with specific bacterial strains. Recently, Normative Instruction 51 has established that milk should be
refrigerated and stored on the dairy farm thus increasing the practical and industrial importance of this group of bacteria. Raw
milk type C has been substituted by refrigerated raw milk, which should be refrigerated on the dairy farm and could present up
to 5,87 log CFU/mL of total mesophiles at the moment it is received at the dairy plant. Thus, the presence of psychrotrophics
becomes an issue of greater concern within the Brazilian dairy market.

Keywords: milk, refrigeration, protease, bacteria.
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INTRODUÇÃO

O armazenamento do leite cru sob refrige-
ração possibilita a redução de custos operacionais de
produção e evita perdas dessa matéria-prima pela ativi-
dade acidificante de bactérias mesofílicas. Entretanto,
o armazenamento por períodos prolongados pode re-
sultar em queda de qualidade dos produtos lácteos,
devido ao crescimento e à atividade enzimá-tica de
bactérias psicrotróficas [7,19].

Embora representando menos 10% da micro-
biota inicial em condições sanitárias adequadas, a
população de micro-organismos psicrotróficos no lei-
te cru pode alcançar elevadas concentrações em con-
dições mais precárias de higiene [7,30]. Este é um
fato preocupante, pois, embora a grande maioria seja
destruída pela pasteurização, os psicrotróficos são
capazes de produzir enzimas lipolíticas e proteolíticas
termorresistentes, que mantêm sua atividade após a
pasteurização ou mesmo após o tratamento por UAT
(Ultra-Alta Temperatura). Alguns problemas relaci-
onados à qualidade dos produtos lácteos, como alte-
ração de sabor e odor do leite, perda de consistência
e gelatinização ao longo da vida comercial do leite
UAT, podem estar associados à ação de proteases e
lipases de origem bacteriana [4,31,33]. A gelatini-
zação constitui-se num dos principais problemas que
afetam a qualidade do leite UAT. Alguns pesquisa-
dores acreditam que esta é induzida, inicialmente,
pela ação de proteases termorresistentes presentes
naturalmente no leite e/ou provenientes de bactéri-
as, principalmente do grupo dos psicrotróficos
[16,18]. Estas enzimas apresentam a capacidade
de degradar as caseínas e promover a agregação
das micelas do leite [8,30]. Parece imprudente a

fabricação de produtos a partir do leite em que a
contagem de psicrotróficos tenha excedido a 6 log
UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a possibilida-
de da presença de enzimas hidrolíticas
extracelulares [19,23].

A implementação do armazenamento do leite
cru refrigerado na fonte de produção iniciou-se, no Bra-
sil, na década de 90 do século XX, sendo regulamen-
tada pela publicação da Instrução Normativa 51, do
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento,
de 18 de setembro de 2002, que entrou em vigor em
1° de julho de 2005, nas regiões sul, sudeste e centro-
oeste [2]. Nesse processo de conservação do leite pelo
frio, recomenda-se que, na segunda hora após a orde-
nha, a temperatura deva estar a 4ºC, condição esta que
pode favorecer a proliferação de micro-organismos
psicro-tróficos [23]. Na maioria das propriedades lei-
teiras, a temperatura de refrigeração oscila de 5 a 10ºC,
o que configura um resfriamento marginal do leite,
contribuindo para multiplicação de micro-organismos
psi-crotróficos [27]. Mesmo nas temperaturas de re-
frigeração propostas pela legislação brasileira para a
conservação do leite no estabelecimento industrial,
pode ocorrer perda de qualidade da matéria-prima se
um controle efetivo de contaminação inicial não for
realizado [18].

Neste artigo investigam-se a presença de bacté-
rias psicrotróficas em amostras de leite cru refrigerado
de dois laticínios do Rio Grande do Sul e sua correla-
ção com a atividade proteolítica detectada nestas amos-
tras. São discutidos os aspectos relacionados com a
presença de bactérias psicrotróficas e proteolíticas no
leite cru refrigerado e suas consequuências para a qua-
lidade do leite e produtos lácteos.

Tabela 1. Valores médios de contagens de bactérias psicrotróficas e atividade proteolítica
em leite cru refrigerado obtido de dois laticínios do Estado do Rio Grande do Sul.

aForam coletadas 50 amostras do silo de armazenamento do laticínio L1, 20 amostras do
tanque isotérmico de caminhões (A) e 20 amostras do silo de armazenamento (B) do
estabelecimento L2. bContagens de psicrotróficos determinadas em placas de PCA incu-
badas por 10 dias a 7ºC. cAtividade proteolítica determinada pela hidrólise de gelatina
solúvel [15].

oinícitaL a n )Lm/CFUgol(siatotsocifórtorcisP b )Lm/U(acitíloetorpedadivitA c

1L 05 53,0±34,6 1,9±3,21

A2L 02 87,0±63,6 3,7±3,4

B3L 02 36,0±42,6 2,5±3,3
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MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras de leite cru refrigerado foram cole-
tadas de dois laticínios do Estado do Rio Grande do
Sul. Foram coletadas 50 amostras do silo de armaze-
namento do primeiro laticínio (L1), durante o ano de
2005, e 20 amostras do tanque isotérmico de caminhões
e 20 amostras do silo de armazenamento do segundo
estabelecimento (L2), durante 2006. Amostras de 100
mL foram coletadas em frascos esté-reis e transporta-
dos a 7oC, imediatamente ao laboratório.

As amostras foram submetidas a diluições seri-
adas até 10-8 em água peptonada (0,1%) estéril. As su-
cessivas diluições foram inoculadas em placas de PCA1

para determinação da contagem total de psicrotróficos.
As placas foram incubadas por 10 dias a 7oC e as con-
tagens realizadas em placas contendo entre 30 e 300
colônias [21].

A atividade proteolítica foi analisada pelo
método de hidrólise de gelatina solúvel [15]. Alíquo-
tas de 100 µL foram diluídas em 100 µL de tampão
acetato de amônio pH 5,5. Adicionou-se 10 µL de
cisteína 0,1 M e após 5 min a reação foi iniciada
pela adição de 300 µL de solução 10 mg/mL de
gelatina.2 A mistura foi incubada por 60 min, a 37oC,
adicionou-se 660 µL de isopropanol, e os tubos fo-
ram incu-bados por 15 min, em banho de gelo. As
amostras foram centrifugadas por 10 min a 10.000
g e os sobrena-dantes resultantes removidos com
uma pipeta Pasteur. A absorbância a 280 nm foi de-
terminada em espec-trofotômetro Hitachi U1100.
Uma unidade de atividade enzimática representa a
quantidade de enzi-ma necessária para modificar
A

280
 em 0,01/h a 37oC.

A associação entre contagem de bactérias
psicrotróficas e atividade proteolítica das populações
em amostras de leite cru refrigerado foi testada pela
correlação de Pearson. Diferenças entre dois tipos de
populações foram analisadas através do teste t para
amostras simples. A análise de variância foi utilizada
para determinar diferenças entre populações de bacté-
rias psicrotróficas e atividade proteolítica em dife-
rentes amostras. A análise estatística foi realizada com
o algoritmo Origin 5.0 3.

RESULTADOS

Os valores médios de bactérias psicrotróficas
cultiváveis em PCA foi entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL
para amostras obtidas nos diferentes laticínios (Tabe-
la 1). As amostras não apresentaram diferenças signi-
ficativas nos níveis de contagens de populações de
bactérias psicrotróficas (análise de variância de me-
didas repetidas; F = 0,668; P = 0,515). Não foram
observadas diferenças significativas nos níveis de
bactérias psicrotróficas entre os dois laticínios (teste
t: t = -1,184; P = 0,243).

Os valores médios de atividade proteolítica
variaram entre 3 e 12 U/mL (Tabela 1). Observou-se
grande variabilidade na atividade proteolítica, algu-
mas amostras apresentaram elevada atividade, en-
quanto  outras mostraram atividade muito baixa. As
amostras apresentaram diferenças significativas nos
valores médios de atividade proteolítica (análise de
variância de medidas repetidas; F = 13,132; P = 1,04 x
10-5). A comparação entre a atividade proteolítica de-
tectada em amostras de leite cru indicou que existem
diferenças significativas entre os diferentes laticínios

Tabela 2. Análise da correlação entre atividade proteolítica e contagens
de psicrotróficos* em leite cru refrigerado obtido de dois laticínios do
Estado do Rio Grande do Sul.

*Os valores de atividade proteolítica e contagem de bactérias
psicrotróficas das 50 amostras do silo de armazenamento do laticínio
L1, 20 amostras do tanque isotérmico de caminhões (A) e 20 amostras
do silo de armazenamento (B) do estabelecimento L2, foram submeti-
dos teste de correlação de Pearson. Os parâmetros r e P foram calcula-
dos através do algoritmo Origin 5.0.

oinícitaL n r P

1L 05 01x64,5 5- 999,0

A2L 02 312,0 863,0

B2L 02 642,0 692,0



160

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

(teste t: t = -8,508; P = 2,01 x 10-10), com atividade
proteolítica superior nas amostras provenientes do
laticínio L1.

A distribuição da atividade proteolítica detecta-
da nas amostras de leite cru refrigerado em relação às
contagens de bactérias psicrotróficas das respectivas
amostras pode ser visualizada na Figura 1. Não foi ob-
servada uma correlação significativa entre a popula-
ção de psicrotróficos e atividade proteolítica nas amos-
tras estudadas (Tabela 2). Embora a correlação seja
negativa, pode ser observado que a maioria das amos-
tras apresentaram contagens entre 6 e 7 log UFC/mL.
Agrupando essas amostras em função da atividade
proteolítica, podem ser formados clusters incluindo
40% das amostras do laticínio L1 e 50% das amostras
do laticínio L2 (Figura 1).

DISCUSSÃO

A contaminação dos produtos lácteos por bac-
térias psicrotróficas pode originar-se do suprimento
de água de qualidade inadequada, deficiências de
procedimentos de higiene e mastite [20]. Estes micro-
organismos mantêm sua capacidade de multiplica-
ção em condições de refrigeração e tendem a se tor-
nar predominantes na microbiota do leite cru [9,14].
Isto sugere que a refrigeração do leite cru, até a che-
gada na unidade de processamento, prevista na legis-
lação de no máximo 7ºC [2], não é suficiente para a
manutenção da qualidade microbiológica da matéria-
prima dependendo de quanto tempo que esse leite fi-
que submetido a essa condição. Uma contaminação
inicial elevada do leite pode promover o aumento da
população para 8-9 log UFC/mL, conferindo prejuí-
zos econômicos à indústria de laticínios, o que torna
a situação do leite que chega até ao laticínio com
contagens elevadas bastante preocupante.

As contagens médias observadas neste traba-
lho foram similares às descritas por Pinto et al. [22], que
encontraram contagem média de bactérias psicrotróficas
de 6 log UFC/mL no leite cru refrigerado. Contagens
elevadas de bactérias psicrotróficas no leite bovino têm
sido relatadas em diferentes regiões do Brasil (Tabela
3). Estes resultados são preocupantes, pois, quando o
número de psicrotróficos atinge contagens superiores a
6 log UFC/mL, sugere-se a produção significativa de
enzimas termorresistentes responsáveis por alterações
como a gelatinização do leite UAT, além do desenvolvi-
mento de sabor residual no leite pasteurizado [6,23].

Bactérias psicrotróficas, por si não representam
um problema muito sério para indústria, pois são eli-
minadas pelo tratamento térmico, entretanto as
enzimas produzidas e secretadas por estes micro-orga-
nismos apresentam efeitos deteriorantes. Tais enzimas
são freqüentemente muito estáveis ao calor e resis-
tentes ao processo térmico convencional usado no
leite [16,18]. Uma ampla gama de problemas de quali-
dade de produtos lácteos pode estar associada à ação
de proteases e lipases de origem microbiana, como
alteração de sabor e odor do leite, perda de consis-
tência na formação do coágulo para fabricação de
queijo e gelatinização do leite UAT [8,33].

A atividade proteolítica das amostras de leite
cru refrigerado apresentou uma ampla variação, mes-
mo assim foram observadas diferenças entre as médi-
as dos diferentes laticínios. Muitos relatos da atividade

Figura 1. Correlação entre atividade proteolítica e conta-
gens totais de psicrotróficos em amostras de leite cru refrige-
rado originado do laticínio L1 (A) e L2 (B). () Amostras de
silos de armazenamento, () amostras do tanque isotérmico
de caminhões.
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é distinta entre as frações protéicas do leite. A κ-caseína
é a caseína mais susceptível à ação dessas enzimas, sendo
que as proteínas do soro do leite são resistentes ao ata-
que das proteases [13]. A hidrólise da  κ-caseína
desestabiliza as micelas, que coagulam, e esta alteração
bioquímica é associada a gelatinização do leite UAT.

A gelatinização constitui-se em um dos princi-
pais problemas que afetam a qualidade do leite UAT.
O processo UAT promove o aumento da viscosidade
do leite, mas não a sua coagulação, já que o tempo de
aquecimento é curto. Durante o período de armaze-
namento, a viscosidade do leite aumenta, até a for-
mação do gel (gelatinização), indicando que o pro-
duto não está mais apto para o consumo [32]. Alguns
pesquisadores acreditam que o fenômeno de
gelatinização é induzido, inicialmente, pela ação de
enzimas (proteases) termorresistentes presentes, natu-
ralmente, no leite e/ou provenientes de bactérias, prin-
cipalmente do grupo dos psicrotróficos. Estas enzimas
apresentam a capacidade de degradar as caseínas e
promover a agregação das micelas do leite [10,12].

As proteases microbianas são ainda responsá-
veis pelo desenvolvimento de sabor residual no leite pas-
teurizado, amargor no leite UAT, e pela deficiência de
determinados processos na produção de queijos, como a
perda de rendimento e aparecimento de defeitos [6,30].

proteolítica de bactérias psicrotróficas do leite basei-
am-se na formação de halos de proteólise em placas
de agar, embora alguns autores descrevam a
quantificação dessa atividade proteolítica [3,17]. Entre-
tanto, as metodologias para determinação de proteó-
lise no leite geralmente são distintas e não permitem
uma comparação direta dos resultados obtidos. A
quantificação da atividade proteolítica de 52 amostras
de leite cru obtidas na Índia revelou que a proteólise
aumentou durante o armazenamento a 4ºC e a 7ºC, mas
não a 2ºC [17]. No entanto, não se estabeleceu uma
relação entre atividade proteolítica e contagens de bac-
térias psicrotróficas.

Embora o potencial deteriorante das proteases
de bactérias psicrotróficas seja reconhecido, não existe
uma correlação direta entre contagens de psicro-
tróficos e atividade proteolítica. Isto sugere que a com-
posição da microflora de bactérias psicrotróficas do
leite cru tenha um papel importante no desenvolvi-
mento da proteólise. Algumas espécies de micro-or-
ganismos psicrotróficos seriam os principais respon-
sáveis pela produção de enzimas termorresistentes.
Neste sentido, espécies de Pseudomonas que produ-
zem metaloproteases extracelulares termorresistentes
têm sido associadas à degradação de proteínas do lei-
te [8,9,14,19]. A ação das proteases de psicrotróficos

Tabela 3. Contagens de micro-organismos psicrotróficos em amostras de leite bovino obtidas em diferentes regiões do Brasil.

etieledopiT lacoL sartsomA
socifórtorcisP
)Lm/CFUgol(

saicnêrefeR

odaregirferurC SR 07 26,7a0,5 odutseetsE

urC SR 021 )0,8>sairáv(25,5 ]82[

sorratmeodaregirferurC GM 5 0,6> ]1[

lenargaodaregirferurC GM 5 0,5> ]1[

TAUeodatansedodaziruetsap,urC PS,OG,SR 81 49,7a51,6 ]92[

odaregirferurC SE 02 95,7a40,4 ]11[

etneibmaarutarepmetmeodatropsnarturC CS 521 32,8a4,3 ]52[

odaregirferodatropsnarturC CS 521 0,01a3,2 ]52[

urC GM 05 54,7a5,4 ]62[

CopitodaziruetsaP GM 05 84,2 ]62[

CopitodaziruetsaP JR 34 51,5a81,2 ]5[

CopitodaziruetsaP PS 13 38,2 ]42[

BopitodaziruetsaP PS 13 13,2 ]42[
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