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RESUMO

A refrigeracdo do leite cru propicia a multiplicacdo da microbiota psicrotrofica proteolitica
contaminante, que € capaz de hidrolisar as caseinas, com consequentes problemas tecnoldgicos e
econdmicos para a industria. Objetivou-se avaliar a acdo proteolitica de bactérias psicrotroficas
isoladas de leite cru refrigerado nas caseinas. Sete isolados Gram-negativos altamente proteoliticos
foram selecionados e cada isolado, entre 6,0 e 7,0 Log UFC/mL, individualmente, foi inoculado em
100 mL de leite pasteurizado e incubado a 7,0 °C. Realizou-se contagem padrdo em placas de
microrganismos mesoéfilos aerobios e contagem de bactérias psicrotroficas proteoliticas viaveis,
com 0, 48 e 96 horas de estocagem. A estabilidade térmica das amostras de leite foi avaliada
utilizando-se o teste do alcool, com graduacédo de 68 °GL a 80 °GL (v/v) e o perfil proteolitico das
caseinas avaliado por SDS-PAGE. Durante a estocagem das amostras, houve aumento da contagem
de bactérias psicrotroficas, exceto na amostra inoculada com Burkholderia cepacia, que se manteve
constante. Observou-se maior instabilidade térmica nas amostras inoculadas com Acinetobacter
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola, Aeromonas hydrophila/caviae e
B. cepacia ap0s 48 horas e, com 96 horas, todas as amostras apresentaram-se instaveis ao etanol 80
°GL. A técnica de SDS-PAGE evidenciou proteolise das caseinas com 48 horas de incubacéo, nas
amostras inoculadas com Pseudomonas fluorescens. Ap6s 96 horas, observou-se intensa hidrélise
das caseinas do leite nas amostras inoculadas com P. fluorescens, A. baumannii, S. maltophilia e B.
cepacia. Menor grau de hidrolise foi observado nas amostras inoculadas com P. luteola, A.
junii/johnsonii, e A. hydrophila/caviae. Conclui-se que as diferentes espécies de bactérias
psicrotroficas hidrolisaram as caseinas do leite de forma mais ou menos intensa, e que quanto maior
0 tempo de armazenamento do mesmo sob refrigeracdo, maior é a presenca de peptideos
provenientes da hidrélise. Portanto, a prevencdo e controle da contaminacdo do leite séo
imprescindiveis para evitar a protedlise da caseina e consequentes perdas de qualidade e rendimento
na producdo de lacteos.

Palavras chaves: Proteinas do leite, estabilidade térmica, SDS-PAGE, protedlise.

ABSTRACT

The raw milk refrigeration allows the multiplication of contaminating proteolytic psychrotrophic
microbiota, which is able to hydrolyze caseins, with consequent industry technological and
economic problems. This study aimed to evaluate the proteolytic action of psychrotrophic bacteria
isolated from cooled raw milk on caseins. Seven highly proteolytic Gram-negative isolates were
selected. Each isolate, between 6.0 and 7.0 Log CFU/mL, individually, was inoculated in 100 mL
of pasteurized milk and incubated at 7.0 °C. Standard counts on plates of aerobic mesophilic
microorganisms and viable proteolytic psychrotrophic bacteria with 0, 48 and 96 hours of storage
were performed. Milk samples thermal stability was evaluated using the alcohol test, grading from
68 °GL to 80 °GL (v/v). The proteolytic profile in caseins was evaluated by SDS-PAGE. During the
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samples storage, there was an increase in the count of psychrotrophic bacteria, except in the sample
inoculated with Burkholderia cepacia, which remained constant. After 48 hours, greater thermal
instability was observed in samples inoculated with Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophilia, Pseudomonas luteola, Aeromonas hydrophila/caviae and B. cepacia. All samples were
unstable to ethanol 80 °GL after 96 hours. SDS-PAGE evidenced casein proteolysis with 48 hours
of incubation in samples inoculated with Pseudomonas fluorescens. After 96 hours, intense
hydrolysis of milk caseins was observed in samples inoculated with P. fluorescens, A. baumannii,
S. maltophilia and B. cepacia. Less casein hydrolysis was observed in samples inoculated with P.
luteola, A. junii/johnsonii, and A. hydrophila/caviae. It is concluded that the different species of
psychrotrophic bacteria hydrolyzed the milk caseins in a more or less intensity. The longer the
storage time of cooled milk, the greater the presence of peptides from hydrolysis. Therefore, the
prevention and control of milk contamination are essential to avoid casein proteolysis and
consequent dairy products quality and yield losses.

Key words: Milk proteins, thermal stability, SDS-PAGE, proteolysis.

1 INTRODUCAO

As caseinas e as soro-proteinas sdo as principais proteinas presentes no leite. A funcéo
bioldgica das caseinas na glandula mamaria é o transporte de calcio, fosfato e proteina para o recém-
nascido (BRASIL et al., 2015). Elas representam cerca de 80,0% das proteinas totais do leite e s&o
divididas em fracGes que apresentam proporcdes variadas (LIVNEY, 2010).

As caseinas sdo fosfoproteinas que contém ndmeros variaveis de radicais fosfatos ligados a
serina (P-ser), que estdo em diferentes regides das cadeias polipeptidicas (SGARBIERI, 2005).
Essas proteinas sao classificadas em quatro subgrupos de acordo com sua sequéncia de aminoacidos:
as1, Os2, P € k-caseina e constituem o principal substrato das proteases produzidas por bactérias
psicrotroficas. Elas sdo muito susceptiveis a hidrolise por possuirem forma helicoidal e por
agregarem-se na forma de micelas. A superficie da micela é constituida, principalmente, por k-
caseina a qual recobre o seu interior, composto pelas demais subunidades (THOMAR; NOCOLAI,
2016).

A refrigeracdo do leite afeta o equilibrio salino entre as micelas e a fase soltvel, com
consequente aumento da concentracdo de calcio, fésforo e B-caseina no soro, que corresponde a
fracdo soluvel do leite, com discreto aumento do pH. Desta forma, ocorrem modificacGes nas
propriedades tecnologicas, como aumento do tempo de coagulacdo na producdo de queijos,
modificacdo da consisténcia da coalhada e da sinérese (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).

Deve-se considerar entdo, a importancia da prevencdo de contamina¢fes microbianas na
matéria-prima, considerando que o armazenamento do leite cru em tanques de granelizacéo e a sua
coleta a cada 48 horas aumentam as chances de multiplicacdo de microrganismos psicrotréficos

produtores de proteases termoestaveis que hidrolisam as caseinas, principalmente a k-caseina por
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estar na periferia da micela, com consequente desestabilizacdo do leite (NORNBERG; TONDO;
BRANDELLI, 2009).

O uso da tecnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é uma das alternativas
para a verificacdo do grau de hidrolise das caseinas e de outras proteinas (PINTO et al., 2014). Essa
técnica é uma das principais ferramentas para a separagdo e caracterizacdo de macromoléculas e,
em condigdes desnaturantes (com uso de SDS — dodecil sulfato de s6dio), confere carga negativa as
proteinas que se deslocam sob efeito de um campo elétrico (TISELIUS, 1937; SILVA-JUNIOR,
2001, OLIVEIRA et al., 2015). Essa metodologia deve ser utilizada para analise de proteinas do
leite apds a precipitacdo da caseina em pH 4,6 e separacéo das fragdes (VELOSO, 2001).

O teste do alcool é uma forma rapida de verificar a estabilidade térmica do leite a qual pode
ser alterada em caso de degradacdo das caseinas por acdo de proteases bacterianas. Essa analise,
rotineiramente usada na industria de laticinios, consiste em avaliar a estabilidade do leite frente a
uma solucdo alcodlica capaz de coagular o mesmo. A agregacao das micelas de caseina nas amostras
de leite com baixa estabilidade térmica ocorre na presenca de etanol devido a reducéo na constante
dielétrica da solu¢do que gera o colapso da k-caseina e reduz a repulsdo estérica das micelas
(SILVA, 2004). Os tratamentos térmicos a que sdo submetidos muitos dos derivados lacteos sao
possiveis apenas em funcdo da estabilidade das caseinas a altas temperaturas (FOX;
MCSWEENEY, 1998).

Considerando a importancia de metodologias que determinem a hidrélise das caseinas por
bactérias proteoliticas, a fim de monitorar seus efeitos deletérios sobre os componentes do leite,

objetivou-se avaliar a acdo proteolitica de bactérias psicrotréficas nessas proteinas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 BACTERIAS PSICROTROFICAS PROTEOLITICAS

Sete isolados bacterianos, fortemente proteoliticos, oriundos de amostras de leite cru
granelizado coletadas na regido de Rio Pomba, MG foram avaliados. Estes foram identificados pelo
sistema APl 20 NE (bioMérieux®, Franca), como Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola, Acinetobacter junnii/johnsonnii,

Aeromonas hydrophila/caviae e Burkholderia cepacia.

2.2 INOCULACAO DAS BACTERIAS PSICROTROFICAS PROTEOLITICAS EM LEITE CRU
E PREPARO DA AMOSTRA CONTROLE
Amostras de leite cru foram coletadas no Departamento de Zootecnia do Instituto Federal

do Sudeste de Minas Gerais, Campus Rio Pomba, de animais ordenhados de acordo com as Boas
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Préticas de Producdo de Leite. Posteriormente, pasteurizou-se o leite a 65,0 °C, por 30 minutos, em
banho-maria (Tecnal TE — 056 MAG, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) e, inoculou-se, separadamente,
entre 6,0 e 7,0 Log UFC/mL de cada isolado proteolitico em 100 mL de leite pasteurizado, sendo as
amostras incubadas a 7,0 °C. Cada amostra inoculada foi submetida a contagem padrdo em placas
de microrganismos mesofilos aerdbios, em Agar Padrdo para Contagem (PCA - acumédia,
Michigan, USA), com incubag&o, a 32,0 °C, por 48 horas (MORTON, 2001), imediatamente apds a
inoculacdo (tempo 0 hora). A contagem de bactérias psicrotroficas proteoliticas viaveis foi feita em
Agar Caseinato para Métodos Padronizados (SMCA - Himedia, Mimbai, india), com incubacéo a
7,0°C, por 10 dias (MARCY; PAYTON PRUETT, 2001). A avaliacdo dessa contagem foi realizada
com 0, 48 e 96 horas de estocagem das amostras de leite inoculado a 7,0 °C. As amostras do leite

pasteurizado ndo inoculado, controle, foram submetidas as mesmas analises.

2.3 AVALIA(;AO DA RESISTENCIA DAS AMOSTRAS DE LEITE AO TESTE DO ALCOOL
Todas as amostras foram avaliadas quanto a estabilidade ao teste do &lcool com variacéo de
68 °GL a 80 °GL (v/v), nos tempos 0, 48 e 96 horas de incubacdo a 7,0 °C (BRASIL, 2006).

2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA APLICAQAO NOS GEIS DE POLIACRILAMIDA

O perfil proteolitico dos sete isolados nas caseinas do leite foi avaliado por SDS-PAGE com
modificacbes do método de Laemmli (1970). As amostras do leite foram preparadas como descrito
por Adams, Barach, Speck (1976), com adaptacdes. Aliquotas de 10 mL do leite refrigerado foram
acidificadas para pH 4,0, com 4cido cloridrico (Exodo Cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) 1,0
mol/L, sob agitacdo constante para precipitacdo da caseina. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadas, por 10 minutos, a 10.000 g, em centrifuga refrigerada (Thermo Scientific™,
Heracus™ Biofuge™ Stratos™, Alemanha). O soro foi eliminado e o volume original foi
reconstituido com solucdo tampédo Tris-HCI 100 mM, corrigindo-se o pH para 6,90. As amostras

foram congeladas a -20,0 °C para utilizagdo posterior.

2.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINA DAS AMOSTRAS

As amostras foram diluidas em tampdo Tris-HCI 100 mM, pH 6,9, na propor¢do 1:100. As
amostras diluidas foram quantificadas quanto a concentracéo de proteinas pelo método de Bradford
(1976).
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2.6 SDS-PAGE

A hidrolise das caseinas por acdo dos isolados psicrotréficos proteoliticos foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida segundo Laemmli (1970), com modificac6es. Empregou-se o
sistema vertical de eletroforese (Loccus Biotecnologia, LCV 20x20, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).

Géis de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sodio (SDS - Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA) em sistema descontinuo foram utilizados. Para a separacgdo das proteinas, utilizou-
se gel com 15,0% de acrilamida (Bio-Rad Laboratories, China) e, para o empilhamento, gel a 5,0%.
Os géis foram polimerizados quimicamente, por meio da adi¢ao de tetrametilenodiamina (TEMED
- Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e persulfato de aménio (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
Missouri, EUA). O tampéo de corrida do catodo colocado entre as placas continha Tris-base (3,0
g/L - Bio-Rad Laboratories, China), glicina (14 g/L - Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA)
e SDS (1,0%). O tampéo do anodo, pH 8,6, era constituido de Tris-base (1,5 M). Aliquotas contendo
10 pg de proteina de cada amostra foram adicionadas de tampao de amostra (1:3 v/v) e submetidas
a tratamento térmico, por imersdo em banho de &gua fervente, por trés minutos e, posteriormente,
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 separacao das fragdes proteicas. Os géis foram fixados e corados, por
duas horas, & temperatura ambiente, em solucdo de azul de Coomassie, composta por metanol
(45,5% - Dinamica® Quimica Contemporanea, S3o Paulo, Brasil), 4cido acético (0,08% - Exodo
Cientifica, Hortolandia, Brasil), Coomassie (0,0015% - Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri,
EUA) e &gua ultrapura (30,0%). Posteriormente, os géis foram revelados e transparentizados em
solucdo contendo acido acético (0,06%), metanol (0,05%) e &gua ultrapura (99,9%). A identificacdo
das fra¢des de caseina foi feita por comparagdo das amostras com padrdes de a, B e k-caseinas
purificados de leite bovino (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e marcador de massa

molecular (Jena Bioscience®, Blue Eye Prestained Protein Marker 10-245 kDa, Alemanha).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CONTAGEM BACTERIANA DAS AMOSTRAS

O leite pasteurizado ndo inoculado, controle, apresentou contagem de microrganismos
mesofilos aerobios de 1,48 Log UFC/mL (Tabela 1), estando, portanto, de acordo com o padrédo da
legislacdo (BRASIL, 2018), indicando que o tratamento térmico aplicado foi eficiente.

Para a contagem de microrganismos psicrotroficos, a amostra controle apresentou contagem

menor que 1,0 Log UFC/mL no tempo zero e menor que 2,0 Log UFC/mL nos tempos 48 e 96 horas,

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 6, p. 40220-40236 jun. 2020. ISSN 2525-8761




Jrazilian Journal of Development

respectivamente (Tabela 1). Ainda ndo existe na legislacdo vigente padrdes para este grupo de
microrganismos, porém, Pinto et al. (2006) e Martins et al. (2015) destacaram que é imprudente o
processamento de derivados lacteos a partir de leite cru com contagem de microrganismos
psicrotroficos superiores a 6,0 Log UFC/mL, devido ao comprometimento da integridade das

proteinas e lipideos e, consequente perda da qualidade e rendimento no processo produtivo.

Tabela 1. Contagem de microrganismos mesdéfilos aerdbios e de psicrotréficos em amostras inoculadas de leite
pasteurizado nos tempos 0, 48 e 96 horas apds incubacdo a 7.0 °C e no leite pasteurizado ndo inoculado, controle

Contagem (Log UFC/mL)

Tempo de incubacgdo/amostra Mesofilos  Psicrotréficos proteoliticos
Oh Oh 48 h 96 h

Leite pasteurizado ndo inoculado (controle) 1.5 <1.0 <20 <20
P. fluorescens - 7.3 7.9 8.5
Leite pasteurizado  A. baumannii - 6.1 6.8 8.1
inoculado com S. maltophilia - 7.0 7.8 8.5
bactérias P. luteola - 6.6 6.8 8.9
psicrotroficas A. junnii/johnsonnii - 6.7 7.5 8.9
proteoliticas A. hydrophila/caviae - 5.9 6.8 8.2
B. cepacia - 6.3 6.6 6.6

(-): ndo determinado.

Nas amostras de leite pasteurizado inoculadas com bactérias psicrotroficas proteoliticas
houve aumento da contagem ao longo do periodo de incubacgéo, exceto na amostra inoculada com
B. cepacia, em que a mesma se manteve constante ao longo do tempo (Tabela 1). Maiores valores
de contagens de bactérias psicrotroficas proteoliticas foram constatadas com 96 horas de incubacéao
a 7,0 °C, principalmente, quando P. luteola e A. junnii/johnsonnii foram inoculadas no leite
pasteurizado (Tabela 1).

Na amostra de leite pasteurizado inoculada com P. fluorescens, constatou-se contagens na
faixa de 7,3 a 8,5 Log UFC/mL (Tabela 1). Meng et al. (2017), ao avaliarem a multiplicacdo de P.
fluorescens entre 2,0 a 10,0 °C, observaram aumento da atividade proteolitica ao longo do
armazenamento. Os autores ressaltaram que proteases secretadas por P. fluorescens em leite cru
armazenado a baixas temperaturas sdo estaveis ao tratamento térmico, o que explica seu potencial
de deterioragéo.

Machado et al. (2013) verificaram que bactérias proteoliticas isoladas de leite cru com
contagens de psicrotréficos entre 3,0 e 4,0 Log UFC/mL atingem o final da fase logaritmica apds

48 horas, com producéo de proteases e deterioragéo do leite.
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3.2 ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS DE LEITE AO TESTE DO ALCOOL

A prova do &lcool é utilizada como método rapido para estimar a estabilidade das proteinas
do leite, considerando que simula o efeito do aguecimento ocasionado pelo processamento térmico
(O’CONNELL et al., 2001). Entretanto, a pasteurizacdo do leite aumenta a estabilidade ao etanol,
principalmente, na faixa de pH entre 6,4 e 6,8, 0 que se justifica pela alteracdo no balango idnico da
estrutura micelar em funcdo da reducdo do célcio soltvel pela precipitacdo do fosfato de célcio
induzida pela temperatura (HORNE; PARKER, 1981).

As amostras de leite cru e de leite pasteurizado ndo inoculado, controle, foram estaveis a
todas as graduagdes alcoolicas (Tabela 2), portanto estavam de acordo com o padrdo recomendado
por Brasil (2018), que preconiza ser a concentracdo minima do alcool para avaliacdo de qualidade

do leite cru refrigerado na propriedade rural e do leite pasteurizado, no minimo, 72 °GL (v/v).
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Tabela 2. Resisténcia ao teste do alcool das amostras de leite cru, pasteurizado ndo inoculado, controle, e pasteurizado inoculado com bactérias psicrotréficas ao longo do tempo
de incubacdo.

Tempo 0 h | Tempo 48 h | Tempo 96 h
Tempo de incubacio (h) Graduacdo alcoolica (*GL)

68 | 70721747678 | B0 68|70 727476 | TR 80 68|70 72|74 76|78 80

Leite cru R e

Leite pasteurizado ndo moculado (controle) -l -l - - - - -]

P. fluorescens - - -]

A. baumannii R e

Leite pasteurizado S. maltophilia AR R R R R R R R R R R e

oculado com P. luteola R A A
bactérias A. jurmii/

psicrotroficas johnsonnii ST Tttt

proteoliticas A. hydrophila/ N +

cavige BN L
B. cepacia -l -l -l -0 - -t - - - -l - 1t

{-): negativo; (+): positivo.

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 6, p. 40220-40236 jun. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Apesar da contagem de P. fluorescens na amostra inoculada estar acima de 7,0 Log UFC/mL,
constatou-se instabilidade ao teste do alcool somente no tempo 96 horas de incubagdo e nas
graduacdes alcoolicas de 76 °GL, 78 °GL e 80 °GL (Tabela 2). A intensidade de precipitagdo das

proteinas foi proporcional a graduacao alcoolica utilizada (Figura 1).

Figura 1. Estabilidade ao teste do éalcool avaliada no leite controle e inoculado com P. fluorescens com 96 horas de
incubacédo a 7.0 °C, respectivamente, com graduacéo alcodlica de 78 °GL (A) e 80 °GL (B).

Maior Instabilidade proteica, avaliada pelo teste do alcool com maiores graduacgdes, foi
verificada nas amostras de leite pasteurizado inoculadas com A. baumannii, S. maltophilia, P. luteola,
A. hydrophila/caviae e B. cepacia com 48 horas de incubacdo (Tabela 2). Verificou-se também que
apos 96 horas de incubacdo das amostras inoculadas, todas as espécies bacterianas induziram a
instabilidade proteica do leite, destacando-se as P. luteola e A. junnii/johnsonnii, por terem
ocasionado a instabilidade das amostras a partir da menor graduacdo alcodlica avaliada, 68 °GL
(Tabela 2).

Embora seja rapido e pratico, o teste do alcool possui limitagBes. Silva; Almeida (1998)
citaram as principais varidveis que influenciam na estabilidade térmica do leite, realizada pelo teste
do alcool: pH do leite, equilibrio salino, enzimas proteoliticas, teor natural de ureia, estabilidade das

micelas de caseina, periodo de lactacdo, alimentacdo deficiente do gado e salde animal (mamite).

3.3 SDS-PAGE

Em condi¢bes iguais de multiplicacdo, os isolados bacterianos fortemente proteoliticos,
apresentaram perfis diferentes de hidrolise das caseinas (Figura 2). Nao foi observada hidrolise dessas
proteinas nas amostras de leite pasteurizado ndo inoculado, controle, nos tempos 0, 48 e 96 horas de
incubacdo a 7,0 °C (Figura 2A e 2B — Canaletas 3 e 4), o que demonstra a estabilidade proteica
detectada no teste do alcool (Tabela 2), além da baixa contagem de microrganismos psicrotroficos
(Tabela 1).
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Figura 2. SDS-PAGE (15.0%) das caseinas provenientes de amostra do leite controle e de amostras de leite inoculadas,
intencionalmente, e incubadas a 7,0 °C, por 48 horas (A) e 96 horas (B). Canaletas: 1- Marcador de massa molecular
(kDa), 2- Padrdes de a, p e K-caseina, respectivamente, 3- Controle tempo zero, 4- Controle tempo 48 horas em (A) e
Controle tempo 96 horas em (B), 5- P. fluorescens, 6- A. baumannii, 7- S. maltophilia, 8- P. luteola, 9- A. junii/johnsonii,
10- A. hydrophila/caviae e 11- B. cepacia.
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Com apenas 48 horas de incubacéo, constatou-se degradagéo de fragdes proteicas por acéo de
P. fluorescens (Figura 2A — Canaleta 5). Entretanto, a instabilidade térmica dessa amostra frente ao
teste do alcool ocorreu somente nas graducdes alcodlicas 76 °GL, 78 °GL e 80 °GL no tempo 96 horas
(Tabela 2).

Pinto et al. (2014) avaliaram a taxa de crescimento e a atividade proteolitica de estirpes de P.
fluorescens isoladas de leite cru refrigerado, apds incubacdo em diferentes temperaturas de
refrigeracdo. 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 0 armazenamento do leite
a 2,0; 4,0; 7,0 e 10,0 °C, temperaturas essas, recomendadas na legislacdo para conservacao do leite
cru. Os autores observaram que a hidrolise da caseina resultou na perda da estabilidade térmica do
leite e na formacdo de fragmentos de baixa e média massa molecular. Observaram ainda que, mesmo
a baixas temperaturas, como 2,0 °C houve degradagdo proteica e, em consequéncia, perda de
estabilidade térmica.

Apos 96 horas de incubacdo, observou-se hidrélise das fragbes proteicas de caseina por P.
fluorescens, A. baumannii, S. maltophilia e B. cepacia (Figura 2B — Canaletas 5, 6, 7 e 11). Menor
hidrolise das caseinas foi observada nas amostras inoculadas com P. luteola, A. junii/johnsonii e A.
hydrophila/caviae (Figura 2B — Canaletas 8, 9 e 10). Esses resultados sdo semelhantes aos de outros
estudos em que também foi observada a capacidade de P. fluorescens em hidrolisar, de forma réapida,
a k-caseina (COSTA et al., 2002; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; PINTO et al., 2014). Desta
forma, pode-se afirmar que a estocagem do leite cru sobre refrigeracdo, antes do processamento, pode

resultar na perda de qualidade da matéria-prima em consequéncia da atividade de enzimas
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termoestaveis de bactérias psicrotroficas, com consequente comprometimento da qualidade dos
produtos lacteos.

O potencial deteriorador de bactérias psicrotréficas € variavel de acordo com o género e
espécie bacteriana (PINTO et al., 2006). Constatou-se, na amostra inoculada com B. cepacia, maior
degradacéo das caseinas no tempo 96 horas (Figura 2B — canaleta 11). Entretanto, a amostra de leite
pasteurizado inoculada com essa bactéria apresentou menores valores de contagens de
microrganismos psicrotroficos (Tabela 1) e instabilidade ao teste do alcool somente na graduacéo de
80 °GL nos tempos 48 e 96 horas (Tabela 2).

Os resultados observados podem estar relacionados a variacdo da sintese de proteases, que
pode ser associada a heterogeneidade na expressdo génica ou a atividade enzimatica das proteases
bacterianas. Além disso, a variabilidade na regulacdo génica pode ser dependente da temperatura
(NICODEME et al., 2005), ou seja, uma determinada temperatura pode ser 6tima para sintese de
proteases para uma espécie e um fator limitante para outra (BUCHON et al., 2000; BAUR et al.,
2015; PINTO et al., 2015). Apesar da heterogeneidade na regulacdo e expressdo génica, a sintese
méaxima de enzimas extracelulares ocorre no final da fase log e na fase estacionaria (MACHADO et
al., 2016).

A especificidade de proteases produzidas por bactérias psicrotroficas Gram-positivas e Gram-
negativas difere-se em relagdo as caseinas. Essas enzimas sdo inespecificas quanto ao sitio de
clivagem e, atuam, preferencialmente, sobre a k-caseina, localizada na superficie da micela
(MATEOS et al., 2015; GLUCK et al., 2016; STUKNYTE et al., 2016). A inespecificidade dessas
enzimas é uma das limitacGes das técnicas utilizadas para deteccdo de protedlise considerando que
diferentes peptideos sdo produzidos apds a protedlise.

Matéos et al. (2015), ao avaliarem a sedimentacdo de leite UHT contaminado com
Pseudomonas LBSA1, constataram reducéo do potencial zeta das micelas de caseina e aumento dos
teores de nitrogénio ndo caseinico e nao proteico. Além disso, verificaram que Pseudomonas LBSA1
produziu uma protease extracelular com atividade hidrolitica sobre as caseinas e ndo hidrolitica sobre
as proteinas do soro. Tal enzima foi identificada como AprX, uma protease termoresistente da familia
da serralisina, com ampla atividade entre pH 6,0 a 10,0 e a 40,0 °C. Os peptideos liberados foram
purificados e determinados por espectrometria de massa em tandem. Segundo os autores, 0s locais de
clivagem identificados ndo revelaram forte especificidade desta protease extracelular, porém, a
presenca de residuos de amino&cidos basicos ou aromaticos na posicao P1 teve influéncia positiva na

clivagem, em comparacao aos residuos de aminoacidos &cidos ou prolina.
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Stuknyte et al. (2016), ao estudarem a atividade proteolitica termoestavel de P. fluorescens
PS19 isolada de leite cru em sobrenadante livre de células, tratado termicamente, constataram uma
protease termoestavel de, aproximadamente, 45 kDa por meio da anlise de zimograma. Os autores
observaram que também se tratava de uma metaloprotease denominada AprX. Apds concentracdo
por ultrafiltracdo, outras duas bandas proteoliticas termoestaveis foram detectadas por zimograma,
com massas moleculares de, aproximadamente, 15 e 25 kDa. A primeira resultou em um fragmento
da protease AprX, porém, a protease de 25 kDa ndo era homologa a qualquer proteina conhecida de
Pseudomonas sp. Em seguida, 0s mesmos autores avaliaram sua atividade proteolitica sobre sz, €
k-caseina durante incubac&o in vitro nas temperaturas de 7,0 e 22,0 °C, através de espectrometria de
massa em tandem com cromatografia liquida de ultra-performance. Os autores identificaram o0s
peptideos liberados (n=591), e alegaram que alguns deles resistiram a protedlise durante todo o
periodo de incubacdo em ambas as temperaturas, e que poderiam ser considerados como indicadores

da acdo proteolitica de P. fluorescens PS19 nas caseinas do leite.

4 CONCLUSOES

Por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, foi possivel demonstrar o efeito
deletério de enzimas produzidas por bactérias proteoliticas sobre as proteinas do leite, além de
diferenciar o potencial deteriorante de diferentes espécies bacterianas psicrotréficas submetidas a
temperaturas de refrigeracdo, recomendadas pelo Ministério da Agricultura para a conservagdo do
leite.

A refrigeracdo de leite de baixa qualidade microbioldgica implica prejuizos consideraveis a
qualidade da matéria-prima e de seus derivados, além de prejuizos econdmicos associados a
degradacédo das caseinas por atividade de bactérias psicrotroficas, em especial, aquelas fortemente
proteoliticas, a exemplo de P. fluorescens.

Os valores de contagem bacteriana, o teste do alcool e a analise de SDS-PAGE apresentaram
resultados discrepantes. Porém, o teste do alcool pode ser utilizado de forma complementar as outras
andlises. A heterogeneidade observada na hidrdlise das caseinas por SDS-PAGE pode ser explicada

pela diversidade na expressédo das proteases ou por modificagbes pds-traducionais das mesmas.
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