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RIBEIRO, A. C. P. Comportamento proteolitico de Pseudomonas spp. isolada de leite cru
refrigerado. 2015. 42f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Leite e
Derivados — UNOPAR- Unidade Piza, Londrina, 2015.

RESUMO

O conhecimento do comportamento proteolitico de Pseudomonas spp. em diferentes tempos e
temperaturas é importante para determinacdo das melhores condi¢fes de estocagem do leite
cru refrigerado. Objetivou-se avaliar durante 96 horas, a capacidade de multiplicacdo e de
protedlise, de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru refrigerado de produtores de Londrina-
PR e incubadas em 2°C, 4°C e 8°C. As cepas a serem testadas tiveram o género confirmado
pela técnica de Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Em seguida, foram recuperadas
com inoculagdo em 200 mL de leite integral reconstituido a 12% (21°C/48 h). A populacéo de
Pseudomonas foi determinada e diluicdes decimais foram realizadas até 107, 10° e 10° UFC/
mL. O estudo foi realizado a partir de aliquotas de 400 mL de leite integral reconstituido a
12% e esterilizado a 121°C/ 15 minutos, inoculado com as trés populagdes determinadas e
incubados a 2°C, 4°C, 8°C. A contagem de Pseudomonas spp foi a agar base para
Pseudomonas com suplemento CFC (30°C/ 48 h). A proteo6lise foi determinada através do
método de Kjeldahl, Nitrogénio total, Nitrogénio ndo caseico (NNC) e nitrogénio ndo proteico
(NNP), utilizando os indices de protedlise priméria e secundéria. A menor velocidade de
multiplicacdo do inéculo de 10° UFC de Pseudomonas spp. /mL foi observado a 2°C e o
tempo maximo ideal de estocagem para ndo haver aumento na populacédo foi de 48 horas. Em
populacBes iniciais de 10° UFC de Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas n&o
retardaram o tempo de crescimento do micro-organismo. J4 no inéculo de 10°UFC/mL, o
tempo e a temperatura ndo influenciaram (p>0,05) na multiplicacdo da populagdo. Assim,
independente da populacdo inicial de Pseudomonas spp, a temperatura de incubagéo
influenciou na multiplicacdo bacteriana somente a partir de 96 horas de estocagem do leite.
Verificou-se também que, de maneira geral, independente do indculo inicial testado, ndo
houve diferenca (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubacdo e do mesmo tempo de
estocagem. Os indices de protedlise priméaria observadas neste estudo diminuiram somente
apos 96 horas de estocagem, mantendo-se relativamente estaveis ao longo das 72 horas,
independentemente do inoculo inicial e da temperatura de armazenamento. Ainda, a
temperatura, dentro do mesmo tempo de estocagem, ndo teve efeito no indice de protedlise
primaria. O tempo de incubacdo para o indice de protedlise secundaria ndo teve efeito,
independente da temperatura de estocagem e do indculo inicial testado. Quanto a influéncia
da temperatura de estocagem na proteolise secundaria, foi observada (p< 0,05) somente nos
indculos 10° e 10°UFC/mL com 48 horas de estocagem, onde a protedlise secundaria foi
maior a 8°C quando comparada com as menores temperaturas testadas (4°C e 2°C). Ao
analisarmos os indculos na mesma temperatura e tempo, pode-se observar que independente
do inoculo inicial de Pseudomonas spp. Testado, o indice de proteolise foi 0 mesmo. Assim, a
contaminacgéo do leite com Pseudomonas spp, independente da populagéo inicial e forma de
estocagem, acarretara prejuizos a composicao proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor
e reducdo no rendimento industrial.

Palavras-chave: Lacteo. Protease. Fatores extrinsecos. Gram negativo.



RIBEIRO, A. C. P. Proteolytic behavior of Pseudomonas spp. isolated from refrigerated
raw milk. 2015. 42f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados
— UNOPAR- Unidade Piza, Londrina, 2015.

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 2°C, 4°C
and 8°C. 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% (21°C /48 h). the population of Pseudomonas was determined and decimal dilutions were
performed up to 102, 10° and 10°CFU /mL. the study was conducted from rates of 400 mL of
whole milk reconstituted to 12% and sterilized at 121°C / 15 minutes, inoculated with the
three certain populations and incubated at 2°C, 4°C, 8°C. Pseudomonas spp count agar was the
basis for Pseudomonas CFC supplement (30°C / 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 CFU Pseudomonas spp. / ml was observed at 2°C and the optimal maximum
storage time for no increase in the population was 48 hours. In initial population of 10°CFU of
Pseudomonas spp. Lower temperatures did not slowed the rise time of the microorganism. |
inoculum 10° 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° CFU 10% and / mL with 48 hours of storage, where
the secondary proteolysis to 8°C was higher compared with the lower temperatures tested (
4°C and 2°C). 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 INTRODUCAO

O leite, por tratar-se de um alimento perecivel, merece atencéo especial
na sua producdo, beneficiamento, comercializacdo e consumo, pois estara sempre
sujeito a uma série de alteragdes (FURTADO et al., 2004). Segundo Nero et al. (2005),
a adocdo do resfriamento do leite nas propriedades e a granelizagdo da coleta séo
importantes medidas para melhorar a qualidade microbioldgica do leite. De acordo com
a Instrucdo Normativa n.62 de 2011 do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), o leite deve ser resfriado por expansdo direta até temperatura
igual ou inferior a 4°C, no maximo em 3h ap6s o término da ordenha e deve chegar a
industria beneficiadora em até 48 horas a 10°C (BRASIL, 2011).

A estocagem do leite cru refrigerado por periodos maiores que 48
horas € um problema para a qualidade do leite e, principalmente, de derivados, pois
aumenta a contagem de micro-organismos psicrotroficos, refletindo negativamente na
qualidade do leite cru refrigerado (SANTOS et al., 2009). Os psicrotréficos encontrados
no leite sdo, 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 populacdo quando o leite é produzido em mas condicBGes higiénicas
(GUERREIRO et al., 2005; SILVA et al.,, 2011; VALLIN et al., 2009; VIDAL-
MARTINS et al.,, 2005;YAMAZI et al., 2010). Os psicrotréficos, a partir de uma
populacdo minima entre 10° e 10" unidades formadoras de col6nias (UFC)/mL (COSTA
et al.,, 2002; FURTADO, 1999; MAHIEU, 1991; MUIR, 1996), produzem proteases
elou 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 reducédo de vida util do
leite e de outros produtos lacteos, pois podem provocar alteragcdes sensoriais, perda de
consisténcia e geleificacdo (MU et al., 2009; NORNBERG, 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 multiplicagéo
em ambiente refrigerado quando comparadas a outras bactérias Gram negativas
(KUMARESAN et al., 2007; SMITHWELL; KAILASAPATHY, 1995).

A producdo enzimatica de proteases, lipases e fosfolipases pelos micro-
organismos estd relacionada com a temperatura, fase de crescimento do micro-
organismo, disponibilidade de oxigénio e composicdo do meio, sendo sua atividade
dependente de temperatura, pH e concentragio do substrato (NUNEZ; NUNEZ, 1983).
A producéo 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 6timas para a multiplicacdo do micro-organismo (MAHIEU, 1991; SANTANA
etal., 2001).

Apesar da importancia dos psicrotréficos na qualidade do leite cru e
dos derivados lacteos, 0 MAPA n&o estipula um padrdo de identidade e qualidade do
leite baseado na populacéo destes micro-organismos. Contudo, é considerado um risco a
utilizacdo de leite em que a populacdo de psicrotréficos tenha excedido 5,0 x 10°
UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a possibilidade da presenca de enzimas hidroliticas
extracelulares (SHIRAI, 2010).

Assim, o estudo do comportamento proteolitico de cepas de
Pseudomonas spp. em diferentes populacdes e temperaturas ao longo de 96h, é
importante para determinar as melhores condicdes de estocagem do leite cru

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

Avaliar a capacidade de multiplicacdo e de proteélise de diferentes
populacdes de Pseudomonas spp. (102, 10° e 10° UFC/mL) em leite em pé reconstituido
e incubado a 2°C, 4°C e 8°C, durante 96h.
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3 REVISAO 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 bacteriolégica das
aguas, utensilios higienizados inadequadamente, problemas com a sanidade dos
ordenhadores e dos animais, contribuem, de modo decisivo, para a carga microbioldgica
do leite (YAMAZI et al., 2010).

Visando a melhoria da qualidade do leite, foi regulamentada a sua
refrigeracdo nas propriedades, o transporte a granel em caminhdes isotérmicos e padroes
minimos de contagem bacteriana total e de células sométicas pelo MAPA (BRASIL,
2002; BRASIL, 2011).

De acordo com a regulamentacdo em vigor (BRASIL, 2011) o leite
armazenado em tanque de refrigeracdo por expansdo direta deve ter temperatura igual
ou inferior a 4°C e em tanques de refrigeracdo por imersao a temperatura deve ser igual
ou inferior a 7°C, em um tempo maximo de trés horas apds o término da ordenha.
Quando o leite é recebido no estabelecimento beneficiador sua temperatura pode ser
igual ou inferior a 10°C, sendo o tempo méaximo de 48 horas para a chegada do leite cru
na indastria (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011).

Porém, a estocagem do leite cru refrigerado por periodos maiores que
48 horas sdo um problema para a qualidade do leite e principalmente de derivados, pois
aumenta a contagem de micro-organismos psicrotréficos (SANTOS et al., 2009), que
tém a capacidade de se multiplicar a 7°C ou menos (FRANK et al., 1992). Estes micro-
organismos sdo 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 refrigeracdo, deve
ocorrer perda da qualidade do leite se ndo for realizado um controle efetivo da
contaminagéo inicial (MARTINS et al., 2004; SANTOS et al., 2009) atraves de boas
praticas de ordenha (GUERREIRO et al., 2005; SILVA et al., 2011; VALLIN et al.,
2009;YAMAZI et al., 2010).
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A populacdo de psicrotroficos 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* UFC/ml de P. fluorescens incubadas a 2, 4, 7 e
10°C e constataram que as temperaturas de 2°C e 4°C foram efetivas para o controle do
crescimento de P. fluorescens apds 24 horas de incubacdo. Apds 48 horas, a populacéo
dessa bactéria foi de 10° UFC/mL a 2°C, 10° UFC/mL a 4°C, 10°® UFC/mL a 7°C e de
10" UFC/mL a 10°C. Esses autores afirmaram que mesmo nas temperaturas de
refrigeracdo propostas pela legislacdo pode ocorrer a perda de qualidade da matéria-
prima se ndo for realizado controle efetivo da contaminacdo inicial. Kumaresan et al.
(2007) encontraram resultados semelhantes ao comparar o crescimento de psicrotréficos
em diferentes temperaturas de incubacdo. Para os autores, 2°C foi a temperatura que
apresentou 0 menor crescimento bacteriano significativo, além de menores atividades
proteolitica e lipolitica.

Embora o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento nédo
estipule um padrdo de identidade e qualidade do leite, baseado na contagem de
psicrotroficos, considera-se que em condicGes sanitarias adequadas, as bactérias
psicrotroficas representam menos de 10% da microbiota total do leite cru; no manejo
higiénico ndo satisfatorio, os micro-organismos psicrotréficos podem ultrapassar 75%
(NIELSEN, 2002).

3.2 MICROBIOTA PSICROTROFICA

As bactérias psicrotroficas encontradas no leite ndo constituem um
grupo taxonémico especifico, sendo incluidos pelo menos 15 géneros pertencentes aos
grupos de bactérias Gram positivas e Gram negativas. Os principais géneros envolvidos
na alteragdo do leite sdo Pseudomonas, Bacillus, Flavobacterium, Alcaligenes,
Micrococcus, Yersinia, Staphylococcus, Listeria, Serratia, Corynebacterium e
Clostridium (SHIRALI, 2010).

Os psicrotroficos Gram negativos sdo 0s mais comumente isolados
em leite cru refrigerado (CATANIO et al., 2012), sendo o género Pseudomonas 0
principal associado a deterioracdo deste produto (ARCURI et al., 2008; PINTO et al.,
2006; SANTOS et al., 2010; SILVA, 2005) em razédo do curto tempo de geracdo em
temperaturas de refrigeracdo (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 prote6lise como de lipolise. Também verificaram que
do total de cepas psicrotroficas isoladas de leite cru refrigerado, 81.2% eram Gram
negativas, e, entre aquelas cujas espécies foram identificadas, 58.4% era P. fluorescens,
a psicrotrofica Gram negativa mais comumente encontrada, caracterizada por um
crescimento répido e intensa capacidade proteolitica (ARCURI et al., 2008; GLORIA et
al., 2011).

3.3 ENZIMAS EXTRACELULARES

O metabolismo dos micro-organismos psicrotroficos em temperaturas
inferiores a 10°C torna-se predominantemente lipo-proteolitico, expressando-se pela
producdo 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 numero minimo de micro-organismos psicrotréficos €
necessario para que a acao das enzimas extracelulares (proteases e lipases) produzidas
por estas bactérias possam promover alteracdes no leite e seus derivados, valores estes
que variam entre 10° e 10’ UFC/ml (FURTADO, 1999; MAHIEU, 1991; MUIR, 1990).
Segundo Shirai (2010), é considerada inviavel a utilizacdo de leite em que a contagem
de psicrotréficos tenha excedido 5,0 x 10° UFC/mL, pois, nesse caso, é grande a
possibilidade da presenca de enzimas hidroliticas extracelulares durante a fase log.

Wiking et al. (2002) e Haryani et al. (2003) detectaram aumento da
protedlise apds estocagem do leite a 2, 4 e 8°C, mesmo com baixa contagem de
bactérias psicrotroficas.

A producdo enzimatica de proteases, lipases e fosfolipases esta
relacionada a temperatura, fase de crescimento do microrganismo, disponibilidade de
oxigénio e composicdo do meio, sendo sua atividade dependente de temperatura, pH e
concentracdo do substrato (NUNEZ e NUNEZ, 1983). A producéo destas enzimas por
cepas de Pseudomonas, em refrigeracdo ocorre principalmente no final da fase log de
crescimento celular (MAHIEU, 1991) e na fase estacionaria, sendo a sua sintese maior
abaixo da temperatura 6tima de crescimento que é de 20 a 30°C. (ARCURI, 2003). De
acordo com Sorhaung e Stepaniak (1997), Pseudomonas fluorescens sintetiza seis vezes
mais proteases a 3°C que a 29°C. Ja de acordo com Arcuri et al. (2008), do total de 94

cepas de P. fluorescens isoladas em leite cru refrigerado, todas foram lipoliticas a 4°C,
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7°C, 10°C e 21°C, sendo que a atividade proteolitica a estas temperaturas foi verificada,
respectivamente, em 66%, 74,5%, 88,3% e 95,7% das estirpes.

As proteases produzidas por Pseudomonas sdo ativadas em
temperatura e pH baixos (SORHAUNG e STEPANIAK, 1997). Segundo Mahieu
(1991), o pH o6timo para proteases € 7,8, ocorrendo a atividade maxima entre 40°C e
45°C, mantendo-se ativas mesmo em temperatura e pH inferiores. As lipases sé&o
produzidas em maior quantidade em temperatura entre 20°C e 21°C (MAHIEU, 1991),
podendo manter sua atividade em 50% a 0°C.

Os problemas ou defeitos atribuidos a Pseudomonas spp. sdo
rancidez, sabor amargo, geleificacdo 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 &cido sialico e reducdo no rendimento na fabricacéo
de queijos (ARCURI et al., 2008).

3.4 PROTEASES BACTERIANAS

A protedlise em leite pode ser causada por proteases naturais deste
alimento (plasmina) ou por enzimas produzidas por micro-organismos psicrotroficos
durante a estocagem sob refrigeracdo. Estes dois tipos de enzimas diferem entre si pela
especificidade nas proteinas do leite. As proteases produzidas pelos psicrotroficos sdo
geralmente metaloproteinases, isto €, precisam de um ion como o célcio, para atingir sua
atividade otima. A plasmina tem o aminoacido serina como sitio ativo (NIELSEN,
2002).

A plasmina é a principal enzima proteolitica natural do leite fresco
com baixa Contagem de células Somaéticas e baixa contagem bacteriana. Em casos de
leite mastitico verifica-se um aumento na concentracdo de plasmina. Esta enzima é
derivada do seu precursor inativo, 0 plasminogénio. O leite tem quatro vezes mais
plasminogénio do que plasmina e ambos sdo associados a micela de caseina. Qualquer
fator que converta plasminogénio a plasmina pode ter um impacto negativo sobre a
proteina do leite, uma vez que esta hidrolisa prontamente as- ¢ p-caseinas (FOX E
MCSWEENEY, 1998).

A acdo das proteases bacterianas, principalmente do género
Pseudomonas, € similar a da quimosina, enzima empregada na coagulacdo enzimatica

do leite para obten¢do de queijo. Esta atua sobre a k-caseina, causando a ruptura do
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enlace Phel05-Met106, provocando a desestabilizacdo e desnaturagdo das micelas de
caseina, levando a formacdo de dois peptideos: a para-k-caseina, que permanece nas
micelas de caseina, e 0 glicomacropeptideo, formado pelos residuos de aminoacidos 106
a 169 (TULLIO, 2007).

O acumulo e a acdo de enzimas extracelulares, proteoliticas e
lipoliticas, sdo normalmente correlacionados com a deterioracdo da qualidade do leite e
dos produtos lacteos (tabela 1) (SORHAUG E STEPANIAK, 1997). As proteases
produzidas por psicrotréficos sdo capazes de degradar kapa, alfa s-1, e beta caseinas,
todas ligadas a geleificacdo do leite UHT (COUSIN, 1982). Segundo Santos et al.
(2009), a atividade proteolitica ndo esta relacionada somente com a alta contagem de
micro-organismos psicrotroficos; o tipo da bactéria que se encontra presente e a
atividade de enzimas enddgenas no leite sdo citados como fatores de importancia.

A geleificagdo perda de fluidez do leite com formacéo de gel, pode
ser causada por protease natural do leite (plasmina), quando o leite cru é de boa
qualidade, ou por proteases de psicrotroficos, quando o leite cru é de baixa qualidade
(FOX e MCSWEENEY, 1988).

Quando o leite € mantido em temperatura de refrigeracdo 4°C, uma de
suas caracteristicas ¢ a dissocia¢do das caseinas da micela, especialmente da 3-caseina
(FOX E MCSWEENEY, 1998). Nesta condicdo a acdo das proteases é favorecida e
responsavel pela liberacdo de peptideos que podem causar sabor desagradavel no leite

pasteurizado.
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Tabela 1. Efeito da multiplicacdo de psicrotroficos em leite cru antes do tratamento
térmico, sobre a qualidade dos produtos lacteos e leites processados.

Produto

Populacéao de

psicrotréficos no leite cru

(Log UFC/ml)

Efeito sobre a qualidade
do produto

Leite UHT

Leite em po

Leite pasteurizado

Queijos duros

Queijo Cottage

Manteiga

logurte

5,9

6,9-7,2

6,3-7,0

5,5

6,5- 7,5

7,5-8,3

5,0-7,8

Nao determinado

7,6-78

Geleificacdo  apés 20
semanas.

Geleificacdo apos 2-10
semanas desenvolvimento
gradual de sabor amargo,
sujo e envelhecido.

Reducdo da capacidade
térmica e aumento da
capacidade de  formar
espuma em leite
reconstituido.

Sabor de qualidade inferior
quando comparado a leite
pasteurizado produzido
com outro leite sem
psicrotroficos.

Rancidez

Alteracdo de sabor,
principalmente rancidez e
sabor de sabdo. Reducdo de
rendimento na fabricagéo

Sabor amargo

Desenvolvimento mais
rapido de rancidez em
manteiga feita a partir de
leite refrigerado do que de
leite fresco, lipase de
Pseudomonas estava ativa
na manteiga congelada.

Gosto amargo, sabor sujo
ou de fruta, dependendo da
microbiota.

Dados compilados por Sorhaug e Stepaniak (1997)
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RESUMO

Obijetivou-se avaliar durante 96 horas, a capacidade de multiplicacao e de protedlise, de
cepas de Pseudomonas spp. isoladas de leite cru refrigerado e incubadas em 2°C, 4°C e
8°C. As cepas tiverem o género confirmado pela técnica de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR). Em seguida, foram recuperadas com inoculagdo em leite integral
reconstituido a 12% (21°C/48 h). A populacdo de Pseudomonas foi determinada e
diluicdes decimais foram realizadas até 10%, 10° e 10° UFC/ ml. O estudo foi realizado a
partir de aliquotas de 400 mL de leite integral reconstituido a 12%(121°C/ 15 minutos),
inoculado com as trés populages determinadas e incubados a 2°C, 4°C, 8°C. A
contagem de Pseudomonas spp foi a agar base para Pseudomonas com suplemento CFC
(30°C/ 48 h). A proteolise foi determinada através do método de Kjeldahl, Nitrogénio
total, Nitrogénio ndo caseico (NNC) e nitrogénio ndo proteico (NNP), utilizando os
indices de proteolise priméria e secundaria. A menor velocidade de multiplicagao do
inéculo de 10° UFC de Pseudomonas spp. /mL foi observado a 2°C e o tempo maximo
ideal de estocagem foi de 48 horas. Em populacdes iniciais de 10° UFC de
Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas nao retardaram o tempo de crescimento
do micro-organismo. J& no inéculo de 10°UFC/mL, o tempo e a temperatura ndo
influenciaram (p>0,05) no crescimento. Assim, independente da populacdo inicial de
Pseudomonas spp, a temperatura de incubacgéo influenciou na multiplicacdo bacteriana
somente a partir de 96 horas. Verificou-se também que, independente do indculo inicial
testado, ndo houve diferenca (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubacéao e do
mesmo tempo de estocagem. Os indices de protedlise primaria diminuiram somente
ap6s 96 horas, mantendo-se relativamente estaveis ao longo das 72 horas,
independentemente do inoculo inicial e da temperatura de armazenamento. Ainda, a
temperatura, dentro do mesmo tempo de estocagem, ndo teve efeito no indice de
protedlise priméaria. O tempo de incubacdo para o indice de protedlise secundaria ndo
teve efeito, independente da temperatura de estocagem e do indculo inicial testado.
Quanto a influéncia da temperatura de estocagem na protedlise secundéria, foi
observada (p< 0,05) somente nos indculos 10 e 10°UFC/mL com 48 horas, onde a
protedlise secundaria foi maior a 8°C que a 4°C e 2°C. Ao analisarmos os indculos na
mesma temperatura e tempo, pode-se observar que o indice de proteélise foi 0 mesmo.
Assim, a contaminacdo do leite com Pseudomonas spp, independente da populacdo
inicial e forma de estocagem, acarretara prejuizos a composicdo proteica do leite,
favorecendo defeitos de sabor e redugdo no rendimento industrial.

Palavras-chave: Lacteo. Protease. Fatores extrinsecos. Gram negativo.
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1 INTRODUCAO

O leite, por tratar-se de um alimento perecivel merece atencdo
especial na sua producdo, beneficiamento, comercializacdo e consumo, pois estara
sempre sujeito a alteracbes (FURTADO et al., 2004). A adocao do resfriamento do leite
nas propriedades e a granelizacdo da coleta sdo importantes medidas para melhorar a
qualidade microbioldgica do leite (NERO et al., 2005). De acordo com a Instrucéo
Normativa n.62 de 2011 preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), desde 2011 o leite deve ser resfriado por expansao direta até
temperatura igual ou inferior a 4°C no maximo em 3hs apds o término da ordenha e
deve chegar a industria beneficiadora em até 48 horas a 10°C (BRASIL, 2011).

A estocagem do leite cru refrigerado por periodos maiores que 48
horas € um problema para sua qualidade e, principalmente, de seus derivados, pois um
aumento da populagdo de micro-organismos psicrotroficos, refletindo negativamente na
qualidade deste leite (SANTOS et al., 2009). Os psicrotréficos encontrados no leite séo
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 etal., 2011; YAMAZI et al., 2010) apresentando aumento na populacdo quando
o leite é produzido em mas condicdes higiénicas (GUERREIRO et al., 2005; SILVA et
al., 2011;VALLIN et al., 2009; VIDAL-MARTINS et al., 2005;YAMAZI et al., 2010).
Os psicrotréficos, a partir de uma populacdo minima entre 10° e 10" Unidades
Formadoras de Colonias (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 reducdo de vida til do leite e de outros produtos
lacteos, devido a alteracGes sensoriais, perda de consisténcia e geleificacdo (MU et al.,
2009; NORNBERG, TONDO; BRANDELLI, 2009).

Pseudomonas representa a espécie psicrotréfica 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 multiplicacdo
em ambiente refrigerado comparada as bactérias Gram negativas (KUMARESAN et al.,
2007; SMITHWELL; KAILASAPATHY, 1995).
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A producdo enzimatica de proteases, lipases e fosfolipases pelas
Pseudomonas esta relacionada com a temperatura, disponibilidade de oxigénio e
composicdo do meio, além da fase de crescimento do micro-organismo, sendo sua
atividade dependente de temperatura, pH e concentracio de substrato (NUNEZ;
NUNEZ, 1983). A producdo 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 6timas para a multiplicagdo do micro-organismo
(MAHIEU, 1991; SANTANA et al., 2001).

Apesar da importancia dos psicrotroficos na qualidade do leite cru e
dos derivados lacteos, 0 MAPA n&o estipula um padrdo de identidade e qualidade do
leite baseado na contagem destes micro-organismos. Contudo, é considerado um risco a
utilizacdo de leite em que a populacdo de psicrotréficos tenha excedido 5,0 x 10°
UFC/mL, pois, nesse caso, € grande a possibilidade da presenca de enzimas hidroliticas
extracelulares (SHIRAI, 2010).

O tempo de estocagem do leite refrigerado em temperaturas
recomendadas até 10°C representa um fator importante para qualidade do leite e seus
derivados e, conforme rotina de empresas de beneficiamento, 0 armazenamento chega a
ser de até 96h em média apds a ordenha. Desta maneira neste trabalho objetivou-se
avaliar a capacidade de multiplicacdo e de protedlise de diferentes populaces de
Pseudomonas spp. (10%, 10° e 10° UFC/mL) em leite em pé reconstituido e incubado a
2°C, 4°C e 8°C, durante 96h.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Preparo do inéculo

As cepas de Pseudomonas spp. Utilizadas foram isoladas de amostras
de leite cru refrigerado, coletadas no periodo de 11 de junho de 2013 e 24 de fevereiro
de 2014, de cinco produtores do municipio de Londrina-PR, para estudo da avaliacdo da
populacdo de Pseudomonas spp e P. fluorescens em leite cru refrigerado, apresentado
em Dissertagdo de Mestrado de Ciéncia e Tecnologia de Leite e Derivados,
Universidade Norte do Parand (ALMEIDA, 2014). As cepas foram mantidas em caldo

Brain Heart Infusion (B.H.I), (Himedia, Mumbai, india) com 40% de glicerol, a 0°C no
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laboratério de microbiologia da Universidade Norte do Parang, devidamente
identificadas.

2.1.1 Confirmacdo do género Pseudomonas spp.

Para confirmagdo do género Pseudomonas spp. Oito cepas foram
identificadas pelo método de extracdo de DNA (acido desoxirribonucleico) genémico
bacteriano, utilizando o Kit “Wizard Genomic DNA Purification Kit Promega”
(Promega Corporation., Madison, USA) e realizado a PCR (Polymerase Chain

Reaction)

2.1.2 Extracdo 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 600pl de solucéo de Lise e ressuspendido, incubado em banho-maria a 80°C
por 5 minutos e resfriado a temperatura ambiente. Depois, foi adicionado 3uL de
solucdo de RNAse e homogeneizado, acrescentado 200uL de solucdo de precipitacdo e
agitado vigorosamente por 20 segundos, novamente incubado no gelo por 5 minutos e
centrifugado a 13.000 rpm por 3 minutos. Foi transferido 700uL do sobrenadante para
novo tubo, adicionado 600uL de isopropanol, homogeneizado por inversao lentamente e
centrifugado a 13.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e retirado o
excesso de liquido invertendo o tubo sobre papel absorvente por 15 minutos. Foi
adicionado 100uL de solucéo de hidratagdo e incubado a 4°C Over night.

Para realizacdo da PCR, protocolo descrito por Louws et al (1994)
com modificagdes, cada amostra foi preparada com um mix de: agua 15,8pl, DNA: 2pl,
tamp&o: 2,5ul, mgcl2(25mM): 1,5ul, dntPs(2,5mM): 2,0ul, PGSF: 0,5ul. Primers
PGSR: 0,5ul e Tag (enzima): 0,2ul. Foi colocado em cada tubo 23ul do mix + 2uL de
cada amostra correspondente. Estas amostras foram levadas ao termo ciclador,
obedecendo ao seguinte ciclo: 95°C- 2 minutos, 95°C- 40 segundos, 54°C- 30 segundos,
72°C- 45 segundos, 72°C- 7 minutos, este ciclo é repetido 39X.

Depois de concluido o ciclo, as amostras foram retiradas do aparelho,
enumerados novos tubos de 1,5mL e adicionados 7L de cada amostra mais 7uL de

solucéo tampé&o. Foram aplicadas 10uL de cada amostra no gel de agarose e submetidas
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por aproximadamente 3 a 4 horas a eletroforese gel. Apds, foi visualizado sob luz
ultravioleta em trans-iluminador, onde foi verificada a presenca de fragmentos

amplificados, analisados com parametros de similaridade.

Figura 1- Perfil eletroforético de cepas de Pseudomonas spp.

M: Marcador padrdo molecular 1kb DNA
1,2,4,7 2 10 e 12: amostras
B:Branco

Pp: Pseudomonas putida (Controle positivo)
Pa: Pseudomonas aeruginosa (Controle positivo)

2.1.3 Recuperacdo das cepas e Determinacdo da populacdo de Pseudomonas spp.

Das 8 cepas confirmadas para o género Pseudomonas spp, trés foram
utilizadas para o experimento.

Realizou-se a recuperacdo das cepas de Pseudomonas spp. Estocadas
a 0° C inoculando-as em 200 mL (SILVA et al., 2009) de leite desnatado em po (
Ninho, Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) reconstituido a 12% (SANTOS et al., 2010) e
posteriormente incubado a 21°C/48 hs. Apos este tempo a populacdo de Pseudomonas
spp. foi determinada através do plaqueamento em superficie, a agar base para
Pseudomonas com suplemento CFC (Himedia, Mumbai, India), seguido de incubacao a
30°C durante 48h (APHA; FAGUNDES et al., 2006). A partir da definicdo da
populacdo, foram realizadas dilui¢des decimais em solucdo salina 0,85% até atingir as
populacdes de 10% 10° e 10° UFC/ ml. Cada diluicio selecionada foi imediatamente

utilizada como cultura para o experimento.

2.2 Capacidade de Multiplicacédo e de Proteo6lise
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Aliquotas de 400 mL de leite integral em p6 (Ninho, Nestlé, S&o
Paulo, Brasil) reconstituido a 12% e esterilizado a 121°C/ 15 min, foram adicionadas
separadamente, de 4 ml dos inéculos de Pseudomonas previamente preparados (107,
10° e 10° UFC/ mL) e incubadas a 2°C, 4°C e 8°C, durante 96h. As analises
microbioldgicas e fisico-quimicas foram realizadas a cada 24h em duplicata e triplicata,
respectivamente. Foram realizados trés experimentos, em cada um utilizando uma das

cepas selecionadas.

2.2.1 Enumeracdo de Pseudomonas spp.

As amostras de leite inoculadas com Pseudomonas foram diluidas em
solucdo salina 0,85% e plaqueadas em superficie em Pseudomonas Agar Base, com
adicdo de suplemento Cefalotina, Acido Fusidico, Cetrimida (CFC) e incubadas a 30° C
por 48 horas (FAGUNDES et al., 2006).

2.2.2 Avaliacdo de protedlise

As fracBes proteicas foram determinadas pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 1995), através do teor de nitrogénio total (NT), nitrogénio ndo caseico (NNC)
e nitrogénio ndo proteico (NNP). O NNP foi avaliado a partir do filtrado apos
precipitagdo do leite pela adicdo de &cido tricloroacético (TCA 24 %) e o NNC foi
avaliado a partir do filtrado apds precipitacdo do leite ao ponto isoelétrico da caseina
(pH 4,6).

O indice de protedlise primaria foi determinado a partir da relacédo
NNC (Nitrogénio ndo caseico) /NT (Nitrogénio Total) e o de protedlise secundaria pelo
NNP (Nitrogénio néo proteico) /NT.
Foram utilizadas as seguintes equacdes:
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 HCI fc = fator de correcdo do HCI utilizado
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pa= peso de amostra, em gramas
0,994 = correcdo do volume de precipitado, considerando leite integral.

2) Protedlise primaria= NNC/NT x 100

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

V, fc, N = HCI utilizado na titulagdo.
pa e pb = peso das aliquotas, em g.

20 = diluicéo
4) Protedlise secundaria= NNP/NT x 100
2.3 Anélise dos Dados

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05), com auxilio do programa Statistica (STATSOFT, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INFLUENCIAS DO TEMPO E DA TEMPERATURA DE INCUBACAO NA
MULTIPLICACAO DE DIFERENTES POPULACOES DE PSEUDOMONAS SPP.
INOCULADAS EM LEITE INTEGRAL.

De acordo com a tabela 2, observando cada in6culo em 3 temperaturas
(2°C, 4°C e 8°C) ao longo de 96 h, verificou-se que a populagéo inicial de Pseudomonas
spp. de 10 UFC/mL, quando estocada a 2°C, apresentou-se estavel (p> 0,05) até 48
horas de incubacdo, seguido da multiplicacdo bacteriana a partir de 72 horas (p<0,05).
Ja nas temperaturas de 4°C e 8°C, foi obsevado aumento populacional com 48 horas (p<
0,05) de incubagdo, mantendo-se estvel ao longo das 96 horas estudadas. Assim, a
menor velocidade de multiplicacao do in6culo de 10° UFC de Pseudomonas spp. /mL
foi observado a 2°C e o tempo maximo ideal de estocagem para ndo haver aumento na
populacéo foi de 48 horas. Santos et al (2009) relataram que a estocagem do leite cru

refrigerado por periodos maiores que 48 horas sdo um problema para a qualidade do
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leite e principalmente de derivados, pois aumenta a contagem de micro-organismos
psicrotroficos, verificando um aumento crescente da contagem desse grupo a medida
que aumentou o tempo de armazenamento. Verificaram que psicotréficos e
psicrotroficos proteoliticos, apresentaram ao longo do tempo diferenca significativa de

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

Quando o indculo de 10°UFC de Pseudomonas spp./mL foi incubado
nas diferentes temperaturas, observou-se aumento na contagem da populacao (p<0,05),
em relagéo a poulagéo zero, a 2°C a partir de 24 horas, a 4°C com 72 horas e a 8°C com
48 horas (Tabela 2). Pode-se observar entdo que em populagfes iniciais maiores de
Pseudomonas spp, as temperaturas mais baixas nao retardaram o tempo de crescimento
do micro- organismo. J& no inéculo de 10°UFC/mL, o tempo e a temperatura néo

influenciaram (p>0,05) na multiplicacdo da populacdo de Pseudomonas spp.

Tabela 2. PopulagGes médias de Pseudomonas em log UFC/mL em leite integral a
partir de diferentes indculos iniciais (10>10° e 10° UFC/mL) incubado & (2°C, 4°C e
8°C) durante 96h.

Tempo
(horas)
Populacdo T°C O 24 48 72 96
Inicial
(UFC/mL)
2 2'3A,b.0, 5,1A,a,b,a 512A,a,b,[3 515A,a,a 5,55,3,(1
102 4 2,3A,b,(1 417A,a,b,[3 5’4A,3,B 5’7A,a,a 5,8A,B,a,a
8 2,32A,b,(1 612A,a,(1 6’4A,a,(1 6’6A,a,(1 7,0A,a,B
2 5'3A,b,0, 6,9A,a,u 7’1A,a,a 7’3A,a,a 6,7B,a,b,u
105 4 5,3A,a,(1 616A,a,b,0~ 6’9A,a,b,a,[3 7’4A,b,(1 7,4A,B,b,(1
8 5,3A,b,0~ 71415\,61,12),(7~ 7’9A,a,a 8’1A,a,a 8,3A,a,a,[3
2 6'6A,a,a 6’6A,a,(l 7’1A,a,a 7’2A,a,a 7,1A,a,a
106 4 6,6A,a,0~ 812A,a,a 7’8A,a,a 7’6A,a,a 7,9A,a,a
8 6,6A,a,0~ 717A,a,a 8’1A,a,a 8’5A,a,a 10,2A,a,a
AB

Letras maitsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferencga significativas
(p<0,05) na temperatura de incubagdo, no mesmo tempo, e mesmo indculo inicial.

e |etras mindsculas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05) entre
os diferentes tempos de incubacéo.

“P Letras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas(p<0,05) nas
temperaturas nos diferentes tempo de incubacao, entre os trés inéculos (10%,10°,10°).
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Ao analisarmos a influéncia, na multiplicagdo bacteriana, da
temperatura de estocagem de cada in6culo dentro do mesmo tempo de incubagéo, pode-
se obervar diferenca significativa (p< 0,05) na populacdo de Pseudomonas spp apenas
entre 2°C e 4 °C, no tempo 96 horas e somente nos inoculos 10% e 10°UFC/mL. Desta
forma, independente da populacdo inicial de Pseudomonas spp, a temperatura de
incubagédo influenciou na multiplicacdo bacteriana somente a partir de 96 horas de

estocagem do leite

Observou-se que, de maneira geral, independente do indculo inicial
testado, ndo houve diferenca (p> 0,05) dentro da mesma temperatura de incubacao e do
mesmo tempo de estocagem. Mudancas populacionais foram observadas somente
quando os indculos foram incubados a 2°C, onde, com 48 horas de incubacdo, houve
menor crescimento bacteriano (p<0,05) do inoculo inicial de 10? UFC/mL. O mesmo
ocorreu a 4°C com 24 horas de incubagdo onde a menor populagdo(p<0.05) foi
encontrada no inoculo 10 UFC/mL e a 8°C, onde com 96 hora,s a populaco do inoculo
inicial de 102 UFC/mL diferiu (p< 0,05) de 10° UFC/mL (tabela 2).

3.2 INFLUENCIA DO TEMPO E DA TEMPERATURA DE INCUBACAO NA
PROTEOLISE PRIMARIA E SECUNDARIA EM LEITE INTEGRAL INOCULADO
COM DIFERENTES POPULACOES DE Pseudomonas spp.

Na protedlise primaria, chamada de indice de extensdo, grandes
micelas de caseina sdo clivadas em peptideos, solubilizando a caseina. Quanto maior a
protedlise primaria, mais peptideos soltveis serdo liberados da caseina, sendo para- k-
caseina e glicomacropeptideos os mais importantes (FOX, 1989). A porcentagem de
proteolise primaria indica a hidrélise da caseina do leite, pois é expressa pela relacdo
nitrogénio ndo caseico em relacdo ao nitrogénio total da amostra, indicando o percentual
de hidrolise da caseina. Para Muir (1996) a fragdo k-caseina localizada na superficie da
micela de caseina é preferencialmente hidrolisada por proteases de psicrotroficos, e esta
hidrolise causa o desenvolvimento de gosto amargo e induz o aumento da viscosidade,
com eventual formacdo de gel do leite UAT/UHT, quando submetido a prolongado
periodo de armazenamento.

Na protedlise priméaria, ndo foi encontrada diferenca significativa
(p>0,05) entre os inéculos testados (10%,10° e 10°UF/mL) (tabela 3) quando incubados
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na mesma temperatura e tempo de incubagdo. Assim, tempos menores de estocagem a
temperaturas mais baixas ndo foram efetivas no controle da prote6lise priméaria quando
o leite apresenta uma populacdo mais elevada de Pseudomonas spp.

Tabela 3. Resultados médios de prote6lise primaria em porcentagem (%) das amostras
de leite inoculado com Pseudomonas spp. com 3 diferentes populacdes (10%10° e 10°
UFC/mL) incubadas a (2°C, 4°C e 8°C) durante 96h.

Tempo
(horas)
Populagdo  T° 24 48 72 96
Inicial
UFC/mL)
10° 2 7,655%% 7 g7Aac 8,65™%¢ 54170
4 9,70MBae 7 71A80 8,70M4¢ 7,0200
8 10,644%% 10,214%0¢ g pghabe g 3gAbe
10° 2 8,48Ma¢ g g4hac 10,96** 52070
4 9,650®¢ g 54hac 7720300 4 g7Abo
8 10,14%%* 9 g7A&0 10,734%¢ 47170
106 2 8141A,a,a 9’61A,a,b,c,(x 8’51A,a,b,(x 5,21A,c,a
4 7,084 7 21Aa0 8,60 4,910
8 84248 g g4hac g8,79Ma¢ 7,070

AB Letras maitsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferenca significativas
(p<0,05) na temperatura de incubagéo, em cada in6culo.

ab¢ | etras mindsculas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os diferentes tempos de incubacdo, para cada indculo.

“P | etras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas(p<0,05) na mesma
temperatura nos diferentes tempo de incubag#o, entre os trés indculos (102,10°,10°).

Ao avaliarmos o efeito do tempo na proteolise primaria para o inoculo
inicial de 10°UFC/mL, apenas sob refrigeracdo a 8°C foi observada diferenca
significativa (p<0,05) com reducdo neste indice no tempo 96hs, quando comparado com
24 horas de incubacdo. No in6culo inicial de 10° UFC/mL a estocagem a 4°C com 96
horas promoveu reducdo no indice de protedlise primaria, com diferenca significativa
(p< 0,05) do tempo de 24 e 48 horas de incubacdo. No inoculo 10°UFC/mL, a reduco
no indice de protedlise primaria, 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

inoculo, ndo houveram diferencas significativas (p> 0,05) no indice de proteolise
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priméria, exceto no inéculo de 10°UFC de Pseudomonas spp/mL onde no tempo de 24
horas a protedlise primaria & 24 horas foi menor a 2°C que a 8°C.

Assim, de maneira geral, os indices de protedlise primaria observadas
neste estudo, caracterizada pela solubilizagdo da caseina por acdo das proteases
bacteriana, diminuiram somente apds 96 horas de estocagem, mantendo-se
relativamente estaveis ao longo das 72 horas, independentemente do indculo inicial e da
temperatura de armazenamento. Ainda, a temperatura, dentro do mesmo tempo de
estocagem, ndo teve efeito no indice de protedlise primaria. Santos et al (2009)
avaliando o efeito do tempo e da temperatura de refrigeracdo no crescimento de
psicrotroficos em leite, encontraram dados, onde leite cru com alta contagem de
bactérias psicrotréficas e psicrotroficas proteoliticas ndo possuem necessariamente,
atividade proteolitica mais elevada em comparacdo com amostras de contagem baixa.
Rodrigues et al (2013) observaram apés inocular em leite desnatado cepas de
Pseudomonas fluorencens, e incubar a 4 °C, 7 °C e 10 °C durante um periodo de dez
dias a degradacdo da caseina presente no A&gar-leite, evidenciando a atividade
proteolitica desta bactéria.

A relagdo entre o nitrogénio ndo proteico e 0 nitrogénio total,
NNP/NT, também chamado indice da Profundidade e protedlise secundaria libera
peptideos de baixo peso molecular (FOX, 1989). Na proteolise secundaria analisa-se a
relacdo de nitrogénio ndo proteico, que sdo 0s provenientes de aminas, amidas, lecitina,
aminoacidos, com nitrogénio total, indicando o percentual de hidrélise de peptideos de
maior peso molecular para menor, resultando na alteracdo de sabor do leite e odor
putrido. Na maturacdo, principalmente de queijos macios e semiduros, o gosto amargo é
associado a liberacdo de peptideos de baixo peso molecular pela acdo das proteases
(FURTADO, 1999). Portanto o controle na ocorréncia da proteolise secundaria no leite

cru evita 0 gosto amargo em queijos.
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Tabela 4. Resultados do indice de prote6lise secundaria em leite inoculado com
Pseudomonas spp. em trés indculos (10%,10° e 10° UFC/mL) a trés temperaturas (2°C,
4°C e 8°C), em tempos de estocagem de até 96 h

Tempo
(horas)
Populagdo T°C 24 48 72 96
Inicial
Log/mL
2 5480 g 35P¢ 5 gphae g 35Aac
102 4 5,894 g 70B*¢ 7,8470%% 7 gghas
8 5,86M0%¢  gpgMde 7 gphAe g g1Aac
2 43740 g4shac g gpAan g ophas
10° 4 6,574 5 7gAbe 7 gpAaa 7 poAabp
8 5 22A&e 7 g7Aae g agAan 7 g7AL
2 5,77M%¢ 7 81Ba¢ 7,054 5 gEAas
108 4 5,714 g 10%%¢  726%% g 65MP
8 54708 g41Aee 7 ppAae 7 3hae

AB Letras maidsculas diferentes sobrescritas em uma mesma coluna indicam diferenca significativas
(p<0,05) na temperatura de incubacdo em cada indculo.

4b¢ | etras minGsculas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os diferentes tempos de incubacdo para cada in6culo.

“P |etras gregas sobrescritas em uma mesma linha indicam diferencas significativas(p<0,05) em
cada temperatura nos diferentes tempo de incubag&o, entre os trés inéculos (10%,10°,10°UFC/mL).

O tempo de incubacdo para o indice de protedlise secundaria ndo teve
efeito, independente da temperatura de estocagem e do indculo inicial testado.
Diferenca significativa (p< 0,05) na protedlise secundaria foi observada somente ao
inocularmos a populagdo de 10°UFC de Pseudomonas spp/mL a 4°C, onde observou-se
um indice menor com 48 horas de estocagem, quando comparado aos tempos de 24 e 72
horas (tabela 4)

Quanto a influéncia da temperatura de estocagem na protedlise
secundaria, foi observada (p< 0,05) somente nos inéculos 10? e 10°UFC/mL com 48
horas de estocagem, onde a proteolise secundaria foi maior a 8°C, temperatura maior
testada no experimento, quando comparada com as menores temperaturas testadas (4°C

e 2°C) (tabela 4). A continuacdo da protedlise no leite resulta em sabores e odores
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patridos associados a produtos de degradacdo de baixo peso molecular, tais como a
amonia, aminas e sulfetos (ARCURI, 2003).

Ao analisarmos os indculos na mesma temperatura e tempo, pode-se
observar que independente do inoculo inicial de Pseudomonas spp. testado, o indice de
protedlise foi o0 mesmo. Diferenca significativa (p< 0,05) foi observada somente entre

os indculos estocados a 4°C com 96 horas (Tabela 4)

4 CONCLUSAO

Reduzido tempo de estocagem e menor temperatura de incubacéo
influenciaram no crescimento bacteriano somente na menor populacdo inicial de
Pseudomonas spp. estudada. No indice de protedlise primaria somente o tempo teve
influencia, com indices menores apds 96 horas de estocagem. Para protedlise
secundaria, a temperatura menor de estocagem teve efeito na reducéo do indice apenas
nas primeiras 48 horas. Assim, a contaminacdo do leite com Pseudomonas spp,
independente da populacdo inicial e forma de estocagem, acarretara prejuizos a
composicao proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor e reducdo no rendimento

industrial.
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5 CONCLUSAO GERAL

Observa-se que reduzido tempo de estocagem e menor temperatura de
incubacdo influenciaram no crescimento bacteriano somente na menor populacéo inicial
de Pseudomonas spp estudada. No indice de prote6lise priméaria somente o tempo teve
influencia, com indices menores apds 96 horas de estocagem. Para protedlise
secundaria, a temperatura menor de estocagem teve efeito na reducdo do indice apenas
nas primeiras 48 horas. Assim, a contaminacdo do leite com Pseudomonas spp,
independente da populacdo inicial e forma de estocagem, acarretara prejuizos a
composicdo proteica do leite, favorecendo defeitos de sabor e reducdo no rendimento

industrial.
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