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Atividade proteolitica de bactérias psicrotréficas em leites estocados
em diferentes temperaturas

Thiago Braga Izidar*, Juliano Gongalves Peira?, Vanessa Mendonca S,
Thiago Luiz Belém Spifialosé Paes de Almeida Nogueira Pinto

RESUMO

A difuséo do uso da tecnologia do resfriamento, como estratégia para manutencéo das caracteristicas microbioldgicas
e organolépticas do leite, ndo associada aos cuidados basicos de higiene na obtencao do produto, fez com que os
micro-organismos psicrotréficos emergissem como as principais bactérias deteriorantes da industria lactea. Este estu-
do teve por objetivo avaliar como o metabolismo psicrotréfico proteolitico responde a diferentes temperaturas de
incubacéo do leite, delineando um paralelo entre multiplicagéo de psicrotréficos, quantidade de micro-organismos com
capacidade de hidrolisar proteinas e quantidade de(@Me&macropeptideo) liberadas amostras de leite, coletadas
diretamente do tanque de resfriamento, foram submetidas a contagem de micro-organismos psicrotréficos, contagem
de micro-oganismos proteoliticos e determinacéo da concentracdo dee@Miferentes tempos (12 h; 24 h; 48 h) e
temperaturas (4°C; 8°C; 12°C) de armazenamento. Ndo houve linearidade entre os parametros microbioldgicos e o GMP
aferido, segundo o bindmio tempo/temperatir@aior concentracdo de GM®,07 ug/mL) foi aferida no binémio 8°C/
24 h (T8/M24). Esses dados indicam a necessidade de estudos sobre o metabolismo da microbiota psicrotrofica, de
forma a elucidar questes béasicas e de profunda relevancia sobre seu metabolismo.

Palavras-chaveleite, protedlise, psicrotréficos.

ABSTRACT
Proteolytic activity of psychrotrophic bacteria in milk stored at different temperatures

The widespread use of cooling technology as a tool for maintaining the microbiological and organoleptic
characteristics of milkVithout efective hygienic practices throughout the milk production, caused the psychrotrophic
micro-olganisms to become major deteriorative bacteria in the dairy indlis&ypresent study aimed to assess how
the proteolytic psychrotrophic metabolism responds to different milk storage temperatures, drawing a parallel among
psychrotrophic growth, amount of micro-organisms capable of breaking down proteins and amount of GMP
(glycomacropeptide) released. Milk samples were collected directly from the cooling tank and subjected to count of
psychrotrophs, count of proteolytic micro-organisms and the concentration of GMP at different storage times and
temperatures. There was no linearity between the microbiological parameters and the GMP measured, according to the
time/temperature binomial. The highest concentration of GMP (5.07 mg/mL) was measured in the binomial 8°C/24h (T8/
M24). The data make clear the need for further studies about questions involving the psychrotrophic microbiota in
order to clarify extremely important basic questions about their metabolism.

Key words: milk, proteolysis, psychrotrophs.
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INTRODUCAO teinas clivadas, por cada um dos fatores descritos. Final-
. - ~ - L mente, pequenas variacdes de temperatura podem impli-
Os psicrotroficos sdo definidos como bactérias que P ~q . ,9 ) per: pode P

car variagdes consideraveis no metabolismo da microbiota

apresentam altas taxas de multiplicagcdo em baixas temag'leite (Muiret al, 1978)

raturas, por causa do elevado metabolismo, predominan- . .
P P Tendo em vista o exposto, este trabalho teve o objeti-

temente lipoproteolitico (Cousin, 1982). . . . e
e . . vo de verificar como o metabolismo psicrotrofico
A difus&o do uso da tecnologia do resfriamento, como - . .
P ~ - . .proteolitico responde a diferentes temperaturas de incu-
estratégia para manutencgao das caracteristicas microbiglo-
i

. . . ~ . acdo do leite, tracando um paralelo entre multiplicagéo
gicas e organolépticas do leite, ndo associada aos cuida . e . . .
. - ~ e psicrotroficos, quantidade de micro-organismos com
dos bésicos de higiene na obtencdo do produto, fez com’™ . . .
. . . caé)amdade de quebrar proteinas e quantidade de GMP
que esse grupo de micro-organismos emergisse com?
. S o . Iherada.
mais impactante na industria de laticinios. O motivo dessa
relevancia esta no fato de serem bactérias de cattiter .
mente deteriorante (Munsch-AlatossavaA&tossava, MATERIAL E METODOS
2006), sendo, por consequéncia, um dos prinCipais cgeta das amostras e estocagem do leite
limitantes da vida de prateleira do leite (Dogan & Boor

2003). Destacam-se, no grupo, os génesesidomonas O experimento avaliou amostras de leite, colhidas, se-
e Bacillus ' ’ manalmente, em uma propriedade de médio porte, com pro-

Pseudomonasg o psicotréfico classico, de todos Osdugéo diaria média de 500 L/dk&s coletas foram realiza-

micro-organismos presentes no leite € o que possui a maﬂgF no penodo ve_sper.tmo, tendo ha"'?'o a preocupagdo de
atividade metabolica (tendendo a lipolitica) na faixa d@ue © leite fosse, invariavelmente, recém-ordenhado.
temperatura de 4°C a 7°C (N6rnbetgal, 2010). Por As amostras foram colhidas, diretamente do tanque

outro lado, o®acillussdo predominantes em temperatuge resfriamento da propriedade, para trés frascos estéreis

ras de resfriamento marginal, de 8 a 10°C, e, embora apB® SCott, com capacidade de 600 mL, _ac’ondlcu_)nad_os
veitem fragdes graxas, o metabolismo proteolitico prev§M caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel e, imedia-
lece (Serhaug & Stepaniak, 1997; Zacharov & Helperf@Mente, transportadas ao laboratorio.
2007). Chegando ao laboratério, foram realizadas analises
A atividade psicrotréfica-proteolitica expressa-se, prifhicrobiologicas e fisico-quimicad. seguir os frascos
cipalmente, sobre as caseinas (Gebre-Egziattha, foram incubados em estufas tipo BOBidchemistry
1980), mais especificamente sobre as porcdes glicolisad&&/9en Demand ajustadas para as temperaturas 4, 8 e
e hidrofilicas d&-caséna. Essa atividade é muito similar12°C (T4, T8 e T12, respectivamente).
a acdo da quimosina (coalho) sobre as fracdes proteicasPefiniu-se como M0, o momento em que as primeiras
do leite no processo de fabricacdo dos queijos, pois analises foram efetuadas. Posteriormente, os procedimen-
sulta na liberacso de moléculas de GMPproteinases t0s analiticos foram repetidos para cada uma das tempe-
produzidas por essa microbiota so termoestaveis, ma@tlras de estocagem ja citadas, 12, 24, 48 h (ap6s MO) e
tém-se integras e ativas ap6s o tratamento térmico, eegées momentos foram denominados, respectivamente,
prejuizos econémicos decorrentes dessa atividade $4&2, M24, M48.
consideraveis (Rowet al, 2003).A clivagem e a
consequente floculacdo das micelas de caseina geram,
além da geleificacao do leite UHRenner1998; Datta & Contagem total de micro-organismos psicrotro-
Deeth, 2001), dificuldades para a obtencéo dos parameti§8s: primeiramente, cada frasco foi homogeneizado e, a
fisico-quimicos necessarios na fabricacdo de queij§§9uit foram realizadas diluicdes decimais seriadas, em-
(Raynal & Remeuf, 1998)Além disso, o acimulo de pregando-se solucgédo salina 0,85%. Posteriormente, 0,1 mL
dipeptideos e de aminoéacidos (especialmente tirosirf#§ cada diluicao foi transferido para placas de Petri, con-
confere ao leite o sabor amargo (Ckeal, 2003). tendo agar padrao para contagem (PCA), realizando-se a
Apesar da relevancia do assunto, poucas respostggneadura em superficap(ead platg. Apos a secagem,
consensuais existem entre os pesquisadores, a respef®lacas foram incubadas em estufas, a 21°C, por 25 h
do mecanismo de quebra de fragdes proteicas pela agBHA, 2002). O resultado final foi expresso em log de
da microbiota psicrotréfica Ghdoet al, 2004). Isto por UFC/mL.
que atuam, sinérgica e simultaneamente, em processosContagem de micro-organismos proteoliticos: apos a
proteoliticos de origem bacteriana, endégena e oxidatit@alizagéo da contagem de micro-organismos psicrotro-
(Wiking et al, 2003).Além disso, a partir da quebra doficos, como descrito no item antetias placas que apre-
GMP, existem vérias rotas metabdlicas possiveis, o gaentaram col6nias isoladas (maximo de 50 col6nias por
torna praticamente impossivel aferir a quantidade de pelaca) foram utilizadas para a verificagéo da percentagem

Analises microbiologicas
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de micro-organismos psicrotréficos proteoliticos, por meio Andlise estatistica

da semeadura em agar leite desnatado (ALD). Das placaspg analises estatisticas foram realizadas a partir de 30
escolhidas, foram retiradas 20 col6nias, utilizando-se alﬁ@petigées de todos os procedimentos descritos, ou seja,
de niquel cromo, e transferidas para uma placa contenggtuaram-se colheitas por 30 semanas seguidas. Utilizou-
ALD. As placas foram incubadas em estufa, a 21°C, por £ a técnica da andlise de variancia para o modelo com
h (Frank et al., 1992\ expressao metabdlica foi evidenci-qgjs fatores, complementar ao teste de comparacdo de

ada pela formacdo de um halo transparente ao redor,ﬁ@tipbs deTukey (SAS).Todas as discussdes foram
coldnia, decorrente do metabolismo bacteriano sobre @sjizadas a 5% de significancia.

porcdes proteicas existentes no meio. O resultado foi ex-
presso em percentagem, baseado no nimero de coloRESULTADOS E DISCUSSAO
de psicrotréficos repicadas e numero de colénias confir-

madas. Como dscrito narabela 1, em M0, a contagem média

de micro-organismos psicrotroficos foi de 3,81 (log UFC/
Andlise fisico-quimica mL). Independentemente da temperatura analisada, hou-
ve um aumento significativo (p < 0,05) de M12 para M48.

Determinagéo da concentracdo de GMP por espec-, , . .
. o ~ Elem disso, independentemente do momento, as conta-
trofotometria: para a determinacdo da concentracdo de

. gens foram mais altas (p < 0,05), na medida em que se
GMP, a prova foi executada em quatro etapas: . - :
elevou a temperatura de incubacéo do leite.

12 etapa — Precipitagdé-oram transferidos 20 mLda  Os resultados obtidos eram esperados, pois, com o
amostra de leite para um béquer (utilizando-se uma pipetamento da temperatura, reduziu-se sua importancia como
volumétrica) e adicionados 20 mL de &cido tricloroacétidator limitante da multiplica¢éo bacteriana (Ercodinal,

24% (TCA).Apds 30 min, (tempo necessario para qu009). Da mesma forma, as contagens foram sempre cres-
ocorra a coagulacdo acida), o contetdo foi filtrédee- centes, na medida em que se aumentava o tempo de
guir, 20 mLdo filtrado foram pipetados em 2 tubos (10 mlestocagem.

em cada tubo), conferindo repetibilidade ao resultdado.  Como observado nabela 2, a partir de MO, momento
cada um dos tubos citados, foi acrescido 1 mL de &cifie qual foi aferido o valor médio de 59,3%, a percentagem
fosfotunguistico. de psicrotrdéficos proteoliticos permaneceu constante, para
todas as temperaturas e todos os momentos de andlise (p
, - < > 0,05). Entretanto, as pequenas variacdes positivas,
do foram centrifugados a 3000 rpm, por 10 min. %feridas em M24, podem indicar que, naguele momento,

sobrenadante foi qescartadfj_ e, aos tubos, foram adigig; e yma conversao metabslica em diregéo a atividade
nados 6 mL de alcool etilico absoluto. Uma NOVBroteolitica

centrifugacao foi realizada, na mesma rotatividade e pelo 5 literatura, os valores de psicrotréficos com capa-

mesmo t'empoAp(’)s a centrifugacéo, o liquido sobrenagigade de clivar fragdes proteicas convergem para algo
dante foi descartado, restando apenas um precipitagdl®, torno do valor de 40 a 45% de psicrotréficos
(pelleg no fundo de cada tubo. proteoliticos (Silveirat al, 1998; Martinst al, 2006;

32 etapa — LeituraUtilizando-se uma pipeta automa-Nornberget al, 2010). .

tica, foram adicionados 1 mL de ninhidrina 4cidae 2 mL de E Preciso cautela para se interpretar essa aparente
acido acético glacial nos tubos contenqmebet A solu- ~ constancia descrita; isto porque a prova apenas demons-
¢&o foi, entdo, homogeneizada e levada ao banho-mdffa@ Producdo de enzimas e ndo a quantidade de enzimas
(4gua em estado de alta ebulicio) por 10 Apés esse produzidas. Isto significa que os dados ndo necessaria-
periodo, os tubos foram imediatamente levados ao barfR§Nte descrevem uma constancia na atividade proteolitica
de gelo, com o intuito de interromper a reaédeitura da geral; afinal, um mesmo micro-organismo pode produzir
absorbancia da solugéo foi realizada em espectrofotomeigntidades diferentes de enzimas proteoliticas, confor-

com comprimento de onda de 470 nm. me se altera o bindbmio tempo/temperatura.
Em MO, o valor aferido de GMP livre foi de 2,83 pg/mL,

42 etapa — Conversé&o dos valores de absorbancia g®|or proximo ao de de Fukueaal. (1994), que obtive-
Hg/mL de acido sialicoSeguindo a metodologia do Mi- ram média de 2,7ig/mL. Ja Furlanetti & Prata (2003),
nistério daﬁgricultura, Pecuéria &bastecimento (Brasil, também trabalhando com leite cru, descreveram uma mé-
2006) foram feitas dez dilui¢es de acido sialico e, para cagla bem superiode 4,33 0,62ug/mL. Entretanto, neste
um delas, foi aferido um valor de absorbancia. Foi ent&perimento, os proprios autores consideraram que a in-
tracada uma reta de tendéncia, que serviu de parameéfiéncia de alguns fatores, como estagio de lactagéo e
para a convers&o dos valores de absorbancia para pgfsésenca de vacas mastiticas no rebanho podem ter gera-
de &cido sidlico (Fukudst al, 1994; Brasil, 2006). do uma média supestimada.

22 etapa — Centrifugac@®s tubos contendo o filtra-
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A concentracéo inicial de GMi&btida neste trabalho, Na temperatura de 4°C, os valores de GMP se manti-
esta dentro do limite estabelecido pelo Ministéridgid  veram constante$anto pela temperatura de incubacéo,
cultura, Pecuéria Abastecimento como normal para oquanto pela contagem de psicrotréficos, em 48 h, nao se
leite cru (Brasil, 2006). esperaria atividades metabolico-proteoliticas muito

Nota-se, peldlabela 3, que maiores concentracdedetectaveis (Grieve & Kitchen, 1985).
foram aferidas em M24, do que em M48. Isso ocorre por Entretanto, os maiores teores de GMP foram obtidos
causa da quebra do GMP em fragcdes menores, o que natum o leite incubado a 8°C, e ndo a 12°C, como seria mais
ralmente impossibilitaria a ligacdo do acido sialico arovavel. Independentemente do periodo de andlise, foi
ninhidrina acida. observada quebra de estrutura quartenaria de caseina em

As técnicas mais utilizadas para deteccdo de atividaoléculas de GMR 8°C, mais do que a 12°C.
de proteolitica no leite, seja de origem bacteriana seja por Além da quebra de GMP nao variar linearmente, de
consequéncia de fraude por adicdo de soro, baseiamsmlo crescente, acompanhando a multiplicacéo bacteriana
na concentracao do GMP e apresentam essas variagdedela 1) e a elevacdo da temperatura, outro padréo
na leitura (Lopez-Fandifio & Olano, 1999). microbioldgico é questionado pelos resultados apresen-

Tabela 1 Contagem de psicrotroficos (log UFC/mL) em leites estocados em diferentes temperaturas (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12)
e analisados em diferentes momentos (Oh/MO, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48)

Populagdo analisada em diferentes momentos

Temperatura

MO M12 M24 M48
Resfriada 3,81+1,41 nr nr Nr
T4 nr 4,76+ 0,904 5,10+ 0,94 5,51+ 0,974
T8 nr 5,21+ 0,9248 5,58+ 0,994 6,22+ 0,9F®
T12 nr 5,77+ 1,05® 6,42+ 0,96® 7,45+ 0,8%¢

Valores seguidos de letras minlsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenga estatistica significativa \(plere® G8guidos
de letras mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

Valores expressos em média e desvio padréo.

2Andlises realizadas com amostras em temperatura resfriada.

nr = néo realizada

Tabela 2 Percentagem de psicrotréficos proteoliticos (%) em leites estocados em diferentes temperaturas (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/
T12) e analisados em diferentes momentos (0h/MO, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48)

Populacao analisada em diferentes momentos

Temperatura

MO M12 M24 M48
Resfriada 59,3+ 13,1 nr nr nr
T4 nr 58,3+ 11,54 62,5+ 10,04 59,0+ 8,0
T8 nr 59,7+ 11,7 65,7+ 8,6 59,5+ 7,7
T12 nr 62,5+ 9,84 66,8+ 6,14 62,7+ 9,84

Valores seguidos de letras minlsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca estatistica significativa\(plore®,G®guidos
de letras mailscula iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca estatistica significativa (p > 0,05).

Valores expressos em média e desvio padréo.

2Andlises realizadas com as amostras em temperatura resfriada.

nr = ndo realizada

Tabela 3 Teor de GMRug/mLde acido sialico) em leites estocados em diferentes temperaturas (4°C/T4, 8°C/T8, 12°C/T12) e
analisados em diferentes momentos (0h/MO, 12h/M12, 24h/M24, 48h/M48)

Teor de GMP analisado em difeentes momentos

Temperatura

MO M12 M24 M48
Resfriadd 2,83+ 0,97 nr nr nr
T4 nr 2,66+ 0,704 3,05+ 0,884 2,94+ 0,724
T8 nr 3,82+ 1,464 5,07+ 2,288 4,52+ 1,938
T12 nr 3,05+ 0,924 3,85+ 1,404 3,31+ 0,954

Valores seguidos de letras minUsculas diferentes na mesma linha apresentam diferenca estatistica significativa \(plere®E8guidos
de letras maiusculas diferentes na mesma coluna apresentam diferenca estatistica significativa (p < 0,05).

Valores expressos em média e desvio padréo.

2Analises realizadas com a amostras em temperatura resfriada.

nr = nao realizada
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tados. Griffiths (1989) afirmou que as enzimas psicrotro- A exposicao destes dados pode induzir a uma conclu-
ficas sdo produzidas, principalmente, no inicio da fasélo, equivocada, a de que as alteracdes no leite ocorrem
estacionaria de multiplicacdo; entretanto, o que se verifle forma mais intensa a 8°C do que a 12°C. Ressalta-se
cou neste experimento foi uma intensa atividade de quiie este trabalho avaliou apenas a atividade proteolitica.
bra, logo nas primeiras 12 h, em T8, que se manteve Na temperatura de incubacéo de 12°C, é provavel que ja
decorrer das 48 h de analises. Esses dados ratificarpossa ser verificada uma atividade metabdlica residual de
raciocinio estabelecido por Stevensdral. (2002), que micro-organismos mesofilos, que possuem a capacidade
guestionam quais séo, afinal, os substratos que fomeie-fermentar lactose e produzir acido lactico.
tam a multiplicac@o das bactérias psicrotroficas, durante
a fase log, visto que a lactose ndo é consumida. CONCLUSOES
N&o ha dados especificos que permitam uma discus-
sdo comparativa, mas ha indicios que, se ndo explicam Os resultados ndo demonstraram relagao de linearidade
totalmente, a0 menos permitem hipéteses viaveis do ogfetre a populacado de micro-organismos psicrotroficos, a
poderia estar ocorrendo com a microbiota do leite incub@ercentagem de bactérias proteoliticas e a atividade me-
daas°C. tabolica proteolitica. De um modo geral, cada uma dessas
As informagcdes contidas n@abelas 1 e 3 permitem o aferi¢des respondeu de forma particudante do bindbmio
seguinte raciocinio: se a multiplicagio bacteriana é sefgmpo-temperatura.

pre crescente e se na temperatura de 8°C, foi verificada 4 possivel alteragdo na microbiota, e consequente

maior atividade proteolitica, € provavel que haja uma aflyersao metabdlica, implicou uma maior concentragéo de

vidade lipolitica minima. Caso contrario, haveria mais bag;\mp verificada na temperatura de 8°C.

térias a 8°C do que a 12°C, j& que se trata de uma microbiota

essencialmente lipoproteolitica. Izidagbal. (2010) ja Os dados demonstraram a necessidade de estudos

haviam verificado um brusco predominio de atividadg®Pre as questdes que envolvem a microbiota. psicrotro-

proteolitica no leite, nessa faixa de tempera\léan dis- fica, de forma a elucidar questdes basicas e de profunda

s0, Serhaug & Stepaniak (1997) descrevem uma inverdgégvancia sobre seu metabolismo, o que contribuiria para

na microbiota do leite, a 8°C: o génétseudomonag & producéo de leite e derivados de melhor qualidade

suplantado poBacillus N&o é apenas uma substituica@rganoleptica e maior vida de prateleira.

de micro-organismos que esta sendo reportada, estd im-

plicita uma inverséo metabdlica, pois, embora sejam IREFERENCIAS

pgrtantes mlcrg—organlsmos Proteolltchseudomon?s APHA - American Public HealtiAssociation (2002) Compendium

séo preferencialmente lipoliticos, enquanto 0 génerout methods for the microbiological examination of foods. 42

Bacillusé predominantemente proteolitico (Silveital, ed. Washington, DCAPHA. 676p.

1998; Zacharov & Helpern, 2007). Brasil (2006) Instrugdo Normativa n.68 de 12 de dezembro de
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