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RESUMO 

 

O conhecimento do comportamento proteolítico de Pseudomonas spp. em diferentes tempos e 

temperaturas é importante para determinação das melhores condições de estocagem do leite 

cru refrigerado. Objetivou-se avaliar durante 96 horas, a capacidade de multiplicação e de 

proteólise, de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru refrigerado de produtores de Londrina- 

PR e incubadas em 2ºC, 4ºC e 8ºC. As cepas a serem testadas tiveram o gênero confirmado 

pela técnica de Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR). Em seguida, foram recuperadas 

com inoculação em 200 mL de leite integral reconstituído a 12% (21
o
C/48 h). A população de 

Pseudomonas foi determinada e diluições decimais foram realizadas até 10
2
, 10

5
 e 10

6 
UFC/ 

mL. O estudo foi realizado a partir de alíquotas de 400 mL de leite integral reconstituído a 

12% e esterilizado a 121°C/ 15 minutos, inoculado com as três populações determinadas e 

incubados a 2
o
C, 4

o
C, 8

o
C. A contagem de Pseudomonas spp foi à ágar base para 

Pseudomonas com suplemento CFC (30ºC/ 48 h). A proteólise foi determinada através do 

método de Kjeldahl, Nitrogênio total, Nitrogênio não caseico (NNC) e nitrogênio não proteico 

(NNP), utilizando os índices de proteólise primária e secundária. A menor velocidade de 

multiplicaçào do inóculo de 10
2
 UFC de Pseudomonas spp. /mL foi observado a 2ºC  e o 

tempo  máximo ideal de estocagem para não haver aumento na população foi de 48 horas. Em 

populações iniciais de 10
5
 UFC de Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas não 

retardaram o tempo de crescimento do micro-organismo. Já no inóculo de 10
6
UFC/mL, o 

tempo e a temperatura não influenciaram (p>0,05) na multiplicação da população. Assim, 

independente da população inicial de Pseudomonas spp, a temperatura de incubação 

influenciou na multiplicação bacteriana somente a partir de 96 horas de estocagem do leite. 

Verificou-se também que, de maneira geral, independente do inóculo inicial testado, não 

houve diferença (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubação e do mesmo tempo de 

estocagem. Os índices de proteólise primária observadas neste estudo diminuíram somente 

após 96 horas de estocagem, mantendo-se relativamente estáveis ao longo das 72 horas, 

independentemente do inóculo inicial e da temperatura de armazenamento. Ainda, a 

temperatura, dentro do mesmo tempo de estocagem, não teve efeito no índice de proteólise 

primária. O tempo de incubação para o índice de proteólise secundária não teve efeito, 

independente da temperatura de estocagem e do inóculo inicial testado.  Quanto à influência 

da temperatura de estocagem na proteólise secundária, foi observada (p< 0,05) somente nos 

inóculos 10
2
 e 10

6
UFC/mL com 48 horas de estocagem, onde a proteólise secundária foi 

maior a 8ºC quando comparada com as menores temperaturas testadas (4ºC e 2ºC). Ao 

analisarmos os inóculos na mesma temperatura e tempo, pode-se observar que independente 

do inoculo inicial de Pseudomonas spp. Testado, o índice de proteólise foi o mesmo. Assim, a 

contaminação do leite com Pseudomonas spp, independente da população inicial e forma de 

estocagem, acarretará prejuizos à composição proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor 

e redução no rendimento industrial. 

  

Palavras-chave: Lácteo. Protease. Fatores extrínsecos. Gram negativo. 

 



 RIBEIRO, A. C. P. Proteolytic behavior of Pseudomonas spp. isolated from refrigerated 

raw milk. 2015. 42f. Dissertação de Mestrado em Ciência e Tecnologia de Leite e  Derivados 
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ABSTRACT 

 

knowledge of proteolytic behavior of Pseudomonas spp. at different times and temperatures it 

is important to determine the best storage conditions of refrigerated raw milk. aimed to 

evaluate for 96 hours, the multiplication of capacity and proteolysis of Pseudomonas spp. 

strains. isolated from refrigerated raw milk producers of londrina pr and incubated at 2ºC, 4ºC  

and 8ºC. the strains to be tested have the genre confirmed by reaction technique polymerase 

chain (pcr). they were then recovered inoculated in 200 mL of whole milk reconstituted to 

12% (21ºC /48 h). the population of Pseudomonas was determined and decimal dilutions were 

performed up to 10
2
, 10

5
 and 10

6
CFU /mL. the study was conducted from rates of 400 mL of 

whole milk reconstituted to 12% and sterilized at 121ºC / 15 minutes, inoculated with the 

three certain populations and incubated at 2ºC, 4ºC, 8ºC. Pseudomonas spp count agar was the 

basis for Pseudomonas CFC supplement (30ºC / 48 h). The proteolysis was determined by the 

kjeldahl method, total nitrogen, nitrogen not caseico (NNC) and non-protein nitrogen (NPN) 

using the contents of primary and secondary proteolysis. The lowest multiplication speed of 

inoculum of 10
2
 CFU Pseudomonas spp. / ml was observed at 2ºC and the optimal maximum 

storage time for no increase in the population was 48 hours. In initial population of 10
5
CFU of 

Pseudomonas spp. Lower temperatures did not slowed the rise time of the microorganism. I 

inoculum 10
6
 CFU / mL, time and temperature do not affect (p> 0.05) in the multiplication of 

the population. Therefore, regardless of the initial population of Pseudomonas spp. incubation 

temperature influenced only bacterial growth from a 96 hour milk storage. It was also found 

that, in general, regardless of initial inoculum tested, there was no difference (p> 0.05) within 

the same incubation temperature and the same storage time. The primary proteolysis observed 

in this study, decreased only after 96 hours of storage, remained relatively stable over 72 

hours, regardless of the initial inoculum and the storage temperature. Also, the temperature 

within the same storage time had no effect on proteolysis primary index. The incubation time 

for the secondary ripening index had no effect, regardless of storage temperature and the 

initial inoculum tested. As the influence of storage temperature on the secondary proteolysis 

was observed (p <0.05) only in inocula 10
6
 CFU 10

2
 and / mL with 48 hours of storage, where 

the secondary proteolysis to 8ºC was higher compared with the lower temperatures tested ( 

4ºC and 2ºC). By analyzing the inoculum at the same temperature and time, it can be seen that 

regardless of the initial inoculum of pseudomonas spp. tested, the rate of proteolysis was the 

same. thus, the contamination of milk with Pseudomonas spp. independent of the initial 

population and form of storage, will cause losses to the protein content of milk composition, 

favoring flavor defects and reduced industrial output. 

 

Key words: Milk. Protease. Extrinsic factors. Gram negative.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O leite, por tratar-se de um alimento perecível, merece atenção especial 

na sua produção, beneficiamento, comercialização e consumo, pois estará sempre 

sujeito a uma série de alterações (FURTADO et al., 2004). Segundo Nero et al. (2005), 

a adoção do resfriamento do leite nas propriedades e a granelização da coleta são 

importantes medidas para melhorar a qualidade microbiológica do leite. De acordo com 

a Instrução Normativa n.62 de 2011 do Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), o leite deve ser resfriado por expansão direta até temperatura 

igual ou inferior a 4ºC, no máximo em 3h após o término da ordenha e deve chegar à 

indústria beneficiadora em até 48 horas a 10ºC (BRASIL, 2011).  

A estocagem do leite cru refrigerado por períodos maiores que 48 

horas é um problema para a qualidade do leite e, principalmente, de derivados, pois 

aumenta a contagem de micro-organismos psicrotróficos, refletindo negativamente na 

qualidade do leite cru refrigerado (SANTOS et al., 2009). Os psicrotróficos encontrados 

no leite são, em sua maioria, Gram negativos, provenientes do meio ambiente e 

equipamentos de ordenha (CATANIO et al., 2012; FAGUNDES et al., 2006; 

SANTANA et al., 2001; SILVA et al., 2011; YAMAZI et al., 2010)  apresentando 

aumento na população quando o leite é produzido em más condições higiênicas 

(GUERREIRO et al., 2005; SILVA et al., 2011; VALLIN et al., 2009; VIDAL-

MARTINS et al., 2005;YAMAZI et al., 2010). Os psicrotróficos, a partir de uma 

população mínima entre 10
6
 e 10

7
 unidades formadoras de colônias (UFC)/mL (COSTA 

et al., 2002; FURTADO, 1999; MAHIEU, 1991; MUIR, 1996), produzem proteases 

e/ou lipases extracelulares termorresistentes (ARCURI et al., 2008; COUSIN, 1982; 

CRAVEN; MACAULEY, 1992; MUIR, 1996;  TEBALDI et al., 2008; VIDAL- 

MARTINS et al., 2005), resultando na perda de qualidade e na redução de vida útil do 

leite e de outros produtos lácteos, pois podem provocar alterações sensoriais, perda de 

consistência e geleificação (MU et al., 2009; NÖRNBERG, TONDO; BRANDELLI, 

2009). 

 Espécies de Pseudomonas representam as bactérias Gram negativa 

mais comumente isolada em leite cru refrigerado (ARCURI et al., 2008; COUSIN, 

1982; FAGUNDES et al., 2006; PINTO et al., 2006; SILVA, 2005; 
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SORHAUNG;STEPANIAK, 1997), por apresentar melhor capacidade de multiplicação 

em ambiente refrigerado quando comparadas a  outras bactérias Gram negativas 

(KUMARESAN et al., 2007; SMITHWELL; KAILASAPATHY, 1995).  

A produção enzimática de proteases, lipases e fosfolipases pelos micro- 

organismos está relacionada com à temperatura, fase de crescimento do micro-

organismo, disponibilidade de oxigênio e composição do meio, sendo sua atividade 

dependente de temperatura, pH e concentração do substrato (NUÑEZ; NUÑEZ, 1983). 

A produção de enzimas por espécies de Pseudomonas ocorre principalmente no final da 

fase log de crescimento celular (MAHIEU, 1991) e em temperaturas mais baixas que 

aquelas ótimas para a multiplicação do micro-organismo (MAHIEU, 1991; SANTANA 

et al., 2001).  

Apesar da importância dos psicrotróficos na qualidade do leite cru e 

dos derivados lácteos, o MAPA não estipula um padrão de identidade e qualidade do 

leite baseado na população destes micro-organismos. Contudo, é considerado um risco a 

utilização de leite em que a população de psicrotróficos tenha excedido 5,0 x 10
6
 

UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a possibilidade da presença de enzimas hidrolíticas 

extracelulares (SHIRAI, 2010).   

 Assim, o estudo do comportamento proteolítico de cepas de 

Pseudomonas spp. em diferentes populações e temperaturas ao longo de 96h, é 

importante para determinar as melhores condições de estocagem do leite cru 

refrigerado, a fim de prolongar a vida útil do leite processado e de seus derivados. 
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2 OBJETIVO 

 

Avaliar a capacidade de multiplicação e de proteólise de diferentes 

populações de Pseudomonas spp. (10
2
, 10

5
 e 10

6
 UFC/mL) em leite em pó reconstituído 

e incubado a 2ºC, 4ºC e 8ºC, durante 96h. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA  

 

3.1 QUALIDADE DO LEITE  

 

O leite produzido no Brasil apresenta, de maneira geral, baixa 

qualidade (CATANIO et al., 2012; LANGONI et al., 2011; MARTINS et al., 2008; 

MELO et al., 2010; NERO et al., 2009). Fatores como a qualidade bacteriológica das 

águas, utensílios higienizados inadequadamente, problemas com a sanidade dos 

ordenhadores e dos animais, contribuem, de modo decisivo, para a carga microbiológica 

do leite (YAMAZI et al., 2010).  

Visando a melhoria da qualidade do leite, foi regulamentada a sua 

refrigeração nas propriedades, o transporte a granel em caminhões isotérmicos e padrões 

mínimos de contagem bacteriana total e de células somáticas pelo MAPA (BRASIL, 

2002; BRASIL, 2011).  

De acordo com a regulamentação em vigor (BRASIL, 2011) o leite 

armazenado em tanque de refrigeração por expansão direta deve ter temperatura igual 

ou inferior a 4ºC e em tanques de refrigeração por imersão a temperatura deve ser igual 

ou inferior a 7ºC, em um tempo máximo de três horas após o término da ordenha. 

Quando o leite é recebido no estabelecimento beneficiador sua temperatura pode ser 

igual ou inferior a 10ºC, sendo o tempo máximo de 48 horas para a chegada do leite cru 

na indústria (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011).  

Porém, a estocagem do leite cru refrigerado por períodos maiores que 

48 horas são um problema para a qualidade do leite e principalmente de derivados, pois 

aumenta a contagem de micro-organismos psicrotróficos (SANTOS et al., 2009), que 

têm a capacidade de se multiplicar a 7ºC ou menos (FRANK et al., 1992). Estes micro-

organismos são provenientes do meio ambiente e equipamentos de ordenha 

(FAGUNDES et al., 2006; SANTANA et al., 2001;SILVA et al., 2011; YAMAZI et al., 

2010) e  produzem enzimas termorresistentes que comprometem a qualidade do leite cru 

refrigerado e dos derivados. Assim, mesmo nas temperaturas de refrigeração, deve 

ocorrer perda da qualidade do leite se não for realizado um controle efetivo da 

contaminação inicial (MARTINS et al., 2004; SANTOS et al., 2009) através de boas 

práticas de ordenha (GUERREIRO et al., 2005; SILVA et al., 2011; VALLIN et al., 

2009;YAMAZI et al., 2010). 
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A população de psicrotróficos no leite cru refrigerado varia com a 

temperatura e o tempo de estocagem. Pinto et al. (2004) avaliaram amostras de leite 

inoculadas com, aproximadamente, 10
4
 UFC/ml de P. fluorescens incubadas a 2, 4, 7 e 

10ºC e constataram que as temperaturas de 2ºC e 4ºC foram efetivas para o controle do 

crescimento de P. fluorescens após 24 horas de incubação. Após 48 horas, a população 

dessa bactéria foi de 10
4
 UFC/mL a 2ºC, 10

5
 UFC/mL a 4ºC, 10

6
 UFC/mL a 7ºC e de 

10
7
 UFC/mL a 10ºC. Esses autores afirmaram que mesmo nas temperaturas de 

refrigeração propostas pela legislação pode ocorrer a perda de qualidade da matéria-

prima se não for realizado controle efetivo da contaminação inicial. Kumaresan et al. 

(2007) encontraram resultados semelhantes ao comparar o crescimento de psicrotróficos 

em diferentes temperaturas de incubação. Para os autores, 2ºC foi a temperatura que 

apresentou o menor crescimento bacteriano significativo, além de menores atividades 

proteolítica e lipolítica. 

 Embora o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento não 

estipule um padrão de identidade e qualidade do leite, baseado na contagem de 

psicrotróficos, considera-se que em condições sanitárias adequadas, as bactérias 

psicrotróficas representam menos de 10% da microbiota total do leite cru; no manejo 

higiênico não satisfatório, os micro-organismos psicrotróficos podem ultrapassar 75% 

(NIELSEN, 2002).  

 

3.2 MICROBIOTA PSICROTRÓFICA 

 

As bactérias psicrotróficas encontradas no leite não constituem um 

grupo taxonômico específico, sendo incluídos pelo menos 15 gêneros pertencentes aos 

grupos de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Os principais gêneros envolvidos 

na alteração do leite são Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Alcaligenes, 

Micrococcus, Yersinia, Staphylococcus, Listeria, Serratia, Corynebacterium e 

Clostridium (SHIRAI, 2010).  

Os psicrotróficos Gram negativos são os mais comumente isolados 

em leite cru refrigerado (CATANIO et al., 2012), sendo o gênero Pseudomonas o 

principal associado a deterioração deste produto (ARCURI et al., 2008; PINTO et al., 

2006; SANTOS et al., 2010; SILVA, 2005) em razão do curto tempo de geração em 

temperaturas de refrigeração (SANTOS et al., 2010; SHIRAI, 2010). Arcuri et al. 

(2008) avaliaram 108 cepas de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru e 60,57% 
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apresentaram tanto atividade de proteólise como de lipólise. Também verificaram que 

do total de cepas psicrotróficas isoladas de leite cru refrigerado, 81.2% eram Gram 

negativas, e, entre aquelas cujas espécies foram identificadas, 58.4% era P. fluorescens, 

a psicrotrófica Gram negativa mais comumente encontrada, caracterizada por um 

crescimento rápido e intensa capacidade proteolítica (ARCURI et al., 2008; GLORIA et 

al., 2011). 

 

3.3 ENZIMAS EXTRACELULARES 

 

O metabolismo dos micro-organismos psicrotróficos em temperaturas 

inferiores a 10°C torna-se predominantemente lipo-proteolítico, expressando-se pela 

produção de enzimas intra e extracelulares termorresistentes (ARCURI et al., 2008; 

COUSIN, 1982; CRAVEN; MACAULEY, 1992; MONTANHINI, 2012; MUIR, 1996; 

TEBALDI et al., 2008; VIDAL- MARTINS et al., 2005).  

  Um número mínimo de micro-organismos psicrotróficos é 

necessário para que a ação das enzimas extracelulares (proteases e lipases) produzidas 

por estas bactérias possam promover alterações no leite e seus derivados, valores estes 

que variam entre 10
6
 e 10

7
 UFC/ml (FURTADO, 1999; MAHIEU, 1991; MUIR, 1990). 

Segundo Shirai (2010), é considerada inviável a utilização de leite em que a contagem 

de psicrotróficos tenha excedido  5,0 x 10
6
 UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a 

possibilidade da presença de enzimas hidrolíticas extracelulares durante a fase log. 

Wiking et al. (2002) e Haryani et al. (2003) detectaram aumento da 

proteólise após estocagem do leite a 2, 4 e 8ºC, mesmo com baixa contagem de 

bactérias psicrotróficas.  

A produção enzimática de proteases, lipases e fosfolipases está 

relacionada à temperatura, fase de crescimento do microrganismo, disponibilidade de 

oxigênio e composição do meio, sendo sua atividade dependente de temperatura, pH e 

concentração do substrato (NUÑEZ e NUÑEZ, 1983). A produção destas enzimas por 

cepas de Pseudomonas, em refrigeração ocorre principalmente no final da fase log de 

crescimento celular (MAHIEU, 1991) e na fase estacionária, sendo a sua síntese maior 

abaixo da temperatura ótima de crescimento que é de 20 a 30ºC. (ARCURI, 2003). De 

acordo com Sorhaung e Stepaniak (1997), Pseudomonas fluorescens sintetiza seis vezes 

mais proteases a 3ºC que a 29ºC. Já de acordo com Arcuri et al. (2008), do total de 94 

cepas de P. fluorescens isoladas em leite cru refrigerado, todas foram lipolíticas a 4ºC, 
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7ºC, 10ºC e 21°C, sendo que a atividade proteolítica a estas temperaturas foi verificada, 

respectivamente, em 66%, 74,5%, 88,3% e 95,7% das estirpes.  

As proteases produzidas por Pseudomonas são ativadas em 

temperatura e pH baixos (SORHAUNG e STEPANIAK, 1997). Segundo Mahieu 

(1991), o pH ótimo para proteases é 7,8, ocorrendo a atividade máxima entre 40ºC e 

45ºC, mantendo-se ativas mesmo em temperatura e pH inferiores. As lipases são 

produzidas em maior quantidade em temperatura entre 20ºC e 21ºC (MAHIEU, 1991), 

podendo manter sua atividade em 50% a 0ºC. 

Os problemas ou defeitos atribuídos a Pseudomonas spp. são 

rancidez, sabor amargo, geleificação em leite UHT, instabilidade térmica do leite, 

instabilidade do leite ao etanol, resultado falso-positivo na pesquisa por fraude de leite 

com soro por meio da dosagem do ácido siálico e redução no rendimento na fabricação 

de queijos (ARCURI et al., 2008). 

 

 3.4 PROTEASES BACTERIANAS 

 

A proteólise em leite pode ser causada por proteases naturais deste 

alimento (plasmina) ou por enzimas produzidas por micro-organismos psicrotróficos 

durante a estocagem sob refrigeração. Estes dois tipos de enzimas diferem entre si pela 

especificidade nas proteínas do leite. As proteases produzidas pelos psicrotróficos são 

geralmente metaloproteinases, isto é, precisam de um íon como o cálcio, para atingir sua 

atividade ótima. A plasmina tem o aminoácido serina como sítio ativo (NIELSEN, 

2002).   

A plasmina é a principal enzima proteolítica natural do leite fresco 

com baixa Contagem de células Somáticas e baixa contagem bacteriana. Em casos de 

leite mastítico verifica-se um aumento na concentração de plasmina. Esta enzima é 

derivada do seu precursor inativo, o plasminogênio. O leite tem quatro vezes mais 

plasminogênio do que plasmina e ambos são associados à micela de caseína. Qualquer 

fator que converta plasminogênio a plasmina pode ter um impacto negativo sobre a 

proteína do leite, uma vez que esta hidrolisa prontamente αs- e β-caseínas (FOX E 

MCSWEENEY, 1998).  

A ação das proteases bacterianas, principalmente do gênero 

Pseudomonas, é similar à da quimosina, enzima empregada na coagulação enzimática 

do leite para obtenção de queijo. Esta atua sobre a κ-caseína, causando a ruptura do 
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enlace Phe105-Met106, provocando a desestabilização e desnaturação das micelas de 

caseína, levando à formação de dois peptídeos: a para-κ-caseína, que permanece nas 

micelas de caseína, e o glicomacropeptídeo, formado pelos resíduos de aminoácidos 106 

a 169 (TULLIO, 2007). 

O acúmulo e a ação de enzimas extracelulares, proteolíticas e 

lipolíticas, são normalmente correlacionados com a deterioração da qualidade do leite e 

dos produtos lácteos (tabela 1) (SØRHAUG E STEPANIAK, 1997). As proteases 

produzidas por psicrotróficos são capazes de degradar kapa, alfa s-1, e beta caseínas, 

todas ligadas a geleificação do leite UHT (COUSIN, 1982). Segundo Santos et al. 

(2009), a atividade proteolítica não está relacionada somente com a alta contagem de 

micro-organismos psicrotróficos; o tipo da bactéria que se encontra presente e a 

atividade de enzimas endógenas no leite são citados como fatores de importância.  

A geleificação perda de fluidez do leite com formação de gel, pode 

ser causada por protease natural do leite (plasmina), quando o leite cru é de boa 

qualidade, ou por proteases de psicrotróficos, quando o leite cru é de baixa qualidade 

(FOX e McSWEENEY, 1988). 

Quando o leite é mantido em temperatura de refrigeração 4ºC, uma de 

suas características é a dissociação das caseínas da micela, especialmente da β-caseína 

(FOX E MCSWEENEY, 1998). Nesta condição a ação das proteases é favorecida e 

responsável pela liberação de peptídeos que podem causar sabor desagradável no leite 

pasteurizado. 
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Tabela 1. Efeito da multiplicação de psicrotróficos em leite cru antes do tratamento 

térmico, sobre a qualidade dos produtos lácteos e leites processados. 

 
Produto População de 

psicrotróficos no leite cru 

(Log UFC/ml) 

Efeito sobre a qualidade                  

do produto 

   

Leite UHT 5,9 

 

Geleificação após 20 

semanas. 

 6,9- 7,2 Geleificação após 2-10 

semanas desenvolvimento 

gradual de sabor amargo, 

sujo e envelhecido. 

   

Leite em pó 6,3- 7,0  Redução da capacidade 

térmica e aumento da 

capacidade de formar 

espuma em leite 

reconstituído. 

   

Leite pasteurizado 5,5 Sabor de qualidade inferior 

quando comparado a leite 

pasteurizado produzido 

com outro leite sem 

psicrotróficos. 

   

Queijos duros 6,5- 7,5 

7,5- 8,3 

Rancidez 

Alteração de sabor, 

principalmente rancidez e 

sabor de sabão. Redução de 

rendimento na fabricação 

 

Queijo Cottage 

 

5,0-7,8 

  

Sabor amargo 

   

Manteiga Não determinado Desenvolvimento mais 

rápido de rancidez em 

manteiga feita a partir de 

leite refrigerado do que de 

leite fresco, lipase de 

Pseudomonas estava ativa 

na manteiga congelada. 

   

Iogurte 7,6- 7,8 Gosto amargo, sabor sujo 

ou de fruta, dependendo da 

microbiota. 

   

 Dados compilados por Sorhaug e Stepaniak (1997) 
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RESUMO 

 

 
Objetivou-se avaliar durante 96 horas, a capacidade de multiplicação e de proteólise, de 

cepas de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru refrigerado e incubadas em 2ºC, 4ºC e 

8ºC. As cepas tiverem o gênero confirmado pela técnica de Reação em Cadeia pela 

Polimerase (PCR). Em seguida, foram recuperadas com inoculação em leite integral 

reconstituído a 12% (21
o
C/48 h). A população de Pseudomonas foi determinada e 

diluições decimais foram realizadas até 10
2
, 10

5
 e 10

6 
UFC/ ml. O estudo foi realizado a 

partir de alíquotas de 400 mL de leite integral reconstituído a 12%(121°C/ 15 minutos), 

inoculado com as três populações determinadas e incubados a 2
o
C, 4

o
C, 8

o
C. A 

contagem de Pseudomonas spp foi à ágar base para Pseudomonas com suplemento CFC 

(30ºC/ 48 h). A proteólise foi determinada através do método de Kjeldahl, Nitrogênio 

total, Nitrogênio não caseico (NNC) e nitrogênio não proteico (NNP), utilizando os 

índices de proteólise primária e secundária. A menor velocidade de multiplicaçào do 

inóculo de 10
2
 UFC de Pseudomonas spp. /mL foi observado a 2ºC  e o tempo  máximo 

ideal de estocagem foi de 48 horas. Em populações iniciais de 10
5
 UFC de 

Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas não retardaram o tempo de crescimento 

do micro-organismo. Já no inóculo de 10
6
UFC/mL, o tempo e a temperatura não 

influenciaram (p>0,05) no crescimento. Assim, independente da população inicial de 

Pseudomonas spp, a temperatura de incubação influenciou na multiplicação bacteriana 

somente a partir de 96 horas. Verificou-se também que, independente do inóculo inicial 

testado, não houve diferença (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubação e do 

mesmo tempo de estocagem. Os índices de proteólise primária diminuíram somente 

após 96 horas, mantendo-se relativamente estáveis ao longo das 72 horas, 

independentemente do inóculo inicial e da temperatura de armazenamento. Ainda, a 

temperatura, dentro do mesmo tempo de estocagem, não teve efeito no índice de 

proteólise primária. O tempo de incubação para o índice de proteólise secundária não 

teve efeito, independente da temperatura de estocagem e do inóculo inicial testado.  

Quanto à influência da temperatura de estocagem na proteólise secundária, foi 

observada (p< 0,05) somente nos inóculos 10
2
 e 10

6
UFC/mL com 48 horas, onde a 

proteólise secundária foi maior a 8ºC que a 4ºC e 2ºC. Ao analisarmos os inóculos na 

mesma temperatura e tempo, pode-se observar que o índice de proteólise foi o mesmo. 

Assim, a contaminação do leite com Pseudomonas spp, independente da população 

inicial e forma de estocagem, acarretará prejuizos à composição proteica do leite, 

favorecendo defeitos de sabor e redução no rendimento industrial. 

 
Palavras-chave: Lácteo. Protease. Fatores extrínsecos. Gram negativo. 
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1 INTRODUÇÃO 

O leite, por tratar-se de um alimento perecível merece atenção 

especial na sua produção, beneficiamento, comercialização e consumo, pois estará 

sempre sujeito a alterações (FURTADO et al., 2004). A adoção do resfriamento do leite 

nas propriedades e a granelização da coleta são importantes medidas para melhorar a 

qualidade microbiológica do leite (NERO et al., 2005). De acordo com a Instrução 

Normativa n.62 de 2011 preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), desde 2011 o leite deve ser resfriado por expansão direta até 

temperatura igual ou inferior a 4ºC no máximo em 3hs após o término da ordenha e 

deve chegar à indústria beneficiadora em até 48 horas a 10ºC (BRASIL, 2011).  

A estocagem do leite cru refrigerado por períodos maiores que 48 

horas é um problema para sua qualidade e, principalmente, de seus derivados, pois um 

aumento da população de micro-organismos psicrotróficos, refletindo negativamente na 

qualidade deste leite (SANTOS et al., 2009). Os psicrotróficos encontrados no leite são 

em sua maioria Gram negativos, provenientes do meio ambiente e equipamentos de 

ordenha (CATANIO et al., 2012; FAGUNDES et al., 2006; SANTANA et al., 2001; 

SILVA et al., 2011; YAMAZI et al., 2010)  apresentando aumento na população quando 

o leite é produzido em más condições higiênicas (GUERREIRO et al., 2005; SILVA et 

al., 2011;VALLIN et al., 2009; VIDAL-MARTINS et al., 2005;YAMAZI et al., 2010). 

Os psicrotróficos, a partir de uma população mínima entre 10
6
 e 10

7
 Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC)/mL (COSTA et al., 2002; FURTADO, 1999; MAHIEU, 

1991; MUIR, 1996), podem produzir proteases e/ou lipases extracelulares 

termorresistentes (ARCURI et al., 2008; COUSIN, 1982; CRAVEN; MACAULEY, 

1992; MUIR, 1996;  TEBALDI et al., 2008; VIDAL- MARTINS et al., 2005), 

resultando na perda de qualidade e na redução de vida útil do leite e de outros produtos 

lácteos, devido a alterações sensoriais, perda de consistência e geleificação (MU et al., 

2009; NÖRNBERG, TONDO; BRANDELLI, 2009). 

Pseudomonas representa a espécie psicrotrófica Gram negativa mais 

comumente isolada em leite cru refrigerado (ARCURI et  al., 2008; COUSIN, 1982; 

FAGUNDES et al., 2006; PINTO et al., 2006; SILVA, 2005; 

SORHAUNG;STEPANIAK, 1997) devido a sua melhor capacidade de multiplicação 

em ambiente refrigerado comparada às bactérias Gram negativas (KUMARESAN et al., 

2007; SMITHWELL; KAILASAPATHY, 1995).  
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A produção enzimática de proteases, lipases e fosfolipases pelas 

Pseudomonas está relacionada com a temperatura, disponibilidade de oxigênio e 

composição do meio, além da fase de crescimento do micro-organismo, sendo sua 

atividade dependente de temperatura, pH e concentração de substrato (NUÑEZ; 

NUÑEZ, 1983). A produção de enzimas por cepas de Pseudomonas ocorre 

principalmente no final da fase log de crescimento celular (MAHIEU, 1991) e a 

temperaturas mais baixas que aquelas ótimas para a multiplicação do micro-organismo 

(MAHIEU, 1991; SANTANA et al., 2001).  

Apesar da importância dos psicrotróficos na qualidade do leite cru e 

dos derivados lácteos, o MAPA não estipula um padrão de identidade e qualidade do 

leite baseado na contagem destes micro-organismos. Contudo, é considerado um risco a 

utilização de leite em que a população de psicrotróficos tenha excedido 5,0 x 10
6
 

UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a possibilidade da presença de enzimas hidrolíticas 

extracelulares (SHIRAI, 2010).   

O tempo de estocagem do leite refrigerado em temperaturas 

recomendadas até 10ºC representa um fator importante para qualidade do leite e seus 

derivados e, conforme rotina de empresas de beneficiamento, o armazenamento chega a 

ser de até 96h em média após a ordenha. Desta maneira neste trabalho objetivou-se 

avaliar a capacidade de multiplicação e de proteólise de diferentes populações de 

Pseudomonas spp. (10
2
, 10

5
 e 10

6
 UFC/mL) em leite em pó reconstituído e incubado a 

2ºC, 4ºC e 8ºC, durante 96h. 

 

2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Preparo do inóculo 

 

As cepas de Pseudomonas spp. Utilizadas foram isoladas de amostras 

de leite cru refrigerado, coletadas no período de 11 de junho de 2013 e 24 de fevereiro 

de 2014, de cinco produtores do município de Londrina-PR, para estudo da avaliação da 

população de Pseudomonas spp e P. fluorescens em leite cru refrigerado, apresentado 

em Dissertação de Mestrado de Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 

Universidade Norte do Paraná (ALMEIDA, 2014). As cepas foram mantidas em caldo 

Brain Heart Infusion (B.H.I), (Himedia, Mumbai, Índia) com 40% de glicerol, a 0ºC no 
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laboratório de microbiologia da Universidade Norte do Paraná, devidamente 

identificadas. 

 

2.1.1 Confirmação do gênero Pseudomonas spp.  

 

Para confirmação do gênero Pseudomonas spp. Oito cepas foram 

identificadas pelo método de extração de DNA (ácido desoxirribonucleico) genômico 

bacteriano, utilizando o Kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega” 

(Promega Corporation., Madison, USA) e realizado a PCR (Polymerase Chain 

Reaction) 

 

2.1.2 Extração de DNA 

 

Foi pipetado 1 mL da cultura bacteriana em tubo de 1,5mL, 

centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos e desprezado o sobrenadante.  Em seguida foi 

adicionado 600µl de solução de Lise e ressuspendido, incubado em banho-maria a 80⁰C 

por 5 minutos e resfriado a temperatura ambiente. Depois, foi adicionado 3µL de 

solução de RNAse e homogeneizado, acrescentado 200µL de solução de precipitação e 

agitado vigorosamente por 20 segundos, novamente incubado no gelo por 5 minutos e 

centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos.  Foi transferido 700µL do sobrenadante para 

novo tubo, adicionado 600µL de isopropanol, homogeneizado por inversão lentamente e 

centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e retirado o 

excesso de líquido invertendo o tubo sobre papel absorvente por 15 minutos. Foi 

adicionado 100µL de solução de hidratação e incubado a 4⁰C Over night. 

Para realização da PCR, protocolo descrito por Louws et al (1994) 

com modificações, cada amostra foi preparada com um mix de: água 15,8µl, DNA: 2µl, 

tampão: 2,5µl, mgcl2(25mM): 1,5µl, dntPs(2,5mM): 2,0µl, PGSF: 0,5µl. Primers 

PGSR: 0,5µl e Taq (enzima): 0,2µl. Foi colocado em cada tubo 23µl do mix + 2µL de 

cada amostra correspondente. Estas amostras foram levadas ao termo ciclador, 

obedecendo ao seguinte ciclo: 95⁰C- 2 minutos, 95⁰C- 40 segundos, 54⁰C- 30 segundos, 

72⁰C- 45 segundos, 72⁰C- 7 minutos, este ciclo é repetido 39X. 

Depois de concluído o ciclo, as amostras foram retiradas do aparelho, 

enumerados novos tubos de 1,5mL e adicionados 7µL de cada amostra mais 7µL de 

solução tampão. Foram aplicadas 10µL de cada amostra no gel de agarose e submetidas 
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por aproximadamente 3 a 4 horas à eletroforese gel. Após, foi visualizado sob luz 

ultravioleta em trans-iluminador, onde foi verificada a presença de fragmentos 

amplificados, analisados com parâmetros de similaridade.      

        

Figura 1- Perfil eletroforético de cepas de Pseudomonas spp.  

 

 

M:  Marcador padrão molecular 1kb DNA 

1,2,4,7 a 10 e 12: amostras  

B:Branco 

Pp: Pseudomonas putida (Controle positivo) 

Pa: Pseudomonas aeruginosa (Controle positivo) 
 

  

2.1.3 Recuperação das cepas e Determinação da população de Pseudomonas spp. 

 

Das 8 cepas confirmadas para o gênero Pseudomonas spp, três foram 

utilizadas para o experimento. 

Realizou-se a recuperação das cepas de Pseudomonas spp. Estocadas 

a 0
o 

C inoculando-as em 200 mL (SILVA et  al., 2009) de leite desnatado em pó ( 

Ninho, Nestlê, São Paulo, Brasil) reconstituído a 12% (SANTOS et al., 2010) e 

posteriormente incubado a 21ºC/48 hs. Após este tempo a população de Pseudomonas 

spp. foi determinada através do plaqueamento em superfície, a ágar base para 

Pseudomonas com suplemento CFC (Himedia, Mumbai, India), seguido de incubação a 

30ºC durante 48h (APHA; FAGUNDES et al., 2006). A partir da definição da 

população, foram realizadas diluições decimais em solução salina 0,85% até atingir as 

populações de 10
2
, 10

5
 e 10

6
 UFC/ ml. Cada diluição selecionada foi imediatamente 

utilizada como cultura para o experimento. 

 

2.2 Capacidade de Multiplicação e de Proteólise 

M    1     2      4     7      8     9    10    12  Pa  Pp  B 
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Alíquotas de 400 mL de leite integral em pó (Ninho, Nestlê, São 

Paulo, Brasil) reconstituído a 12% e esterilizado a 121°C/ 15 min, foram adicionadas 

separadamente, de 4 ml dos inóculos  de Pseudomonas  previamente preparados (10
2
, 

10
5
 e 10

6
 UFC/ mL) e incubadas a 2ºC, 4ºC e 8ºC, durante 96h. As análises 

microbiológicas e físico-químicas foram realizadas a cada 24h em duplicata e triplicata, 

respectivamente. Foram realizados três experimentos, em cada um utilizando uma das 

cepas selecionadas. 

 

  2.2.1 Enumeração de Pseudomonas spp. 

 

As amostras de leite inoculadas com Pseudomonas foram diluídas em 

solução salina 0,85% e plaqueadas em superfície em Pseudomonas Ágar Base, com 

adição de suplemento Cefalotina, Ácido Fusídico, Cetrimida (CFC) e incubadas a 30º C 

por 48 horas (FAGUNDES et  al., 2006). 

 

2.2.2 Avaliação de proteólise 

 

As frações proteicas foram determinadas pelo método de Kjeldahl 

(AOAC, 1995), através do teor de nitrogênio total (NT), nitrogênio não caseico (NNC) 

e nitrogênio não proteico (NNP). O NNP foi avaliado a partir do filtrado após 

precipitação do leite pela adição de ácido tricloroacético (TCA 24 %) e o NNC foi 

avaliado a partir do filtrado após precipitação do leite ao ponto isoelétrico da caseína 

(pH 4,6).  

O índice de proteólise primária foi determinado a partir da relação 

NNC (Nitrogênio não caseico) /NT (Nitrogênio Total) e o de proteólise secundária pelo 

NNP (Nitrogênio não proteico) /NT.  

Foram utilizadas as seguintes equações: 

1) %NNC = 1,4007 x (Va - Vb) x N x fc x 2 x 0,994 / pa 

Onde 

 Va= volume de titulante gasto p/ titular a amostra 

 Vb= volume de titulante gasto p/ titular o branco 

 N = normalidade do HCl fc = fator de correção do HCl utilizado  
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 pa= peso de amostra, em gramas 

 0,994 = correção do volume de precipitado, considerando leite integral. 

2) Proteólise primária= NNC/NT x 100  

 

3) %NNP = V.N.Fc. 1,4008x20 / pa. Pb 

 Onde: 

 V, fc, N = HCl utilizado na titulação. 

 pa e pb = peso das alíquotas, em g. 

20 = diluição 

 

4) Proteólise secundária= NNP/NT x 100  

 

2.3 Análise dos Dados 

 

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey ao nível de 

significância de 5% (p<0,05), com auxílio do programa Statistica (STATSOFT, 2008). 

 

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1 INFLUÊNCIAS DO TEMPO E DA TEMPERATURA DE INCUBAÇÃO NA 

MULTIPLICAÇÃO DE DIFERENTES POPULAÇÕES DE PSEUDOMONAS SPP. 

INOCULADAS EM LEITE INTEGRAL. 

De acordo com a tabela 2, observando cada inóculo em 3 temperaturas 

(2ºC, 4ºC e 8ºC) ao longo de 96 h, verificou-se que a população inicial de Pseudomonas 

spp. de 10
2
 UFC/mL, quando estocada a 2ºC,  apresentou-se estável (p> 0,05) até 48 

horas de incubação, seguido da multiplicação bacteriana a partir de 72 horas (p<0,05).  

Já nas temperaturas de 4ºC e 8ºC, foi obsevado aumento populacional com 48 horas (p< 

0,05)  de incubação, mantendo-se estável ao longo das 96 horas estudadas. Assim, a 

menor velocidade de multiplicaçào do inóculo de 10
2
 UFC de Pseudomonas spp. /mL 

foi observado a 2ºC  e o tempo  máximo ideal de estocagem para não haver aumento na 

população foi de 48 horas. Santos et al (2009) relataram que a estocagem do leite cru 

refrigerado por períodos maiores que 48 horas são um problema para a qualidade do 
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leite e principalmente de derivados, pois aumenta a contagem de micro-organismos 

psicrotróficos, verificando  um aumento crescente da contagem desse grupo à medida 

que aumentou o tempo de armazenamento. Verificaram que psicotróficos e 

psicrotróficos proteolíticos, apresentaram ao longo do tempo diferença significativa de 

24 horas para 216 horas do leite estocado na fonte de produção 

Quando o inóculo de 10
5
UFC de Pseudomonas spp./mL foi incubado 

nas diferentes temperaturas, observou-se aumento na contagem da população (p<0,05), 

em relação a poulação zero, a 2ºC  a partir de 24 horas, a 4ºC com 72 horas e a  8ºC com 

48 horas (Tabela 2). Pode-se observar então que em populações iniciais maiores de 

Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas não retardaram o tempo de crescimento 

do micro- organismo. Já no inóculo de 10
6
UFC/mL, o tempo e a temperatura não 

influenciaram (p>0,05) na multiplicação da população de Pseudomonas spp. 

Tabela 2. Populações médias de Pseudomonas em log UFC/mL em leite integral a 

partir de diferentes inóculos iniciais (10
2,
10

5 
e 10

6 
UFC/mL) incubado à (2ºC, 4ºC e 

8ºC) durante 96h. 
                                                                   

Tempo 

(horas) 

   

População 

Inicial 

(UFC/mL) 

TºC 0 24 48 72 96 

 

10
2 

 

 

 

10
5 

 

 

 

10
6 

 

2 

4 

8 

 

2 

4 

8 

 

2 

4 

8 

2,3
A,b.α 

2,3
A,b,α 

2,3
2A,b,α 

 

5,3
A,b,α 

5,3
A,a,α 

5,3
A,b,α 

 

6,6
A,a,α 

6,6
A,a,α 

6,6
A,a,α 

5,1
A,a,b,α 

4,7
A,a,b,β 

6,2
A,a,α 

 

6,9
A,a,α 

6,6
A,a,b,α 

7,4
A,a,b,α 

 

6,6
A,a,α 

8,2
A,a,α 

7,7
A,a,α 

5,2
A,a,b,β

  

5,4
A,a,β 

6,4
A,a,α 

 

7,1
A,a,α 

6,9
A,a,b,α,β 

7,9
A,a,α 

 

7,1
A,a,α 

7,8
A,a,α 

8,1
A,a,α 

5,5
A,a,α 

5,7
A,a,α 

6,6
A,a,α 

 

7,3
A,a,α 

7,4
A,b,α 

8,1
A,a,α 

 

7,2
A,a,α 

7,6
A,a,α 

8,5
A,a,α 

5,5
B,a,α 

5,8
A,B,a,α 

7,0
A,a,β 

 

6,7
B,a,b,α 

7,4
A,B,b,α 

8,3
A,a,α,β 

 

7,1
A,a,α 

7,9
A,a,α 

10,2
A,a,α 

A,B 
  Letras maiúsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferença significativas 

(p<0,05) na temperatura  de incubação, no mesmo tempo, e mesmo inóculo inicial. 
a,b,c 

 letras minúsculas sobrescritas em uma mesma  linha indicam diferenças significativas (p<0,05)  entre  

os diferentes  tempos de incubação. 
α,β 

Letras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenças significativas(p<0,05) nas 

temperaturas nos diferentes tempo de incubação, entre os três inóculos (10
2
,10

5
,10

6
). 
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Ao analisarmos a influência, na multiplicação bacteriana, da 

temperatura de estocagem de cada inóculo dentro do mesmo tempo de incubação, pode-

se obervar diferença significativa (p< 0,05) na população de Pseudomonas spp apenas 

entre 2
o
C e 4

 o
C, no tempo 96 horas e somente nos inoculos  10

2
 e 10

5
UFC/mL. Desta 

forma, independente da população inicial de Pseudomonas spp, a temperatura de 

incubação influenciou na multiplicação bacteriana somente a partir de 96 horas de 

estocagem do leite 

Observou-se que, de maneira geral, independente do inóculo inicial 

testado, não houve diferença (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubação e do 

mesmo tempo de estocagem. Mudanças populacionais foram observadas somente 

quando os inóculos foram incubados a 2ºC, onde, com 48 horas de incubação, houve 

menor crescimento bacteriano (p<0,05) do inoculo inicial de 10
2 

UFC/mL. O mesmo 

ocorreu a 4ºC com 24 horas de incubação onde  a menor população(p<0.05) foi 

encontrada no inoculo 10
2 

UFC/mL e a 8ºC, onde com 96 hora,s a populacão do inoculo 

inicial de 10
2 

UFC/mL diferiu (p< 0,05) de 10
6 

UFC/mL (tabela 2). 

3.2 INFLUENCIA DO TEMPO E DA TEMPERATURA DE INCUBAÇÃO NA 

PROTEÓLISE PRIMÁRIA E SECUNDÁRIA EM LEITE INTEGRAL INOCULADO 

COM DIFERENTES POPULAÇÔES DE Pseudomonas spp. 

 

Na proteólise primária, chamada de índice de extensão, grandes 

micelas de caseína são clivadas em peptídeos, solubilizando a caseína. Quanto maior a 

proteólise primária, mais peptídeos solúveis serão liberados da caseína, sendo para- κ- 

caseína e glicomacropeptideos os mais importantes (FOX, 1989). A porcentagem de 

proteólise primária indica a hidrólise da caseína do leite, pois é expressa pela relação 

nitrogênio não caseico em relação ao nitrogênio total da amostra, indicando o percentual 

de hidrólise da caseína. Para Muir (1996) a fração κ-caseína localizada na superfície da 

micela de caseína é preferencialmente hidrolisada por proteases de psicrotróficos, e esta 

hidrólise causa o desenvolvimento de gosto amargo e induz o aumento da viscosidade, 

com eventual formação de gel do leite UAT/UHT, quando submetido a prolongado 

período de armazenamento. 

Na proteólise primária, não foi encontrada diferença significativa 

(p>0,05) entre os inóculos testados (10
2
,10

5
 e 10

6
UF/mL) (tabela 3) quando incubados 
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na mesma temperatura e tempo de incubação. Assim, tempos menores de estocagem a 

temperaturas mais baixas não foram efetivas no controle da proteólise primária quando 

o leite apresenta uma população mais elevada de Pseudomonas spp. 

Tabela 3.  Resultados médios de proteólise primária em porcentagem (%) das amostras 

de leite inoculado com Pseudomonas spp. com 3 diferentes populações (10
2
,10

5 
e 10

6 

UFC/mL) incubadas a  (2ºC, 4ºC e 8ºC)  durante 96h. 
  

 
 

  
 Tempo 

(horas)
 

      

População 

Inicial 

UFC/mL)
                       

 

 Tº   24 48  72  96  

10
2 

 

 

 

10
5 

 

 

 

10
6 

 

 

 

 

2 

4 

8 

 

2 

4 

8 

 

2 

4 

8
 

  7,65
B,a,α 

9,70
A,B,a,α 

10,64
A,a,α 

 

8,48
A,a,α 

9,65
A,a,α 

10,14
A,a,α 

 

8,41
A,a,α 

7,08
A,a,α 

8,42
A,a,α

 

7,67
A,a,α 

7,71
A,a,α 

10,21
A,a,b,α 

 

8,44
A,a,α 

8,54
A,a,α 

9,67
A,a,α 

 

9,61
A,a,b,c,α 

7,21
A,a,α 

9,44
A,a,α 

 8,65
A,a,α 

8,70
A,a,α 

9,58
A,a,b,α 

 

10,96
A,a,α 

7,72
A,a,b,α 

10,73
A,a,α 

 

8,51
A,a,b,α 

8,60
A,a,α 

8,79
A,a,α

 

 5,41
A,a,α 

7,02
A,a,α 

5,36
A,b,α 

 

5,20
A,a,α 

4,97
A,b,α 

4,71
A,b,α 

 

5,21
A,c,α 

4,91
A,b,α 

7,07
A,b,α

 

 

A,B  
Letras maiúsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferença significativas 

(p<0,05) na temperatura  de incubação, em cada inóculo. 
a,b,c 

 Letras minúsculas sobrescritas em uma mesma  linha indicam diferenças significativas (p<0,05)  

entre os diferentes  tempos de incubação, para cada inóculo. 
α,β

  Letras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenças significativas(p<0,05) na mesma 

temperatura nos diferentes tempo de incubação, entre os três inóculos (10
2
,10

5
,10

6
). 

 

Ao avaliarmos o efeito do tempo na proteólise primária para o inoculo 

inicial de 10
2
UFC/mL, apenas sob refrigeração a 8ºC foi observada diferença 

significativa (p<0,05) com redução neste índice no tempo 96hs, quando comparado com 

24 horas de incubação.  No inóculo inicial de 10
5 

UFC/mL a estocagem a 4ºC com 96 

horas promoveu redução no índice de proteólise primária, com diferença significativa 

(p< 0,05) do tempo de 24 e 48 horas de incubação. No inoculo 10
6
UFC/mL, a redução 

no índice de proteólise primária, quando comparada com as primeiras 24 horas (p< 

0,05), aconteceu com 96 horas (Tabela 3).  

Se considerarmos o efeito da temperatura dentro do mesmo tempo e 

inóculo, não houveram diferenças significativas (p> 0,05) no índice de proteólise 
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primária, exceto no inóculo de 10
2
UFC de Pseudomonas spp/mL onde no tempo de 24 

horas  a proteólise primária à 24 horas foi menor a 2ºC que a 8ºC. 

Assim, de maneira geral, os índices de proteólise primária observadas 

neste estudo, caracterizada pela solubilização da caseína por ação das proteases 

bacteriana, diminuíram somente após 96 horas de estocagem, mantendo-se 

relativamente estáveis ao longo das 72 horas, independentemente do inóculo inicial e da 

temperatura de armazenamento. Ainda, a temperatura, dentro do mesmo tempo de 

estocagem, não teve efeito no índice de proteólise primária. Santos et al (2009) 

avaliando o efeito do tempo e da temperatura de refrigeração no crescimento de 

psicrotróficos em leite, encontraram dados, onde leite cru com alta contagem de 

bactérias psicrotróficas e psicrotróficas proteolíticas não possuem necessariamente, 

atividade proteolítica mais elevada em comparação com amostras de contagem baixa. 

Rodrigues et al (2013) observaram após inocular em leite desnatado cepas de 

Pseudomonas  fluorencens,  e incubar a 4 ºC, 7 ºC e 10 ºC durante um período de dez 

dias a degradação da caseína presente no ágar-leite, evidenciando a atividade 

proteolítica desta bactéria. 

A relação entre o nitrogênio não proteico e o nitrogênio total, 

NNP/NT, também chamado Índice da Profundidade e proteólise secundária libera 

peptídeos de baixo peso molecular (FOX, 1989). Na proteólise secundária analisa-se a 

relação de nitrogênio não proteico, que são os provenientes de aminas, amidas, lecitina, 

aminoácidos, com nitrogênio total, indicando o percentual de hidrólise de peptídeos de 

maior peso molecular para menor, resultando na alteração de sabor do leite e odor 

pútrido. Na maturação, principalmente de queijos macios e semiduros, o gosto amargo é 

associado à liberação de peptídeos de baixo peso molecular pela ação das proteases 

(FURTADO, 1999). Portanto o controle na ocorrência da proteólise secundária no leite 

cru evita o gosto amargo em queijos. 
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Tabela 4. Resultados do índice de proteólise secundária em leite inoculado com 

Pseudomonas spp. em três inóculos (10
2
,10

5 
e 10

6 
UFC/mL) a três temperaturas (2ºC, 

4ºC e 8ºC), em tempos de estocagem de até 96 h 
                           

 Tempo 

(horas) 

   

População 

Inicial 

Log/mL 

TºC  24 48 72 96 

 

10
2 

 

 

 

10
5 

 

 

 

10
6 

2 

4 

8 

 

2              

4 

8 

 

2   

4 

8 

 5,48
A,a,α 

5,89
A,a,α 

5,86
A,a,α 

 

4,37
A,a,α 

6,57
A,a,α 

5,22
A,a,α 

 

5,77
A,a,α 

5,71
A,a,α 

5,47
A,a,α 

 

6,35
B,a,α 

6,70
B,a,α 

9,24
A,a,α 

 

8,45
A,a,α 

5,78
A,b,α 

7,87
A,a,α 

 

7,81
B,a,α 

6,10
B,a,α 

8,41
A,a,α 

 

5,46
A,a,α 

7,84
A,a,α 

7,66
A,a,α 

 

8,92
A,a,α 

7,85
A,a,α

 

8,38
A,a,α 

 

7,05
A,a,α 

7,26
A,a,α 

7,55
A,a,α 

6,35
A,a,α 

7,99
A,a,α 

8,61
A,a,α 

 

8,20
A,a,α 

7,52
A,a,b,β 

7,77
A,a,α 

 

5,85
A,a,α 

6,65
A,a,β 

7,03
A,a,α 

A,B 
Letras maiúsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferença significativas 

(p<0,05) na temperatura de incubação em cada inóculo.   
a,b,c 

 Letras minúsculas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenças significativas (p<0,05) 

entre os diferentes tempos de incubação para cada inóculo. 
α,β

  Letras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferenças significativas(p<0,05) em 

cada temperatura nos diferentes tempo de incubação, entre os três inóculos (10
2
,10

5
,10

6
UFC/mL). 

 

O tempo de incubação para o índice de proteólise secundária não teve 

efeito, independente da temperatura de estocagem e do inóculo inicial testado. 

Diferença significativa (p< 0,05) na proteólise secundária foi observada somente ao 

inocularmos a população de 10
5
UFC de Pseudomonas spp/mL a 4ºC, onde observou-se 

um índice menor com 48 horas de estocagem, quando comparado aos tempos de 24 e 72 

horas (tabela 4) 

  Quanto a influência da temperatura de estocagem na proteólise 

secundária, foi observada (p< 0,05) somente nos inóculos 10
2
 e 10

6
UFC/mL com 48 

horas de estocagem, onde a proteólise secundária foi maior a 8ºC, temperatura maior 

testada no experimento, quando comparada com as menores temperaturas testadas (4ºC 

e 2ºC) (tabela 4). A continuação da proteólise no leite resulta em sabores e odores 
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pútridos associados a produtos de degradação de baixo peso molecular, tais como a 

amônia, aminas e sulfetos (ARCURI, 2003). 

Ao analisarmos os inóculos na mesma temperatura e tempo, pode-se 

observar que independente do inoculo inicial de Pseudomonas spp. testado, o índice de 

proteólise foi o mesmo. Diferença significativa (p< 0,05) foi observada somente entre 

os inóculos estocados a 4ºC com 96 horas (Tabela 4) 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Reduzido tempo de estocagem e menor temperatura de incubação 

influenciaram no crescimento bacteriano somente na menor população inicial de 

Pseudomonas spp. estudada. No índice de proteólise primária somente o tempo teve 

influencia, com índices menores após 96 horas de estocagem. Para proteólise 

secundária, a temperatura menor de estocagem teve efeito na redução do índice apenas 

nas primeiras 48 horas. Assim, a contaminação do leite com Pseudomonas spp, 

independente da população inicial e forma de estocagem, acarretará prejuizos à 

composição proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor e redução no rendimento 

industrial. 
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5 CONCLUSÃO GERAL 

 

Observa-se que reduzido tempo de estocagem e menor temperatura de 

incubação influenciaram no crescimento bacteriano somente na menor população inicial 

de Pseudomonas spp estudada. No índice de proteólise primária somente o tempo teve 

influencia, com índices menores após 96 horas de estocagem. Para proteólise 

secundária, a temperatura menor de estocagem teve efeito na redução do índice apenas 

nas primeiras 48 horas. Assim, a contaminação do leite com Pseudomonas spp, 

independente da população inicial e forma de estocagem, acarretará prejuizos à 

composição proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor e redução no rendimento 

industrial. 
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