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PALAVRAS-CHAVE:

O presente estudo foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentos
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Goiéas, visando detectar a protedlise em leite
causada por Pseudomonas fluorescens. Foram
adquiridas cepas liofilizadas de P. fluorescens ATCC
13525 do Instituto Adolfo Lutz, Segdo de Colegdo de
Culturas. Apo6s o crescimento das cepas de P.
fluorescens determinaram-se quantidades que
correspondessem a 100.000, 500.000 e 1.000.000
de UFC/mL para ser realizada a inoculagéo in vitro
em amostras de leite desnatado reconstituido a 12%
(LDR 12%) e esterilizado. Os experimentos de
crescimento das cepas de P. fluorescens foram
conduzidos em aliquotas de 40 mL de LDR 12%,
sendo as amostras incubadas a 4°C, 7°C e 10°C
em refrigerador. Durante o periodo de incubacéo,
as amostras foram avaliadas a cada 24 horas até
se atingir o periodo de 120 horas. As amostras
também foram submetidas & analise para verificar
a presenca de caseinomacropeptideo (CMP) pela
técnica de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia.
O crescimento de P. fluorescens no leite desnatado
reconstituido a 12% néo foi significativo nas
temperaturas de estocagem de 4, 7 e 10°C,
verificando-se significAncia apenas para o tempo
de estocagem. N&o foi constatada a presenca de
CMP nas amostras avaliadas.
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1INTRODUCAO

Antes da introducé&o da refrigeracédo, a principal microbiota deterioradora do leite e de produtos
lacteos era constituida de bactérias mesdfilas fermentadoras da lactose, que causam rapida acidificagdo
em leite ndo refrigerado, principal causa de sua rejei¢cdo na plataforma da industria. O uso da refrigeracéo
associado a periodos mais longos de armazenamento selecionou microbiota deterioradora denominada
de psicrotréfica (ARCURI, 2003).

A maioria das bactérias psicrotroficas nao sobrevive a pasteuriza¢éo, porém suas enzimas
podem resistir ao tratamento de ultra alta temperatura (UAT) e permanecerem ativas, pois séo
termorresistentes (COUSIN e BRAMLEY, 1981). Em func¢éo do curto tempo de geragdo em temperaturas
de refrigeracdo, espécies do género Pseudomonas spp. representam as bactérias psicrotroficas
deterioradoras predominantes do leite cru refrigerado, particularmente Pseudomonas fluorescens.

Segundo MUIR (1996), o género Pseudomonas spp. representa em torno de 10% da microbiota
total do leite recém obtido. Em leite mantido sob refrigeragéo, essas bactérias predominam sobre as
demais espécies presentes no leite in natura e beneficiado.

As proteases e lipases sdo produzidas principalmente no final da fase exponencial e na fase
estacionaria de crescimento, sendo a sua sintese maior abaixo da temperatura 6tima de crescimento
(ARCURI, 2003). ANDERSON (1980) argumentou que P. fluorescens, com temperatura 6tima de
crescimento de 20°C, produziu o maximo de lipase a 8°C. Quantidades relativamente altas de proteases
sdo produzidas em temperaturas de refrigeragcédo (4 a 7°C). As proteases produzidas por micro-
organismos psicrotréficos podem tornar o leite instavel ao calor (KOHLMANN et al., 1991), provocando
a coagulacdo durante a pasteurizacéo, a geleificacdo do leite UAT (LAW, 1979) e o desenvolvimento
de varios odores desagradaveis (MCKELLAR, 1981). Também provocam a ocorréncia de textura anormal
em alguns tipos de queijos e a redu¢éo do rendimento na sua producéo (STOFER e HICKS, 1983). Se
o leite cru for submetido a longos periodos de estocagem sob refrigeracéo, o controle de psicrotréficos
na matéria-prima pode ser mais importante do que o realizado apds o processamento.

Os problemas resultantes do crescimento de bactérias psicrotroficas no leite cru séo prevenidos
pela sanitizacdo adequada de equipamentos de ordenha e do tanque de refrigeracao, seu rapido
resfriamento apds a ordenha e manutenc¢@o em temperatura baixa até o momento do processamento
térmico. Também nao se deve efetuar a estocagem do leite refrigerado por periodo de tempo muito
longo.

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito de Pseudomonas fluorescens em amostras de
leite desnatado reconstituido a 12% (LDR 12%) e esterilizado, armazenadas nas temperaturas de 4, 7
e 10°C, durante 24, 48, 72, 96 e 120 horas. As amostras foram inoculadas de modo a se obter
contagens da ordem de 100.000, 500.000 e 1.000.000 UFC/mL. Posteriormente verificou-se a presenca
de caseinomacropeptideo (CMP) pela técnica de Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE).

2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi estudado no laboratério de Microbiologia do Centro de Pesquisa em Alimentos da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goiés.

Realizou-se a inoculagéo in vitro de LDR 12% com cepas liofilizadas de P. fluorescens ATCC
13525 do Instituto Adolfo Lutz, Se¢éo de Colecao de Culturas. Areidratagcao das cepas de P. fluorescens
ocorreu pela adicédo de 0,5 mL de agua destilada esterilizada na ampola da cultura, com o auxilio de
pipeta de Pasteur e incubag&o a 36°C + 1°C por 18 a 24 horas. As cepas de P. fluorescens reidratadas
foram transferidas para tubo de ensaio contendo caldo Luria Bertani e incubadas a 36°C £ 1°C por4 a
6 horas ou até ocorrer turvagdo do meio. ApoOs a reativacdo da cultura foram realizadas diluicbes
partindo de 10 a 10 e plaqueamento em Agar Padréo para Contagem (PCA), em duplicata, visando
determinar as quantidades de UFC/mL. Depois do crescimento das cepas de P. fluorescens foram
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determinadas as quantidades correspondentes a 100.000, 500.000 e 1.000.000 UFC/mL para ser
realizada a inoculagao in vitro.

O experimento de crescimento das cepas de P. fluorescens foi conduzido com aliquotas de
40 mL de LDR 12%, esterilizadas a 121°C por 15 minutos e inoculadas em duplicata com,
aproximadamente, 100.000, 500.000 e 1.000.000 UFC/mL de células ativadas previamente, por duas
vezes consecutivas. As amostras foram incubadas estaticamente a 4, 7 e 10°C em refrigerador. Durante
o periodo de incubacao, as amostras foram avaliadas a cada 24 horas até se atingir 120 horas.

2.1 CONTAGEM PADRAO EM PLACAS DE MICRO-ORGANISMOS PSICROTROFICOS VIAVEIS

Prepararam-se as dilui¢cdes pipetando, assepticamente, 25 mL da amostra que foram transferidos
para frasco tipo Erlenmeyer, contendo 225 mL de 4gua peptonada 0,1% esterilizada (diluigdo 10?). A
partir dessa diluicdo foram preparadas diluicées decimais até 10, empregando-se o0 mesmo diluente.

Transferiu-se 1 mL da diluicdo para placas de Petri (15x100) esterilizadas, sendo adicionados
de 15 a 17 mL de agar padréo para contagem fundido e resfriado entre 43°C e 45°C. Apos a solidificacao
do agar em temperatura ambiente, as placas foram incubadas invertidas a 7°C por 10 dias (MARSHALL,
1992). Essas determinagdes foram realizadas em duplicatas. Utilizou-se contador de colénias em
placas com 25 a 250 coldnias. Para calcular o nimero de UFC/mL da amostra multiplicou-se o nimero
de colbnias, em cada placa, pelo inverso da diluig&o inoculada.

2.2 CROMATOGRAFIAALIQUIDO DE ALTAEFICIENCIA

As amostras de leite contaminadas in vitro foram submetidas a analise cromatografica para
verificar a presenga de CMP e averiguar a proteélise gerada por P. fluorescens.

Para a determinacéo e quantificacdo do CMP adotou-se a metodologia oficial do Ministério da
Agricultura e Reforma Agraria (BRASIL, 1991). Na determinacdo do teor de soro, mediante a técnica
CLAE, efetuou-se a curva padrao preparada com leite genuino de procedéncia conhecida. O leite foi adulterado
com soro de leite de composicéo padrdo nas proporcdes de 5%, 10%, 15% e 20%. Para o preparo da
amostra, 22 mL de leite foram tratados com 10 mL da solugdo de acido tricloroacético (TCA) a 24%,
seguido de incubacéo a 25°C/60 min em banho-maria (em repouso). Realizaram-se duas filtracdes apos
esse periodo, a primeira em filtro qualitativo (papel de filtro Whatman n° 40), descartando-se aproximadamente
cinco mililitros do filtrado e a segunda em filtro MILLIPORE de 0,45 um.

Efetuou-se a determinagao cromatografica mediante injecéo de 20 uL do filtrado em cromatégrafo
(GILSON 118 UV/VIS), operando com vazao de 1 mL/min e detecc¢édo na faixa do ultravioleta/visivel
(UV-VIS) em comprimento de onda de 205 nm, com a linha de base ja devidamente estabilizada.

Usou-se cromatografo a liquido (GILSON), com bomba isocratica (GILSON 306), injetor
automatico ASTED-XL da marca GILSON, looping de 200 pL e coluna Zorbax GF-250 Biosséries da
Agilent de 9 mm de diametro interno por 250 mm de comprimento. A fase estacionaria da coluna foi
composta por particulas esféricas de silica, modificadas na superficie por zirconio estabilizado, enquanto
que a fase ligada continha monocamada molecular hidrofilica com didmetro de poro de 150 A. Para a
separagdo empregou-se padrao fosfato com pH 6 (1,74 g de fosfato de potassio dibasico (K,HPO,)
p.a., 12,37 g de fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) p.a. e 21,41 g de sulfato de sodio (NA,SO,),
dissolvido em 1000 mL de &gua destilada deionizada).

Construiu-se grafico de porcentagem de soro “versus” a intensidade do sinal do detector ou altura
do pico e calculou-se a equacéo da reta de regressdo com valores de r > 0,95. Realizou-se a comparacao
do cromatograma da amostra com o do leite adicionado de soro, identificou-se o pico com 0 mesmo tempo
de reten¢do do soro e calculou-se a porcentagem de soro na amostra por interpolacdo da leitura do sinal na
reta de regresséao do leite adicionado de soro. Segundo o Ministério da Agricultura e Reforma Agréria, a
prova é considerada positiva quando a presenca de soro for superior a 1% de acordo com a curva padrao
dos picos com o mesmo tempo de retencéo do CMP (BRASIL, 1991).
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2.3ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com os tratamentos
distribuidos em esquema fatorial 3x3x5, sendo trés niveis de inoculagao (100.000, 500.000 e 1.000.000
de UFC/mL), trés temperaturas de incubacao (4, 7 e 10°C) e cinco tempos de estocagem (24, 48, 72,
96 e 120 horas). Os dados foram submetidos & analise de variancia e ao teste de Tukey, com auxilio
do programa Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001). Foram geradas curvas de regressao linear, calculadas
a partir das contagens de P. fluorescens.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento de P. fluorescens em LDR 12% nas temperaturas de 4, 7 e 10°C né&o foi
significativo, sendo considerado para efeito da analise estatistica apenas o tempo de estocagem (24,
48, 96 e 120 horas). Os dados ndo foram consistentes para o armazenamento por 72 horas, sendo
seus resultados desconsiderados. O armazenamento do leite por diferentes periodos em temperaturas
de 4, 7 e 10°C altera a qualidade do produto, pois quanto maior a temperatura e o periodo de estocagem
pior a qualidade e menor a vida-de-prateleira do leite e seus derivados.

Nas Figuras 1, 2, 3 e 4 estdo os resultados obtidos pela andlise de regressao para o crescimento
de P. fluorescens inoculados com 100.000, 500.000 e 1.000.000 de UFC/mL. Pode ser observado em
todos os tempos de estocagem que o cresimento de P. fluorescens foi significativo.
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FIGURA 1 - DESENVOLVIMENTO DE P. fluorescens COM DIFERENTES NIVEIS DE
CONTAMINAGAO E TEMPO DE ESTOCAGEM DE 24 HORAS

Apesar da taxa de crescimento ter sido semelhante nas temperaturas usadas, a populacao
dos microrganismos psicrotréficos chegou a 10”7 UFC/mL no tempo de armazenamento de 96 e 120
horas para contaminacéo inicial de 1,0x10° UFC/mL. Com a contaminacao inicial de 5,0x10° UFC/mL,
a populacao desses micro-organismos ultrapassou 107 UFC/mL a partir de 48 horas de estocagem.
Para a contaminacéo inicial de 1,0x108 UFC/mL, os micro-organismos apresentaram taxa de crescimento
semelhante em ambas as temperaturas e atingiram contagens proximas durante o tempo de estocagem,
porém na temperatura de 10°C e estocagem por 120 horas a populagdo de micro-organismos foi de
108 UFC/mL. Esses resultados reforcam a importancia do controle da contaminacéo inicial da matéria-
prima e a necessidade do estabelecimento industrial manter temperaturas inferiores a 10°C com
tempo de armazenamento ndo superior a 48 horas.
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HARYANI et al. (2003) constataram que o tempo para que a populagao de bactérias psicrotroficas
contaminantes naturais do leite atingisse 10" UFC/mL foi de dez dias a 2°C, nove dias a 4°C, sete dias
a 7°C e de apenas quatro dias a 10°C.

Embora os micro-organismos psicrotréficos sejam bastante termolabeis, a estocagem na
temperatura de 4°C garante maior qualidade, pois as enzimas desses micro-organismos sao
termorresistentes e atuam mesmo apds a pasteurizagéo (LUCK, DYNKELD e BERG, 1980).
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FIGURA 2 — DESENVOLVIMENTO DE P. fluorescens COM DIFERENTES NIVEIS DE
CONTAMINAGAO E TEMPO DE ESTOCAGEM DE 48 HORAS
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FIGURA 3 - DESENVOLVIMENTO DE P. fluorescens COM DIFERENTES NIVEIS DE
CONTAMINAGAO E TEMPO DE ESTOCAGEM DE 96 HORAS

JASPE et al. (1995) relataram que o género Pseudomonas, apos a incubagao em baixas
temperaturas (7°C) durante 3 dias, apresenta atividade proteolitica cerca de 1.000 vezes maior, atividade
lipolitica cerca de 280 vezes maior e taxa de crescimento de aproximadamente 10 vezes superior que
amostras ndo submetidas a tal periodo de incubacao.

Com relagéo aos resultados encontrados em cada tratamento, com distintas contaminagdes
e diferentes tempos de armazenamento, apenas a amostra incubada por 96 horas e inoculada com
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1,0x10® UFC/mL diferiu das demais. Tal fato indica que a diferenca de contaminacdo pode ter sido
pequena (apenas um ciclo logaritmico), sugerindo a necessidade de novos estudos com maiores
diferencas de contaminacéo e outras temperaturas de estocagem.

GRIFFITHS (1989) observou que a atividade de proteases em leite inoculado com bactérias
psicrotroficas proteoliticas variou em funcéo da estirpe bacteriana avaliada e da temperatura de incubacéo.
A 2°C constatou baixa ou nenhuma producéo de enzimas, confirmando o efeito benéfico da estocagem
do leite nessa temperatura.
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FIGURA 4 — DESENVOLVIMENTO DE P. fluorescens COM DIFERENTES NIVEIS DE
CONTAMINAGCAO E TEMPO DE ESTOCAGEM DE 120 HORAS

De acordo com PINTO et al. (2004), durante a estocagem de amostras de LDR 12%, foi
possivel verificar que o valor de tirosina permaneceu constante até que a contagem bacteriana atingisse
108 UFC/mL, sendo que o aumento no valor de tirosina coincidiu com o inicio da fase estacionaria de
crescimento em todas as temperaturas de refrigeracdo avaliadas (2, 4, 7, 4 10°C).

WIKING et al. (2002) e HARYANI et al. (2003) detectaram aumento da protedlise apés estocagem
do leite a 2, 4 e 8°C, mesmo com baixa contagem de bactérias psicrotréficas. Nesses casos,
possivelmente, a protedlise estava associada a atividade do sistema plasmina/plasminogénio.

As amostras ndo apresentaram presenca de CMP, denotando que a P. fluorescens
provavelmente nédo seja a principal responsavel pela protedlise em leite com contaminacao inicial
menor ou igual a 108UFC/mL. PINTO et al. (2004) estudaram a atividade proteolitica e a estabilidade
térmica de amostras de leite inoculadas com, aproximadamente, 10* UFC/mL de P. fluorescens durante
a estocagem a 2, 4, 7 e 10°C. Constataram que as temperaturas de 2°C e 4°C foram efetivas para o
controle do crescimento de P. fluorescens apos 24 horas de incubagédo. Apés 48 horas, a populagao
dessa bactéria foi de aproximadamente 10* UFC/mL a 2°C, 10° UFC/mL a 4°C, 10 UFC/mL a 7°C e de
107UFC/mL a 10°C. Esses autores afirmaram que mesmo nas temperaturas de refrigeracao propostas
pela legislacdo pode ocorrer a perda de qualidade da matéria-prima se nao for realizado controle
efetivo da contaminacdo inicial. Além disso, sabe-se que a temperatura e o tempo de resfriamento sao
fatores que devem ser considerados para a obtengdo de produtos lacteos com alto padréao de qualidade.

4 CONCLUSAO

O crescimento de P. fluorescens nas inocula¢des de 100.000, 500.000 e 1.000.000 UFC/mL
néo foi significativo nas temperaturas de estocagem de 4, 7 e 10°C.

Na&o se verificou a presenga de caseinomacropeptideo em amostras de leite cru refrigerado
estocadas nas temperaturas de 4, 7 e 10°C por 24 a 120 horas.
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Estudos posteriores devem ser realizados com a finalidade de esclarecer melhor as alterag6es
ocasionadas pela presenca de micro-organismos psicrotroficos e psicrotréficos proteoliticos em
amostras de leite cru refrigerado.

ABSTRACT

EVOLUTION OF PROTEOLYSIS OF MILK INOCULATED IN VITRO WITH
Pseudomonas fluorescens

The present study was carried in the Laborat6rio de Microbiologia of the Centro de Pesquisa em Alimentos
from the Escola de Veterinéria of the Universidade Federal de Goias with the objective of detecting proteolysis
in milk caused by the Pseudomonas fluorescens. Were acquired strain lyophilized of P. fluorescens ATCC
13525 from the Instituto Adolfo Lutz. After the growth of strain of P. fluorescens, were determined amounts that
corresponded to 100.000, 500.000 and 1.000.000 of UFC/mL, to be carried the inoculation in vitro in samples
of reconstituted skimmed milk 12% (RSM 12%) and sterilized. The experiments of P. fluorescens strain
growth were lead in aliquot of 40 mL of RSM 12%. The samples were incubated at 4°C, 7°C and 10°C in
refrigerator. During the incubation period the samples were evaluated at each 24 hours, for a 120 hours
period. The samples were also analyzed to verify the presence of caseinmacropeptide through high-
performance liquid cromatography (HPLC) technique. The growth of P. fluorescens in RSM 12% was not
significant at the storage temperatures of 4 °C, 7 °C and 10°C interfering only on the storage time. It was not
verified the presence of caseinmacropeptide in the evaluated samples.

KEY-WORDS: PROTEOLYTIC ACTIVITY; REFRIGERATED RAW MILK; CASEINMACROPEPTIDE;
PSYCHROTROPHIC.
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