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ATIVIDADE PROTEOLITICA DE BACTERIAS PSICROTROFICAS
ISOLADAS DE LEITE CRU REFRIGERADO E SEU EFEITO SOBRE
AS CASEINAS

Resumo Geral

Scarlet Ohana Da Silva Gandra

Dezembro, 2018

Orientador: Professor Maurilio Lopes Martins

A qualidade do leite est& relacionada diretamente com as condi¢des higiénicas em
que o produto é obtido. A conservacdo do leite cru sob refrigeracdo favorece a
multiplicacdo dos microrganismos psicrotroficos contaminantes, produtores de
enzimas proteoliticas termorresistentes. Espécies do género Pseudomonas sao
relatadas como os psicrotroficos de maior frequéncia no leite cru refrigerado.
Objetivou-se avaliar a atividade proteolitica das bactérias psicrotroficas
contaminantes isoladas de leite cru refrigerado granelizado e o efeito deletério das
mesmas sobre as caseinas. Empregou-se para determinacdo da atividade
proteolitica o0 método da azocaseina e para demonstracdo da degradacdo das
caseinas do leite a eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE. A atividade
proteolitica de 20 isolados bacterianos foi avaliada em caldo TYEP, a 4,0 °C, por
1, 2, 5 e 10 dias. Os resultados encontrados demostraram que o isolado 6,
Pseudomonas fluorescens, apresentou a maior atividade proteolitica (p<0,05) em
caldo TYEP e os demais isolados foram menos proteoliticos (p>0,05). Verificou-se
também que o tempo de incubagédo influenciou a atividade proteolitica (p<0,05),
sendo esta maior apds 10 dias de incubacdo. As espécies de géneros diferentes
isoladas de leite cru como: P. fluorencens, Acinetobacter baumanni,

Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola, Acinetobacter
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junni/johnsonni, Aeromonas hidrophyla/caviae e Burkholderia cepacia foram
utilizadas para avaliacdo da hidrolise das caseinas. Os isolados foram incubados
em 100 mL de leite pasteurizado e armazenados a 7,0 °C, por 2 e 4 dias. P.
fluorencens, codificado como isolado 6, apresentou maior atividade proteolitica a
4,0 °C. Os resultados demostraram ainda que com dois dias P. fluorencens, A.
baumannii e B. cepacia hidrolisaram as caseinas. Apds quatro dias de incubacdo,
P. fluorencens, S. maltophilia, P. luteola e B. cepacia apresentaram maior
degradacdo dessas proteinas. Portanto a qualidade do leite esta diretamente
relacionada a contagem de microrganismos psicrotroficos e a atividade
proteolitica dessa microbiota, uma vez que a producdo de proteases
termorresistentes ocasiona muitos problemas tecnoldgicos para a indastria de
laticinios.

Palavras- chave: Leite, Granelizagéo, Psicrotroficos, Protedlise.



PROTEOLYTIC ACTIVITY OF PSYROTROPHIC BACTERIA ISOLATED FROM
REFRIGERATED RAW MILK AND ITS EFFECT ON CASEINS

Abstract

Scarlet Ohana Da Silva Gandra

December, 2018

Adviser: Professor Maurilio Lopes Martins

The quality of milk is directly related to the hygienic conditions in which the product
is obtained. The conservation of raw milk under refrigeration favors the
development of the contaminating psychrotrophic microorganisms, which are the
producers of thermoresistant proteolytic enzymes. Species of the genus
Pseudomonas are reported as the most frequent psychrotrophs in refrigerated raw
milk. The objective of this study was to evaluate the proteolytic activity of
contaminant psychrotrophic bacteria isolated from bulk refrigerated raw milk and
the deleterious effect of them on caseins. For determination of the proteolytic
activity, the azocasein method was used and for demonstration of the degradation
of milk caseins, the SDS-PAGE polyacrylamide gel electrophoresis was used. The
proteolytic activity of 20 bacterial isolates was evaluated in TYEP broth at 4.0 °C
for 1, 2, 5 and 10 days. The results showed that the isolate 6, Pseudomonas
fluorescens, had the highest proteolytic activity (p<0.05) in TYEP broth and the
other isolates were less proteolytic (p>0.05). It was also found that the incubation
time influenced the proteolytic activity (p<0.05), which was higher after 10 days of
incubation. The species of different genera isolated from raw milk, such as: P.
fluorencens,  Acinetobacter = baumanni,  Stenotrophomonas  maltophilia,
Pseudomonas luteola, Acinetobacter junni/johnsonni, Aeromonas
hidrophyla/caviae and Burkholderia cepacia were used to evaluate casein
hydrolysis. The isolates were incubated in 100 mL of pasteurized milk and stored
at 7.0 °C for 2 and 4 days. P. fluorencens, encoded as isolated 6, presented



higher proteolytic activity at 4.0 °C. The results further demonstrate that with two
days P. fluorencens, A. baumannii and B. cepacia hydrolyzed the caseins. After
four days of incubation, P. fluorencens, S. maltophilia, P. luteola and B. cepacia
showed higher degradation of these proteins. Therefore, milk quality is directly
related to the count of psychrotrophic microorganisms and the proteolytic activity
of this microbiota, since the production of thermoresistant proteases causes many

technological problems for the dairy industry.

Keywords: Milk, Bulk, Psychrotrophic, Proteolysis.
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1. INTRODUCAO GERAL

O leite tem papel importante na alimentacdo humana pelo seu alto valor
nutricional, sendo rico em lactose, proteina, gordura e em outros constituintes
essenciais como vitaminas e minerais. Portanto, € um O6timo substrato para a
multiplicacdo de varios grupos microbianos, desejaveis e indesejaveis (SOUZA et al.,
2009; MENEZES et al., 2014).

A qualidade do leite in natura € influenciada por vérios fatores, entre os quais
destacam- se 0s zootécnicos associados ao manejo, alimentagcdo, potencial genético
dos rebanhos e aqueles relacionados a sua obtencdo e armazenamento.

No Brasil, a qualidade do leite cru, em geral, € insatisfatéria, pois 0 mesmo
apresenta altas contagens de microrganismos psicrotréficos, mesofilos e coliformes,
sendo este um indicativo de deficiéncia dos procedimentos higiénico sanitarios na
cadeia produtiva (MATSUBARA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2016).

Desta forma, os principais grupos microbianos deterioradores contaminantes
comumente encontrados no leite sdo dos grupos mesofilos aerdbios e psicrotréficos,
esse Ultimo grupo caracterizado pela capacidade de multiplicar em temperaturas de
refrigeracdo entre 0,0 °C e 7,0 °C, independente de sua temperatura Otima de
crescimento (SANTOS et al., 2013).

A ocorréncia dessas bactérias em leite cru é estudada em muitos paises,
considerando a dificuldade de controlar a sua multiplicacdo durante o armazenamento
do leite sob refrigeracdo. Essa microbiota é causa de muitos problemas de qualidade
do leite e de seus derivados e perda de rendimento na industria laticinista (JAY, 2005;
MENEZES et al., 2014).

A contaminacéo do leite cru por bactérias psicrotréficas € considerada um fator
critico que influéncia na manutencdo da qualidade do leite refrigerado. Ressalta-se
gue Pseudomonas € o género predominante no leite armazenado a 4,0 °C, por mais de
trés dias (COSTA, 2014; BATISTA, 2015).

Pseudomonas, principalmente a espécie Pseudomonas fluorescens, séo
apontadas como a causa de diversos defeitos em produtos lacteos. Esta espécie, em

funcéo da predominancia, é frequentemente selecionada como um microrganismo



modelo, para estudos de deterioracdo em leite por degradacéo proteica (OLIVEIRA et
al., 2015).

Enzimas proteoliticas produzidas por bactérias psicrotroficas sdo, em sua
maioria, extracelulares e termorresistentes, assim apresentam alta atividade residual
apos tratamento térmico (TOPCU et al., 2006; MARCHAND et al., 2008; MARTINS et
al., 2015). Portanto, o desenvolvimento de métodos que possam contribuir para a
prevencao de perdas de rendimento dos produtos lacteos e a destinacdo adequada do

leite cru ao processamento mais apropriado € relevante (COSTA, 2014).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico da Producédo de Leite no Brasil

A pecuaria no Brasil surgiu em 1532, quando as primeiras cabecas de gado
leiteiro chegaram no porto de S&o Vicente (DIAS, 2012). A pecuaria permaneceu
insignificante por mais de trés séculos, mas, a partir da década de 1870, com a
decadéncia do café, o cenario politico brasileiro favoreceu a capacidade agraria e
permitiu a modernizacdo das fazendas. Porém, foi em 1888, com a abolicdo da
escravidao, que a pecuaria se expandiu de norte a sul do pais. Contudo, até a década
de 1950 a atividade leiteira caminhou lentamente, sem grandes evolu¢des tecnoldgicas
(VILELA, 2017).

Os primeiros relatos sobre a organizacdo da producédo leiteira no Brasil se
apresentou em 29 de marco de 1952, quando, o entdo presidente do Brasil, Getulio
Vargas assinou o Decreto 30.691, aprovando o Regulamento de Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), aplicado nos estabelecimentos
que realizam comércio interestadual ou internacional, tornando obrigatoria a
pasteurizacdo, bem como a inspecéo e o carimbo do Servi¢o de Inspecao Federal (SIF)
nos rotulos dos produtos lacteos (VILELA, 2017).

Esse decreto delimitou a busca pela melhoria da qualidade da producéo de leite
e permaneceu em vigor até o fim da década de 1990, quando a Portaria n.° 56 do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), que regulamenta a
qualidade do leite e da outras orientagdes, criou o Programa Nacional de Melhoria da
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Qualidade do Leite - PNQL. O programa foi alicercado em trés pilares, entre eles os
novos parametros regulatérios da qualidade do leite nacional, base da Instrugédo
Normativa n.° 51, vigente de 2002 até 2011(BRASIL, 2002) e substituida pela Instrucéo
Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011). Os leites tipos B e C passaram a ser identificados
apenas como leite cru refrigerado. Assim, os padrbes nacionais de qualidade eram
alinhados aos internacionais.

O Brasil, por possuir uma imensa area territorial e por ter o clima tropical e
subtropical, apresenta grande potencial para produzir leite tendo as pastagens como
principal fonte de alimento para os animais, a um custo relativamente menor do que em
outros paises (SILVA et al., 2017). Desta forma, o Brasil pode se tornar a médio ou em
longo prazo, um importante exportador de leite e de produtos lacteos, a exemplo do
gue ja ocorre com a carne bovina.

No inicio dessa década a producdo brasileira de leite cresceu 4,5% ao ano,
exceto em 2013, quando o Pais produziu 34,3 milhdes de toneladas e cresceu 6% em
relacdo a 2012 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2016). De 2013
para 2014, a producdo cresceu 2,3%, alcancando 35,1 milh6es de toneladas (IBGE,
2016).

Estima-se que a producéo tenha sido de 35 milhdes de toneladas em 2015 e de
33,6 milhdes de toneladas em 2016 (IBGE, 2016), superior a estimada pela Federacao
das Industrias do Estado de Sao Paulo (FIESP), de 32,5 milhdes de toneladas. No
entanto, existe potencial para que se retome a taxa de crescimento histérico a partir do
segundo semestre de 2017, por causa dos investimentos anteriores, e para que o Pais
se mantenha como o quarto maior produtor mundial de leite de vaca nos préximos dez
anos. Estima-se que em 2025 o Brasil produzira 47,5 milhdes de toneladas de leite
(VILELA, 2015), volume semelhante ao previsto na literatura para cenarios favoraveis
(FAO, 2013; VILELA; RESENDE, 2014; BRASIL, 2015).

2.2. Granelizacéo de Leite Cru no Brasil

A coleta de leite cru refrigerado a granel consiste em recolher o produto em

caminhdes com tanques isotérmicos construidos com aco inoxidavel, por meio de



mangote flexivel e bomba sanitaria, diretamente do tanque de resfriamento por
expansao direta ou dos latdes armazenados em tanques de imersdo (BRASIL, 2011).

Uma caracteristica importante da coleta a granel é a necessidade que o tempo
transcorrido entre a ordenha inicial e seu recebimento na usina de beneficiamento,
deve ser no maximo 48 horas, demandando um planejamento para a coleta que
respeite esta restricdo, de forma que o tempo total entre o armazenamento na
propriedade e no veiculo de transporte ndo ultrapasse dois dias (MALACARNE, 2017).

Medidas com intuito de melhorar a qualidade do leite vém sendo implantadas
desde o ano de 2002 com a publicagéo da Instrugao Normativa n.° 51 (BRASIL, 2002).
Porém, os produtores, que possuem escalas menores de producdo em diferentes
partes do pais, demonstraram dificuldades em adequar o leite cru aos padrées
estabelecidos por essa legislacdo, sendo necesséarias alteragcbes que foram
estabelecidas pela Instrucdo Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011), como os novos padroes
de contagem bacteriana total e de células somaticas, visando melhoras graduais na
qualidade do leite (MENEZES et al., 2015).

De acordo com a Instrugdo Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011), por ser um produto
perecivel, o leite deve ser armazenado em tanques sobre refrigeracdo logo apos a
ordenha. Os sistemas de refrigeracdo na propriedade rural devem proporcionar uma
temperatura de 4,0 °C e a matéria-prima deve ser entregue ao lacticinio com
temperatura maxima de 10 °C (BRASIL, 2011).

Considerando a importancia do resfriamento do leite, o MAPA criou diretrizes
especificas para a utilizacgdo dos tanques comunitarios por meio de sua
regulamentacdo pela Instrucdo Normativa n.° 22 (BRASIL, 2009). Nesta Instrucdo
Normativa encontram-se 0s critérios para a instalacdo adequada do equipamento, bem
como a exigéncia de um responsavel capacitado e inscrito no cadastro nacional de
produtores do Sistema de Informacdes Gerenciais do Servico de Inspecao Federal
(SIGSIF) por cada tanque coletivo (PEREIRA, 2011).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) fixou novas regras
para a producdo de leite no pais, especificando os padrdes de identidade e qualidade
do leite cru refrigerado, pasteurizado e do leite tipo A. Estas novas regras estabelecidas

pelas Instru¢des Normativas n.° 76 e n.° 77 entram em vigor dentro de 180 dias,



guando as Instru¢des Normativas 51/2002, 22/2009, 62/2011, 07/2016 e 31/2018 serdo
revogadas.

Conforme Miguel; Teodoro; Ahashiro (2007), o resfriamento adequado do leite
cru na propriedade rural pode proporcionar beneficios importantes como: manutencao
da qualidade da matéria-prima, reducdo da deterioracdo do leite por bactéria
mesofilicas e aumento da eficiéncia produtiva do produtor e da inddstria.

Reche et al. (2015) demonstrou que o uso correto dos tanques resfriadores,
possibilita a manutencdo da qualidade microbioldgica do leite em relacdo a contagem
bacteriana total. O tempo de resfriamento na propriedade também se apresentou como
um fator coadjuvante na qualidade do leite cru, ressaltando a importancia do tempo
adequado de refrigeracao estabelecido pela Instrucdo Normativa (BRASIL, 2011).

O resfriamento € um importante fator na contengdo do crescimento bacteriano,
porém se um controle efetivo de contaminacao inicial ndo for realizado, mesmo nas
temperaturas de refrigeracdo propostas pela legislacdo vigente para a conservacao do
leite, pode ocorrer perda de qualidade da matéria-prima devido a multiplicacdo da
microbiota psicrotréfica (MALACARNE, 2017).

Portanto, somente o uso de refrigeracdo ndo garante a qualidade do produto. E
fundamental que o leite cru seja obtido em condicfes higiénico sanitarias adequadas
para conter a contaminacao inicial e manter as contagens bacterianas em niveis

baixos.

2.3. Microrganismos Psicrotréficos Presentes no Leite

As bactérias psicrotréficas sado caracterizadas pela multiplicacdo a temperaturas
de refrigeracdo e podem contaminar e serem as responsaveis pela deterioragdo do
leite cru refrigerado e de seus derivados (ARCURI et al., 2008; ANGELO et al., 2014).

Embora a granelizacdo, tenha possibilitado a melhoria da qualidade do leite
recebido pela industria, com a diminuicdo da multiplicagdo de microrganismos
mesofilos, os quais aumentam a acidez do leite, prejudicando seu beneficiamento,
permite a multiplicacdo da microbiota psicrotrofica produtora de enzimas extracelulares

deterioradoras e termorresistentes (ANGELO et al., 2014).



Quanto a morfologia, os microrganismos psicrotréficos do leite cru podem ser
bastonetes, cocos e vibrides, podem ou ndo formar esporos, serem Gram-negativos ou
positivos, aerobios ou anaerobios (SORHAUG; STEPANIAK, 1997). A microbiota
psicrotréfica Gram-negativa €  constituida, principalmente, pelos géneros
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Burkholderia, Chromobacterium,
Flavobacterium e Pseudomonas e a microbiota Gram-positiva pelos géneros Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus
e Microbacterium spp. (PINTO, 2004; PINTO et al., 2006; PEREIRA, 2016). O grupo
dos microrganismos presente no leite € de grande importancia por causar problemas
tecnoldgicos nos derivados lacteos.

Bactérias psicrotroficas isoladas do leite, como Pseudomonas, sdo encontradas
com maior frequéncia por apresentarem baixo tempo de geracdo (PINTO; MARTINS;
VANETTI; 2006; ARCURI et al., 2008; MOREIRA, 2010). Estas bactérias possuem
mecanismos de adaptacdo ao frio, sendo esta dependente das modificacbes que
ocorrem nos lipideos e nas proteinas.

Segundo Russel (1990), as alteracdes nos lipideos sao importantes no
mecanismo de regulagéo da fluidez e permeabilidade da membrana celular. De acordo
com autor, alteracfes nas proteinas sdo de natureza genotipica e sédo relacionadas as
propriedades das enzimas e ao sistema de traducao.

As bactérias psicrotroficas contaminantes do leite em sua maioria produzem
enzimas proteoliticas, lipoliticas e lecitinases termorresistentes, que estdo associadas a
ocorréncia de problemas tecnolégicos como perdas de qualidade e rendimento,
reducdo da vida util do leite UHT e de outros produtos lacteos, coagulacdo doce do
leite, e ocorréncia de sabores amargos, entre outros (CEMPIRKOVA; MIKULOVA,
2009; PEREIRA et al., 2016).

As proteinas do leite incluem duas fragBes principais: caseinas, que se
apresentam, principalmente, no estado de particulas coloidais (micelas) e proteinas do
soro, que estdo em solucdo. As proteases possuem atividade hidrolitica em varias
fracbes de caseina, sendo essa proteina facilmente degradada, devido sua estrutura
nao helicoidal.

A caseina € uma mistura de varias fosfoproteinas (a, 3, € k) muito semelhantes.

A micela de caseina coagula pela acao da renina, uma enzima encontrada no suco
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gastrico. No leite, a caseina se encontra na forma de polimeros, isto €, varias cadeias
peptidicas unidas, possuindo cada cadeia massa molar de, aproximadamente, 20.000
kDA (BOBBIO; BOBBIO, 2003; SILVA, 2009).

Ressalta-se que a atividade proteolitica do leite ndo € correlacionada com a
contagem de bactérias psicrotréficas e sim com o tipo de bactéria e seu potencial
enzimatico (CEMPIRKOVA; MIKULOVA, 2009; COSTA, 2014; BATISTA, 2015).

2.4. Capacidade Deteriorante da Microbiota Psicrotrofica Contaminante em Leite

Cru e Problemas Tecnoldgicos para a Industria de Laticinios

Os microrganismos deterioradores apresentam grande potencial de causar
problemas tecnolégicos no processamento de leite e seus derivados como:
instabilidade do leite ao calor, gelificacdo do leite UHT, alteracdes nas caracteristicas
sensoriais dos derivados lacteos, viscosidade alterada em leites fermentados, perda de
rendimento na producdo de queijos, dentre outros (BARBOSA et al., 2009; PINTO et
al., 2013).

As enzimas proteoliticas de importancia no leite e seus derivados podem ser de
origem enddgena ou microbiana. As proteases produzidas por microrganismos,
principalmente, por psicrotroficos, causam a protedlise das caseinas e,
consequentemente, modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas do leite durante a
sua vida de prateleira.

As enzimas proteoliticas de natureza bacteriana agem, em sua maioria, sobre a
K-caseina, resultando na desestabilizacdo das micelas e na coagulacéo do leite, sendo
esta acdo analoga a da quimosina. Esta acao proteolitica pode causar a gelificacdo do
leite UHT (RECIO et al., 2000; BATISTA, 2015).

A protedlise do leite pode também ser associada a atividade de proteases
enddgenas como a plasmina, uma serina protease, e Seu precursor inativo, o
plasminogénio (PINTO et al., 2016). A plasmina hidrolisa, principalmente, a 3-caseina e
Osp-caseina e, em menor extensao, Os;-caseina, enquanto a k-caseina € resistente a
hidrélise por esta enzima (RECIO et al., 2000). Quando as concentra¢des de plasmina
presente no leite sdo muito baixas (14 a 75 ug por 100 mL), os problemas tecnolégicos

nao se manifestam em produtos com vida de prateleira curta (PINTO et al., 2015).
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Entretanto, em concentra¢cdes moderadas, a atividade desta enzima torna-se um
problema para produtos de vida de prateleira longa (PINTO, 2004). Além disto, o
sistema plasmina-plasminogénio do leite pode ser afetado pelo rompimento da micela
de caseina por atividade de proteases de Pseudomonas (RIBEIRO, 2015).

Segundo Zhang et al. (2015), a industria de laticinios pode se beneficiar ao
controlar a contaminacdo do leite com P. fluorescens. Essa monitorizacdo permite
controlar também a concentracdo de protease nos produtos lacteos e maximizar a
eficiéncia do processamento. O desenvolvimento de métodos envolvendo avaliacdo da
atividade proteolitica, indicativa da concentracdo critica de proteases no leite, tem
grande importancia para a obtencao de produtos de boa qualidade.

Muitas bactérias psicrotroficas também produzem lipases extracelulares, sendo
estas, importantes na deterioracdo do leite e produtos lacteos (ARCURI, 2003;
WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; TEBALDI et al., 2008;). As lipases sao
resistentes a pasteurizacdo, assim como a esterilizacdo comercial (COUSIN, 1982;
SORHAUG;STEPANIAK, 1997). A producgdo destas enzimas esta relacionada com a
temperatura, fase de crescimento do microrganismo, composicdo do meio e
disponibilidade de oxigénio em que ele se encontra. Sua atividade dependente de pH,
concentracdo de substrato e temperatura (NUNEZ; NUNEZ, 1983); geralmente sua
sintese € maior em temperatura inferior a temperatura 6tima de crescimento do
microrganismo (ARCURI, 2003; PEREIRA, 2016) .

As lipases hidrolisam os triglicerideos presentes no leite, causando a formacéo
de acidos graxos livres, mono e digliceridios, resultando em altas concentracfes de
acido butirico e caproico, compostos estes que conferem ao produto sabor de ran¢o no
leite e em seus derivados (HANTSIS-ZACHAROV; HALPERN, 2007).

Arcuri et al. (2008) isolaram, quantificaram e caracterizaram bactérias
psicrotréficas contaminantes de leite cru refrigerado. As contagens desses micro-
organismos nas amostras variaram entre 10° e 10’ UFC/mL, sendo verificada a
predominéancia de bactérias psicrotroficas Gram-negativas em 81,2% das amostras. As
bactérias Gram-positivas foram encontradas em 18,8% do total analisado. P.
fluorescens foi a espécie dominante e todas as estirpes dessa espécie foram lipoliticas
a 4,0 °C, 7,0 °C, 10,0 °C e 21,0 °C, sendo que a atividade proteolitica nestas
temperaturas foi verificada, respectivamente, em 66,0%, 74,5%, 88,3% e 95,7% das
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estirpes. Os resultados deste estudo demonstraram que a maioria dos isolados
bacterianos apresentou atividade lipolitica e/ou proteolitica em temperaturas de
refrigeracdo, deixando evidente que estas enzimas possuem um alto potencial de
deterioracdo sobre leite e produtos lacteos.

Uma importante lipase produzida por bactérias psicrotroficas é a lecitinase que
rompe a membrana do glébulo de gordura do leite e expbe a degradacdo dos
triglicerideos, resultando no ranco hidrolitico do leite (SIRHAUG; STEPANIAK, 1997,
SANTOS; BERGMANN, 2003).

2.5. Deteccao de Protedlise do Leite

As proteinas do leite sdo muito valorizadas por suas excelentes propriedades
nutritivas, cuja composicdo em aminoacidos atende a maioria das exigéncias
fisiolégicas do ser humano; além de apresentar propriedades tecnoldgicas e funcionais
(PIRES et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2012).

Uma das alternativas para a deteccdo do potencial deteriorador das proteases é

a determinacao do efeito da suspenséao de leite sobre substratos especificos que,
guando hidrolisados, liberam produtos coloridos, que sédo quantificados por densidade
Otica (MACHADO, 2006). A azocaseina é um derivado da caseina que quando
hidrolisada por peptidases libera componentes coloridos sollveis na presenca de acido
tricloroacético (GONCALVES, 2013). Assim, esta molécula tem sido usada para
determinacao de atividade proteolitica ocasionada por bactérias deterioradoras no leite.
A hidrolise da caseina e de outras proteinas também pode ser verificada pela técnica
de eletroforese em gel de poliacrilamida (MACHADO, 2006; PINTO et al. 2014). A
eletroforese é uma técnica que permite a separacao de diferentes tipos de proteinas
em um suporte que, normalmente, pode ser acetato de celulose, gel de agarose ou em
gel de poliacrilamida (GONZALEZ, 2003). Para Sgarbieri (1996), a eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) pode ser conduzida com a proteina em sua forma nativa
(eletroforese simples) ou com a proteina desnaturada pela acéo de Dodecil Sulfato de
Sadio (SDS), tal técnica é também conhecida como SDS-PAGE.



Segundo Kamoun et al. (2006), a determinacdo das fracbes proteicas por
eletroforese pode ser realizada com leite integral ou desnatado. A técnica pode ser
usada para purificar as proteinas, ou seja, extrai-las a partir de uma mistura complexa,
sendo fundamental conhecer a quantidade da proteina pesquisada em relacdo as
outras proteinas e dispor de um método que permita dosar todas as proteinas do meio.

A eletroforese em gel de poliacrilamida atua por dois principios: exclusédo
molecular, em funcéo da porosidade caracteristica do gel e migracdo no campo elétrico
devido a diferenca na densidade de cargas de cada proteina. Em meio alcalino, grande
parte das proteinas apresentam cargas negativas e, quando aplicado um campo
elétrico, ocorre a migracao das mesmas para o polo positivo em diferentes velocidades,
dependendo também de suas propriedades fisicas, densidade de cargas, tamanho e
forma molecular, de modo que se torna possivel a separacdo da amostra em diferentes
fracdes proteicas (SGARBIERI, 1996; GONZALEZ, 2003).

Silva Junior (2001) afirmou que o estudo sobre a eletroforese em gel € uma das
principais ferramentas para a separacdo e caracterizacdo de macromoléculas, com
base no fato de que as moléculas como as proteinas possuem carga e, portanto, sdo
capazes de mover-se quando submetidas a um campo elétrico. Este autor
complementa ainda, que a velocidade de deslocamento da molécula torna-se
proporcional ao campo elétrico e a carga liquida da molécula, e torna-se inversamente
proporcional ao seu raio, a distancia entre os dois eletrodos e a viscosidade do meio.

Estudos relacionam essa metodologia a analise das caseinas em amostras de
leite ou de caseina precipitada em pH 4,6. E uma metodologia que permite uma boa
separacao entre as variantes genéticas das caseinas e a deteccdo de diferentes graus
de fosforilagdo das proteinas do leite (VELOSO, 2001; COSTA, 2014).

Pinto et al. (2014) avaliaram a taxa de crescimento e a atividade proteolitica de
estirpes de P. fluorescens isoladas a partir de leite cru, apds incubacgéo a 2,0; 4,0; 7,0 e
10,0 °C. Os autores constataram por meio da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) o alto potencial das estirpes em degradar a caseina
durante o armazenamento do leite a baixas temperaturas recomendadas na legislacao
para conservacao do leite cru. A hidrélise da caseina resultou na perda da estabilidade
térmica do leite e na formacdo de fragmentos de baixa e média massa molecular.

Mesmo a baixas temperaturas como 2,0 °C houve degradacao proteica e, em
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consequéncia, perda da qualidade do leite cru. Os autores ressaltaram a importancia

da implementag&o de medidas preventivas de contaminacdo na cadeia do leite.
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RESUMO

A granelizacao trouxe melhoria na qualidade do leite cru recebido pela industria, pois o
transporte e o armazenamento do mesmo sob refrigeracdo inibe a multiplicacdo de
microrganismos mesofilos aerébios. Entretanto, os microrganismos psicrotréficos, que
se multiplicam sob refrigeragcéo, contribuem para a deterioracao do leite por produzirem
enzimas proteoliticas e lipoliticas extracelulares termorresistentes. O nosso objetivo foi
avaliar a atividade proteolitica de microrganismos psicrotroficos isolados de leite cru
granelizado. Os 20 isolados de uma cole¢do de cultura foram ativados em Agar
Triptona de Soja (TSA) a 25,0 °C por 48 horas. Posteriormente, foi retirado um
contetdo de alca de platina e inoculados em caldo TYEP, o qual foi incubado 4,0 °C
por 1, 2, 5 e 10 dias. Os isolados foram separados do meio de cultura por
centrifugacéo, a 10000 g, por 5 minutos, sendo o sobrenadante filtrado empregando-se
filtros com poros de 0,45 um. A atividade proteolitica foi determinada pelo método da
azocaseina, sendo a leitura de absorvancia realizada em espectrofotbmetro, em
comprimento de onda ajustado para 440 nm. Constatou-se que o isolado 6,
Pseudomonas fluorescens, apresentou a maior atividade proteolitica (p<0,05) em caldo

TYEP e os demais isolados foram menos proteoliticos (p>0,05). Verificou-se tambéem
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gue o tempo de incubacao influenciou a atividade proteolitica (p<0,05), sendo esta
maior apds 10 dias de incubagédo. Portanto, o controle da microbiota contaminante do
leite cru € importante para que ndo ocorram problemas tecnoldgicos para a industria de
laticinios como a gelificacdo do leite UHT e perda de rendimento na producao de
queijos, entre outros.

Palavras-chave: Leite Cru, Psicrotréficos, Protedlise.

ABSTRACT

The maintenance of bulk refrigerated raw milk on farms has brought an improvement in
the quality of the raw milk received by the industry, since the transportation and storage
of the same under refrigeration inhibits the multiplication of aerobic mesophilic
microorganisms. However, psychrotrophic microorganisms, which multiply under
refrigeration, contribute to the deterioration of milk by producing proteolytic enzymes
and heat-resistant extracellular lipolytic enzymes. Our objective was to evaluate the
proteolytic activity of psychrotrophic microorganisms isolated from bulk raw milk. The 20
isolates from a culture collection were activated in Tryptone Soy Agar (TSA) at 25.0 °C
for 48 hours. Subsequently, a platinum loop content was withdrawn and inoculated into
TYEP broth, which was incubated 4.0 °C for 1, 2, 5 and 10 days. The isolates were
separated from the culture medium by centrifugation at 10,000 g for 5 minutes, the
supernatant being filtered using 0.45 um pore filters. The proteolytic activity was
determined by the azocasein method, and the absorbance reading was performed in a
spectrophotometer at a wavelength set at 440 nm. It was verified that the isolate 6,
Pseudomonas fluorescens, had the highest proteolytic activity (p<0.05) in TYEP broth
and the other isolates were less proteolytic (p>0.05). It was also found that the
incubation time influenced the proteolytic activity (p<0.05), which was higher after 10
days of incubation. Therefore, the control of the contaminating microbiota of raw milk is
important so that there are no technological problems for the dairy industry such as the

gelation of UHT milk and loss of income in the production of cheeses, among others.

Keywords: Raw Milk, Psychotrophs, Proteolysis.
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INTRODUCAO

O leite por ser um alimento de alto valor nutricional possui alta relevancia na
alimentacdo humana (SILVA et al., 2008; PAIVA et al., 2018). Sua composi¢cédo pode
variar em funcdo de varios fatores, incluindo a raca e espécie do animal, fase de
lactacdo, época do ano, fatores zootécnicos, dentre outros (GUERREIRO et al., 2005).
A cadeia produtiva do leite € uma das mais antigas e de maior importancia no
desenvolvimento do agronegécio brasileiro (MIGUEL et al., 2010; SEQUETTO et al.,
2017). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2015 a producao nacional desse alimento chegou a 24,05 bilhdes de litros, sendo
capaz de suprir o mercado nacional de leite de consumo (OLIVEIRA et al., 2017).

A melhoria das condi¢cdes de producdo, obtencdo, estocagem, transporte e
acondicionamento nas industrias sao etapas fundamentais para garantir a qualidade do
leite e de seus derivados (CERQUEIRA et al.,, 2009; SERQUETTO et al., 2017). A
estocagem do leite cru refrigerado na fonte de producéo iniciou-se no Brasil na década
de 90, sendo regulamentada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) por meio da Instrucdo Normativa n.° 51 (BRASIL, 2002), retificada
posteriormente pela Instrucdo Normativa n.° 62 (BRASIL, 2011), que determinam
normas na producgdo, identidade e qualidade de leite pasteurizado e de leite cru
refrigerado, além de regulamentar a coleta de leite cru refrigerado e seu transporte a
granel.

A utilizacdo do resfriamento do leite reduziu as perdas econbmicas e de
rendimento, causadas pela atividade acidificante de bactérias mesofilas, mas permitiu a
selecdo de bactérias psicrotréficas relacionadas a problemas tecnolégicos e
econdmicos na industria de laticinios (FONSECA; SANTOS, 2000). A qualidade do
produto final esta diretamente relacionada a contagem microbiana do leite ao chegar a

industria beneficiadora (GUERREIRO et al., 2005).
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A microbiota psicrotréfica Gram-negativa do leite cru € constituida,
principalmente, por Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Burkholderia,
Chromobacterium, Flavobacterium e Pseudomonas e a microbiota Gram-positiva &
constituida, principalmente, por Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus,
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus e Microbacterium spp. (PINTO, 2004;
PEREIRA, 2016). Muitos desses microrganismos que compdem a microbiota do leite
cru multiplicam em temperaturas baixas, impostas pelo armazenamento, e produzem
enzimas extracelulares termorresistentes como proteases e lipases capazes de
deteriorar o leite sobre refrigeracao.

Diante do exposto, 0 nosso objetivo foi avaliar a atividade proteolitica de

bactérias psicrotroficas contaminantes isoladas de leite cru refrigerado granelizado.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 20 isolados psicrotroficos proteoliticos obtidos de leite cru
refrigerado armazenado em tanques de expansdao, coletivos e individuais, instalados
em propriedades rurais do municipio de Rio Pomba, Minas Gerais (CONDE, 2018).
Inicialmente, os 20 isolados foram inoculados em Agar Triptona de Soja (TSA - Kasvi,
Italia) semissodlido a 25,0 °C, por 48 horas. Posteriormente, um conteudo de alca de
repicagem de cada isolado foi transferido para tubos contendo 5 mL de caldo TYEP
(triptona 1%, extrato de levedura 0,25%, KH,PO4 0,1%, K,HPO,4 0,1% e CaCl, 0,25%),
com incubacao a 4,0 °C, por 1, 2, 5 e 10 dias. Apés, os isolados foram separados do
meio de cultura por centrifugacéo a 10000 g, por 5 minutos (Thermo Fisher Scientific,
SorvallTM Stratos™ Centrifuge Series, Alemanha). O sobrenadante obtido foi filtrado
em filtros com poros de 0,45 pum (Analitica 2204513100C, Brasil).

A atividade proteolitica dos 20 isolados foi determinada no sobrenadante filtrado
do meio de cultura TYEP utilizando-se azocaseina como substrato (NORNBERG et al.,
2010). Para isso, em 250 uL de solugédo de azocaseina 2% (Sigma, USA) (p/v), diluida
em tampao TRIS-HCI 20 mM, pH 8,0, foi adicionado 150 uL do sobrenadante do meio
de cultura livre de células, de cada isolado bacteriano. A mistura foi incubada a 37,0 °C,
por 18 horas em banho-maria (SL 155/22 Solab e Brasil) sendo a reacéo paralisada,
por meio da adigdo de 1200 uL de acido tricloroacético 10%. A mistura foi centrifugada

I™ Stratos™ Centrifuge Series, Alemanha) a 15.000 g,
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por 10 minutos, a 5,0 °C. Posteriormente, foi adicionado um volume de 600 pL do
sobrenadante, 750 pL de solugdo de hidréxido de sédio 1,0 M (Isofar, Brasil). A leitura
da absorvancia foi realizada em espectrofotometro (Tecnal, UV-VIS 5100, Shanghai),
em comprimento de onda 440 nm. Paralelamente, foram preparadas amostras
referentes ao branco, que continham todos os reagentes, exceto a amostra, que foi
substituida pelo mesmo volume de &gua ultrapura. Um aumento no valor de
absorbancia de 0,01, da amostra em relagéo ao branco, por hora, correspondeu a uma
unidade enzimética proteolitica por hora — UEP/h (MARTINS, 2007; NORNBERG et al.,
2010).

Empregou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) para comparacao
das médias realizou-se a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey a 5% de
probabilidade com auxilio do software Statistica (TIBCO, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se que o isolado 6 (CONDE, 2018), P. fluorescens, apresentou maior
atividade proteolitica (p<0,05) em caldo TYEP, incubado a 4,0 °C (Figura 1).

Os isolados 7, 8, 9, 10, 11, 15 e 17 nao diferiram (p>0,05) quanto a atividade
proteolitica, sendo esta consideravel. Os demais isolados apresentaram menores
valores de atividade proteolitica (p<0,05) em caldo TYEP (Figura 1). Ressalta-se que
os isolados 1, 6, 7, 11, 15, 17, 18, 19 sdao Gram-negativos e os isolados 2, 3, 4, 5, 9,
10, 12, 13, 14, 16 e 20 sdo Gram-positivos. Os isolados 1 e 18 foram identificados por
Condé (2018) como Acinetobacter baumanni e Stenotrophomonas maltophilia,
respectivamente, e os demais isolados Gram-negativos como P. fluorencens. Entre os
isolados Gram-positivos, 86% foram caracterizados como bastonetes e 12% como
cocos (CONDE, 2018).

Na literatura ha relatos que demonstram a capacidade de sintese de enzimas
hidroliticas por espécies do género Pseudomonas. Dogan; Boor (2003) demonstraram
gue 69% dos 338 isolados identificados como P. fluorescens obtidos de leite cru
apresentaram atividade proteolitica e de lecitinase; enquanto apenas 14,5% dos
isolados de Pseudomonas putida produziram enzimas hidroliticas. Uma variagcdo no

grau de atividade das enzimas proteoliticas foi observada pelos autores, visto que
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63,8% dos 277 isolados apresentaram atividade proteolitica, 59,20% atividade lipolitica
e 45,10% apresentaram atividade de lecitinase.

Segundo Nornberg et al. (2009), ha uma grande variabilidade na atividade
proteolitica entre diversos microrganismos, em especial entre os psicrotroficos. Em seu
estudo, algumas estirpes apresentaram alta atividade proteolitica e outras
apresentaram atividade muito baixa, tornando claro que diferentes estirpes de uma
mesma espécie podem apresentar comportamentos variados, sendo que algumas
apresentam maior atividade proteolitica em uma determinada temperatura, engquanto
gue outras parecem nao sofrer influéncia dessa variacdo de temperatura na producao

de enzimas proteoliticas.
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Figura 1 - Atividade proteolitica média (n=4) de bactérias psicrotréficos isoladas de leite
cru refrigerado armazenado em tanques de granelizacao instalados na regidao de Rio
Pomba, MG, em caldo TYEP, a 4,0 °C, por 1, 2, 5 e 10 dias Os isolados que possuem

letras iguais ndo diferem entre si (p = 0,05) em relagéo a atividade proteolitica.

Constatou-se também que a atividade proteolitica de todos os isolados
psicrotroficos, em caldo TYEP foi influenciada pelo tempo de incubacdo sendo o maior
valor encontrado apos 10 dias de incubacédo a 4,0 °C (Figura 2). A atividade proteolitica
esta relacionada a acéo das proteases produzidas por bactérias psicrotroficas sobre as

caseinas do leite.
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Nornberg et al. (2010) isolaram alguns microrganismos psicrotréficos fortemente
proteoliticos. As culturas foram inoculadas e incubadas em meio de cultura enriquecido
com leite. A medida dos halos de clarificacdo foi avaliada a partir da evolucdo da
protedlise no meio. Posteriormente, foi avaliada sua atividade proteolitica usando a
azocaseina como substrato. Os autores constataram que a maioria das amostras
inoculadas com diferentes estirpes apresentou atividade proteolitica inferior a 10
UEP/h, porém algumas apresentaram valores superiores a 20 UEP/h, sendo estas
pertencentes as espécies de B. cepacia 1A4, Klebsiella oxytoca 8B3, B. cepacia 2A7,
Aeromonas sp. 10B7 e K. oxytoca 1A5.
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Figura 2 - Atividade proteolitica média (n=20) dos isolados bacterianos psicrotroficos de
leite cru refrigerado da regido de Rio Pomba, MG, em caldo TYEP, 4,0 °C, por 1, 2,5 e
10 dias.

Kumaresan; Annalvilli; Sivakumar (2007) avaliaram a deterioragdo do leite cru
por bactérias psicrotroficas em temperaturas de armazenamento de: 2,0 °C, 4,0 °C e
7,0 °C, além das atividades lipolitica e proteolitica destes microrganismos ao longo de
14 dias, com o objetivo de detectar a temperatura adequada para seu armazenamento.
A 2,0 °C houve menor crescimento bacteriano e, consequentemente, menor atividade
lipolitica e proteolitica de psicrotroficos. Aléem disso, observou-se melhor qualidade
sensorial do leite comparado as outras temperaturas, visto que, 50% dos provadores
foram capazes de identificar o sabor de ranco causado pela lipélise quando as
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concentracdes de acidos graxos livres estavam entre 0,18 e 0,20 mEg/kg. Quando as
concentracbes de &cidos graxos estavam na faixa de 0,25 mEg/kg, todos os
entrevistados detectaram a rancidez. No estudo, o limiar sensorial de 0,25 mEqg/kg nao
foi atingido até 14 dias quando o leite foi armazenado a temperatura de 2,0 °C. Desta
maneira, 0s autores concluiram que o leite cru conservado a 2,0 °C, antes do
processamento, mantém suas qualidades nutricionais e sensoriais, dando origem a
produtos com maior valor agregado.

Mu; Du; Bai (2009) afirmaram que P. fluorescens é predominante sobre as
demais espécies do género e estdo, especialmente, associadas a intensa lipélise e
protedlise do leite, tornando-se, muitas vezes, a microbiota dominante durante o
armazenamento do leite cru refrigerado.

Adams et al. (1976) constataram que entre 70% a 90% dos psicrotréficos
isolados de leite cru estocado a 4,0 °C, por uma semana, eram Pseudomonas. Eneroth
et al. (1998) observaram maior frequéncia de isolamento de espécies de Pseudomonas
(72% a 77%) em amostras de leite cru, de leite pasteurizado e de amostras ambientais
de industrias de laticinios. A predominancia desse género pode ser explicada pelo fato
de Pseudomonas sp. apresentar um tempo de gerag¢do curto entre 0,0 °C e 7,0 °C
(SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Outro fator que vem sendo comprovado em diversos
trabalhos é a capacidade de formacédo de biofilme por membros desse género, que
esta associada com a capacidade de sintese de exopolissacarideos. A presenca de
fimbrias e flagelos nos microrganismos deste género também facilita a adesédo e a
formacéo de biofiime em superficies de acgo inoxidavel, que tém a remocéao dificultada
pelo processo de higienizacdo, principalmente pela resisténcia a agentes sanificantes
(SYRHAUG; STEPANIAK, 1997; PINTO et al., 2006).

CONCLUSAO

A atividade proteolitica de bactérias psicrotréficas € variavel de acordo com o
género e espécie e aumenta com o0 tempo de armazenamento, sendo que P.
fluorescens destaca-se em relacdo ao seu potencial proteolitico. Portanto, o controle da
microbiota contaminante do leite cru durante as etapas de obtencao a fim de minimizar
0 acesso de bactérias Gram-negativas, principalmente de espécies de Pseudomonas, a

este alimento, bem como do tempo e da temperatura de armazenamento em tanques
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de expanséao sdo essenciais para a qualidade final do leite e derivados. Essas medidas
minimizam o acumulo de enzimas deterioradoras termorresistentes, como proteases
produzidas pela microbiota psicrotrofica, que atuam de forma inespecifica sobre as
caseinas do leite e acarretam uma série de problemas tecnoldgicos para a industria de
laticinios como perda de estabilidade térmica do leite, gelificacdo do leite UHT, perda
de rendimento na producdo de queijos, desenvolvimento de sabores e odores

indesejaveis nos produtos lacteos, entre outros.
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RESUMO

A caseina é a principal proteina do leite e representa cerca de 80% das proteinas
lacteas totais. Embora seja extremamente termorresistentes, quase toda a caseina
apresenta-se na forma de micelas e inclui quatro tipos de cadeias polipeptidicas: asi,
asz, B e K, além de alguns derivados formados por protedlise. O nosso objetivo foi
avaliar a hidrolise das caseinas do leite por bactérias psicrotroficas. Os isolados
utilizados foram Pseudomonas fluorencens, Acinetobacter baumanni,
Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola, Acinetobacter junni/johnsonni,
Aeromonas hidrophyla/caviae e Burkholderia cepacia, os quais foram incubados em
100 mL de leite pasteurizado e incubados a 7,0 °C, por 2 e 4 dias. Para a avaliagéo da
hidrolise das caseinas utilizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Aliquotas contendo 20 pg de proteina foram adicionadas em tampao de amostra e
submetidas a fervura, e, posteriormente, aplicadas no gel, sendo conduzida &
eletroforese. Os géis foram corados, em solucdo de Coomassie R brilhant blue e
posteriormente, revelados e transparentizados em solucdo de &acido acético. A
coloragdo com nitrato de prata também foi empregada para a detec¢do da degradacdo
das caseinas. Constatou-se que, com dois dias de incubagéo a 7,0 °C, P. fluorencens,

A.baumannii e B. cepacia causaram hidrolise das caseinas. Por outro lado, com quatro
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dias de incubacgédo a 7,0 °C, P. fluorencens, S. maltophilia, P. luteola e B. cepacia
ocasionaram maior degradacdo das caseinas. Considerando que a degradacdo das
caseinas do leite compromete quantitativamente e qualitativamente a qualidade da
matéria-prima em consequéncia da atividade de proteases termoestaveis de bactérias
psicrotréficas, reforca-se a importancia da prevencdo de contaminacdes microbianas
na cadeia do leite por meio da implementacdo das boas praticas de producéao,
transporte e processamento do leite.

Palavra-Chave: Leite, Microbiota psicrotrofica, caseinas.

ABSTRACT

Casein is the main milk protein and accounts for about 80% of total milk proteins.
Although extremely thermostable, almost all casein presents as micelles and includes
four types of polypeptide chains: as;, Os2, B and k, in addition to some derivatives
formed by proteolysis. Our objective was to evaluate the hydrolysis of milk caseins by
psychrotrophic bacteria. The isolates used were Pseudomonas fluorencens,
Acinetobacter baumanni, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola,
Acinetobacter junni/johnsonni, Aeromonas hidrophyla/caviae and Burkholderia cepacia,
which were incubated in 100 mL of pasteurized milk and incubated at 7.0 °C for 2 and 4
days. Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used for the evaluation of
casein hydrolysis. Aliquots containing 20 ug of protein were added to the sample buffer
and boiled, and then applied to the gel, being electrophoresed. The gels were stained in
Coomassie R bright blue solution and subsequently developed and clarified in acetic
acid solution. Silver nitrate staining was also used for the detection of casein
degradation. It was found that, with two days of incubation at 7.0 °C, P. fluorencens, A.
baumannii and B. cepacia caused casein hydrolysis. On the other hand, with four days
of incubation at 7.0 °C, P. fluorencens, S. maltophilia, P. luteola and B. cepacia caused
higher casein degradation. Considering that the degradation of milk caseins
guantitatively and qualitatively compromises the quality of the raw material as a
consequence of the activity of thermostable proteases of psychrotrophic bacteria, the
importance of the prevention of microbial contaminations in the milk chain is reinforced
through the implementation of good practices production, transport and processing of

milk.
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INTRODUCAO

As proteinas do leite sdo constituidas por diferentes aminoacidos e representam,
aproximadamente, 3% dos soélidos do leite bovino. A caseina é a principal proteina
desse alimento e constitui cerca de 80% das proteinas lacteas totais. Embora seja
extremamente termorresistente, € uma fosfoproteina sensivel a acidez, com ponto
isoelétrico de pH 4,6, precipitando-se em grandes micelas. A caseina é uma molécula
complexa e, exclusivamente lactea, composta por aminoacidos como leucina,
isoleucina, lisina, arginina, metionina, fenilalanina, histidina, triptofano, dentre outros
(BELOTI, 2015; ARAUJO, 2016).

A micela de caseina por possuir uma caracteristica anfétera pode combinar-se
com bases e com acidos resultando na formacao de caseinatos e de sais. Quase toda
a caseina apresenta-se na forma de micelas e, inclui quatro tipos de cadeias
polipeptidicas: as;, as,, B e K que apresentam massas molares de 23,6 kDa, 23,5 a
24,0 kDa, 24 kDa e 19 kDa, respectivamente (ROMAN; SGARBIERI, 2005; ARAUJO,
2016). Além disso, alguns derivados da caseina sdo formados por protedlise.

Do ponto de vista econdmico, as caseinas sdo muito relevantes pelo seu alto
valor nutricional a suas caracteristicas fisico-quimicas que influenciam, diretamente, na
fabricacdo de diversos derivados lacteos (HUPPERTZ et al., 2006; REIS et al., 2012).
O processamento do leite em altas temperaturas é possivel devido ao fato de que
essas proteinas sado estaveis ao calor.

Microrganismo  psicrotroficos  produtores de enzimas  extracelulares
termorresistentes multiplicam-se no leite cru refrigerado e causam varios problemas
tecnoldgicos para industria de laticinios devidos a proteodlise e lipolise (ZENI et al.,
2013)).

As proteases produzidas por bactérias psicrotréficas  degradam
preferencialmente a k-caseina, seguido da B-caseina e a-caseina. Associado a sua

natureza anfipatica e localizacdo na superficie na micela de caseina, a k-caseina €&
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importante na estabilidade da micela e sua degradacéo pode resultar na coagulacéo do
leite (ADAMS et al., 1976). Assim, as enzimas termorresistentes, como as lipases e as
proteases microbianas, sdo de grande preocupacdo para a industria, pois reduzem
rendimento na fabricacdo de queijos, limitam a vida de prateleira, alteram sabores,
odores e aparéncia dos produtos lacteos. As proteases possuem atividade hidrolitica
em varias fragbes de caseina, sendo essas moléculas facilmente degradadas, devido
sua estrutura ndo helicoidal. A k-caseina esté localizada na superficie da micela e,
guando hidrolisada causa desestabilizacdo da mesma, podendo levar a coagulacao e
alteracdes nas caracteristicas sensoriais do leite (BRITO et al.,, 2000; HANTSIS-
ZACHAROV; HALPERN, 2007). A composicao proteica do leite pode ser determinada
por diferentes técnicas, dentre elas a eletroforese em gel de poliacrilamida contendo
dodecilsulfato (SDS-PAGE), a qual € uma técnica bioquimica verséatil, relativamente
simples, rapida e de grande poder informativo. Esta técnica consiste na migracao de
moléculas ionizadas na mesma direcdo, as quais se repelem mutuamente mantendo
sua estrutura e propriedades intactas, possibilitando assim a separacdo em varias
fracbes (BRAMMER, 2001).

Objetivou-se comparar o potencial de hidrélise de bactérias psicrotréficas sobre

as caseinas do leite pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados sete géneros bacterianos, fortemente proteoliticos, isolados de
leite cru refrigerado granelizado, por Condé (2018): Pseudomonas fluorencens,
Acinetobacter baumanni, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola,
Acinetobacter junni/johnsonni, Aeromonas hidrophyla/caviae e Burkholderia cepacia.
Amostras de leite cru foram coletadas no Departamento de Zootecnia do IF Sudeste
MG, campus Rio Pomba, de animais ordenhados de acordo com as Boas Praticas de
Producgdo. Posteriormente, inocularam-se, isoladamente, uma concentracdo de células
de cada isolado psicrotréfico proteolitico de, aproximadamente, 10* UFC/mL em 100
mL de leite pasteurizado e, ap0s, procedeu-se a incubacao a 7,0 °C por 48 e 96 horas.

O efeito do crescimento dos sete isolados bacterianos sobre as caseinas do leite
foram avaliados por SDS-PAGE com modificagdes do método de Laemmli (1970), com

2 e 4 dias de estocagem. As amostras do leite foram preparadas como descrito por
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Adams et al. (1976), com adaptacfes. Aliquotas de 10 mL do leite refrigerado foram
acidificadas para pH 4,0 com &cido cloridrico 1,0 mol/L, sob agitacdo constante.
Posteriormente, foram centrifugadas, por 10 minutos, a 10.000 g, em centrifuga

I™ Stratos™ Centrifuge Series, Alemanha).

refrigerada (Thermo Fisher Scientific, Sorval
O soro foi eliminado, a caseina precipitada e o volume original foi reconstituido com
solugéao tampéao Tris-HCI, corrigindo-se o pH para 6,90. As amostras do leite controle,
ou seja, amostras de leite ndo inoculadas foram submetidas as mesmas condicoes.

O sistema de eletroforese descontinuo contendo poliacrilamida e dodecil
sulfato de sédio (SDS-PAGE) foi utilizado para a separagdo das proteinas. A
concentracdo do gel de separacao foi de 15% e do gel de empilhamento foi de 5%. As
concentracfes finais de tampao Tris-HClI e de SDS no gel de separacdo e de
empilhamento foram aquelas recomendadas por Laemmli (1970). Os géis foram
polimerizados quimicamente, com tetrametileno diamina (TEMED) e de persulfato de
amonio (APS). O tampao de corrida, pH 8,60, continha Tris-base, glicina e SDS. A
concentracdo de proteina, em cada uma das amostras inoculadas, foi quantificada de
acordo com Bradford (1976). Aliquotas contendo 20 ug de proteina foram adicionadas
de tampdo de amostra (1:3 v/v) e submetidas a tratamento térmico, por imersdo em
banho de agua fervente, por trés minutos. Posteriormente, foram aplicadas no gel de
poliacrilamida. A eletroforese foi conduzida a 80 V, por 60 minutos, para empilhamento
e 100 V, por duas horas e trinta minutos, para separacdo das fracées proteicas. Os
géis foram corados, por duas horas, a temperatura ambiente, em solucdo de
Coomassie R brilhant blue. Posteriormente, foram revelados e transparentizados em
solucéo de acido acético.

A coloracdo dos geéis foi também empregada com nitrato de prata. Para a
revelacdo dos mesmos utilizou-se solucéao fixadora de metanol, por 40 minutos, sob
agitacdo leve. Apoés, aplicou-se solugdo de etanol a 50% por trés vezes, por 10
minutos. Em seguida, o gel foi lavado por trés vezes com agua ultrapura, por 1 minuto.
Logo apo6s a lavagem, aplicou-se uma solucdo de tiossulfato de sédio 0,02%, por 20
minutos. Posteriormente, os géis foram lavados, por mais trés vezes, com agua
ultrapura, por 1 minuto. Em seguida, aplicou-se aos géis uma solucdo de nitrato de
prata (0,19 de nitrato de prata, 0,013 mL de formaldeido 37%, 50 ml de agua ultrapura),

por 30 minutos, sob agitacao leve. Em seguida, os géis foram lavados com agua
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ultrapura, por trés vezes, por um minuto. Apds, aplicou-se a solucdo reveladora
constituida de 2 g de carbonato de sédio, 1 mL de tiossulfato de sédio 0,02%, 0,025 mL
de formaldeido 37%. Completou-se o volume com agua ultrapura até cobertura
completa dos géis. Deixando-os sob agitacdo até a visualizacdo das bandas de
proteina. Entdo, o processo de revelacdo das bandas foi interrompido pela adicdo de
20 mL de é&cido acético.

A identificacdo das fracdes de caseina foi feita por comparagcdo das amostras
com padrdes de a, B e k-caseinas purificados de leite bovino (Sigma, Chemical Co, St
Louis, MO, USA) e com marcador de massa molecular (Jena Bioscience®). Desta
forma, avaliou-se, qualitativamente, a hidrélise das caseinas em funcado do género de

bactéria psicrotroéfica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados bacterianos proteoliticos apresentaram perfis de degradacdo das
caseinas do leite diferentes, resultado indicativo da diferenca de potencial de
deterioracdo da caseina. As amostras inoculadas com P. fluorencens, por dois dias
(Figura 1, A e B, canaleta 6) apresentaram hidrolise das fracdes proteicas.

Apoés quatro dias de incubacédo, constatou-se hidrélise das fracdes de caseina
por P. fluorencens, S. maltophilia, P. luteola e B. cepacia (Figura 2, A e B). A. junii e A.
hidrophyla/caviae causaram uma menor degradacédo nas fracées de caseinas (Figura 2
- A e B, canaletas 10 e 11, respectivamente).

O gel revelado com azul de Coomassie — R250 demostrou um alto arraste de
proteinas, o que ocorre em funcdo da degradacao de fosfoproteinas presentes no leite
em peptideos de menor peso molecular. Em outros estudos também foi observado o
alto potencial de bactérias psicrotroficas como P. fluorescens de hidrolisar, de forma
rapida, a k-caseina (COSTA et al., 2002; CHEN et al. 2003; PINTO et al., 2014).

A predominancia de bactérias psicrotroficas Gram-negativas, em especial
espécies do género Pseudomonas € apontada em estudos (Arcuri et al., 2008). Essas
bactérias produzem proteases inespecificas. Recio et al. (2000) trabalharam com a
fragdo peptidica produzida a partir da protedlise do leite, mais especificamente da k-
caseina, e analisaram sua degradacao associada a agdo da quimosina ou de proteases

produzidas pela P. fluorencens B52. A identificagdo e fracionamento das moléculas
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foram determinados por metodologia aplicada com RP-HPLC, acoplada a
espectrometria de massa. Os autores encontram fracdes peptidicas idénticas as
encontradas no leite UHT estocado por longas datas e deduziram que as proteases
produzidas por micro-organismos psicrotroficos também clivam a caseina na ligacao
105-106, sendo menos especificas do que a quimosina, 0 que sugere que a presenca
de caseinomacropeptideo (CMP) ndo € um indicador exclusivo de fraude em leite com
soro de queijo.

2 DIAS 2DIAS

Figura 1 — SDS- PAGE (15%) das caseinas provenientes de amostras do leite controle
e de amostras de leite inoculadas, intencionalmente, e incubadas 7,0 °C, por 2 dias e
coradas com Coomassie R brilhant blue (A) e nitrato de prata (B). Canaletas: 1- Padréao
de a-caseina, 2- Padrao de p-caseina, 3- Padrao de K-caseina, 4- Controle tempo zero,
5- Controle tempo dois dias, 6- P. fluorencens, 7- A. baumannii, 8- S. maltophilia, 9- P.
luteola, 10- A. junii\ johnsonii, 11- A. hidrophyla\ caviae 12-B. cepacia, 13- Marcador
de Peso Molecular (kDa).

4 DIAS
4 DIAS

3 48 e 7 8 9 M0 11 128 M3

1 234 5 678 9 1011 12 13
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Figura 2 — SDS- PAGE (15%) das caseinas provenientes de amostras do leite controle
e de amostras de leite inoculadas, intencionalmente, e incubadas 7,0 °C, por 4 dias e
coradas com Coomassie R brilhant blue (A) e nitrato de prata (B). Canaletas: 1- Padrao
de a-caseina, 2- Padrao de B-caseina, 3- Padréao de K-caseina, 4- Controle tempo zero,
5- Controle tempo dois dias, 6- P. fluorencens, 7- A. baumannii, 8- S. maltophilia, 9- P.
luteola, 10- A. junii\ johnsonii, 11- A. hidrophyla\ caviae 12-B. cepacia, 13- Marcador de

Peso Molecular (kDa).

Desta forma, pode-se afirmar que a estocagem do leite cru sobre refrigeragéo,
antes do processamento, pode resultar na perda de qualidade da matéria-prima em
consequéncia da atividade de enzimas termoestaveis de bactérias psicrotréficas, com

consequente comprometimento da qualidade dos produtos lacteos.

CONCLUSAO

O perfil de hidrélise das caseinas € variavel com a espécie bacteriana e com o
seu potencial proteolitico. A demonstracdo da degradacdo proteica pelo método de
eletroforese permitiu visualizar e demonstrar o efeito deletério de bactérias
psicrotroficas sobre as caseinas, o que implica na perda de estabilidade térmica, de
qualidade e de rendimento de produtos lacteos em funcédo da perda proteica. Desta
forma, reforcou-se a importancia da prevencédo de contaminacdes microbianas do leite
para a sua integridade, que é um fator imprescindivel para garantir condicdes
adequadas de processamento, aumento na vida Util dos produtos lacteos e obtencédo

de produtos de acordo com os padrdes de identidade e qualidade.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARCURI, E. F.; SILVA, P. D. L.; BRITO, M. A. V. P.; BRITO, J. R. F.; LANGE, C. C.
Contagem, isolamento e caracterizacdo de bactérias psicrotroficas contaminantes de
leite cru refrigerado. Ciéncia Rural, v. 38, p. 2250-2255, 2008.

ADAMS, D. M.; BARACH, J. T.; SPECK, M. L. Effect of psychrotrophic bacteria from
raw milk on milk proteins and stability of milk proteins to ultrahigt temperature treatment.
Journal of Dairy Science, v. 59, p. 823-827, 1976.

37



ARAUJO, J. P. A. Estabilidade alcoodlica do leite: relacdo com fracdes proteicas e
outros componentes. 2016. 42 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Leite e Derivados). Universidade Norte do Parana, Unidade Piza, Londrina, 2016.

BELOTI, V. L. Obtencéao, Inspecédo e Qualidade. Londrina: Editora Planta, p. 417.
2015.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976.

BRAMMER, S. P. A técnica de eletroforese: importancia e aplicacdes em analises
genéticas. Passo Fundo: Embrapa Trigo, p. 13, 2001.

BRITO, M. A. V. P.; ARCURI, E. F.; BRITO, J. R. F. Testando a qualidade do leite. In:
DURAES, M. C.; MARTINS, C. E.; DERESZ, F.; BRITO, J. R. F.; FREITAS, A. F.;
PORTUGAL, J. A. B.; COSTA, C. N. Minas Leite. 2000, Juiz de Fora. Avancos
tecnoldgicos para o aumento da produtividade leiteira. Anais. Juiz de Fora: Embrapa
Gado de Leite, p. 83-94, 2000.

CHEN, L.; DANIEL, R. M.; COOLBEAR, T. Detection and impact of protease and lipase
activities in milk and milk powders. International Dairy Journal, v. 13, p. 255-275,
2003.

COSTA L. M.; GOMEZ M. F.; MOLINA L. H.; ROMERO, A. Purificacion y
caracterizacion de proteasas de Pseudomonas fluorescens y sus efectos sobre las
proteinas de la leche. Archivos Latinoamericanos de Nutricion. v. 52, p. 1-13, 2002.

CONDE, P. R. Potencial deteriorador e diversidade da microbiota do leite cru
granelizado. 145 f. 2018. Dissertacdo de mestrado (Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos), IFSudeste MG, campus Rio Pomba, Minas Gerais, 2018.

HUPPERTZ, T.; SMIDDY, M. A.; UPADHYAY, V. K.; KELLY, A. L.
High-pressure-induced changes in bovine milk: a review. International Journal of
Dairy Technology, v. 59, n. 2, p. 58-66, 2006.

HANTSIS-ZACHAROV, E.; HALPERN, M. Culturable psychrotrophic bacterial
communities in raw milk and their proteolytic and lipolytic traits. Applied and
Environmental Microbiology. v. 73, p. 7162-7168, 2007.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, v. 227, p. 680-684, 1970.

PINTO, C. L. O; MACHADO, G. S.; CARDOSO, R. R.; ALVES, R. M.; VANETTI, M. C.
D.; Proteolytic potential of Pseudomonas fluorescens isolated from refrigerated raw
milk. Revista Brasileira de Agropecuaria Sustentavel, v. 4, n. 2, p. 16-25, 2014.

38



RECIO, I.; GARCIA-RISCO, M. R.; RAMOS, M.; LOPEZ-FANDINO, R. Characterzation
of peptideos produced by the action of psychrotrophic on kappa-casein. Journal of
Dairy Research, v. 67, n. 4, p. 625-630, 2000.

REIS, A. M.; COSTA, M. R.; COSTA, R. G.; SUGUIMOTO, H. H.; SOUZA, C. H. B;
ARAGON-ALEGRO, L. C.; SANTANA, E. H. W. Efeito do grupo racial e do numero de
lactacbes sobre a produtividade e a composicdo do leite bovino. Semina: Ciéncias
Agrérias, v. 33, n. 2, p. 3421-3436, 2012.

ROMAN, J. A.; SGARBIERI, V. C. Efeito da hidrolise enzimética sobre propriedades
funcionais de caseina bovina coagulada pela acdo da quimosina. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, v. 25, p. 468- 474, 2005.

SGARBIERI, V. C. Revisao: Propriedades estruturais e fisico-quimicas das proteinas
do leite. Brazilian Journal of Food Technology, v. 8, n. 1, p. 43-56, 2005.

ZENI, M. P.; MARSAN, M. H. S.; SILVA, G. P. R.; CARLI, E. M.; PALEZI, S. C.
Influéncia dos microrganismos psicrotréficos sobre qualidade do leite refrigerado para
producdo de UHT. Unoesc & Ciéncia— ACET, v. 4, p. 61-70, 2013.

39



