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RESUMO 

A refrigeração do leite cru propicia a multiplicação da microbiota psicrotrófica proteolítica 

contaminante, que é capaz de hidrolisar as caseínas, com consequentes problemas tecnológicos e 

econômicos para a indústria. Objetivou-se avaliar a ação proteolítica de bactérias psicrotróficas 

isoladas de leite cru refrigerado nas caseínas. Sete isolados Gram-negativos altamente proteolíticos 

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 ºC. Realizou-se contagem padrão em placas de 

microrganismos mesófilos aeróbios e contagem de bactérias psicrotróficas proteolíticas viáveis, 

com 0, 48 e 96 horas de estocagem. A estabilidade térmica das amostras de leite foi avaliada 

utilizando-se o teste do álcool, com graduação de 68 ºGL a 80 ºGL (v/v) e o perfil proteolítico das 

caseínas avaliado por SDS-PAGE. Durante a estocagem das amostras, houve aumento da contagem 

de bactérias psicrotróficas, 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 após 48 horas e, com 96 horas, todas as amostras apresentaram-se instáveis ao etanol 80 

ºGL. A técnica de SDS-PAGE evidenciou  proteólise das caseínas com 48 horas de incubação, nas 

amostras inoculadas com Pseudomonas fluorescens. Após 96 horas, observou-se intensa hidrólise 

das caseínas do leite nas amostras inoculadas com P. fluorescens, A. baumannii, S. maltophilia e B. 

cepacia. Menor grau de hidrólise foi observado nas amostras inoculadas com P. luteola, A. 

junii/johnsonii, e A. hydrophila/caviae. Conclui-se que as diferentes espécies de bactérias 

psicrotróficas hidrolisaram as caseínas do leite de forma mais ou menos intensa, e que quanto maior 

o tempo de armazenamento do mesmo sob refrigeração, maior é a presença de peptídeos 

provenientes da hidrólise. Portanto, a prevenção e controle da contaminação do leite são 

imprescindíveis para evitar a proteólise da caseína e consequentes perdas de qualidade e rendimento 

na produção de lácteos. 

 

Palavras chaves: Proteínas do leite, estabilidade térmica, SDS-PAGE, proteólise. 

 

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 ºC. 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 ºGL to 80 ºGL (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 ºGL 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 INTRODUÇÃO 

As caseínas e as soro-proteínas são as principais proteínas presentes no leite. A função 

biológica das caseínas na glândula mamária é o transporte de cálcio, fosfato e proteína para o recém-

nascido (BRASIL et al., 2015). Elas representam cerca de 80,0% das proteínas totais do leite e são 

divididas em frações que apresentam proporções variadas (LIVNEY, 2010). 

As caseínas são fosfoproteínas que contêm números variáveis de radicais fosfatos ligados à 

serina (P-ser), que estão em diferentes regiões das cadeias polipeptídicas (SGARBIERI, 2005). 

Essas proteínas são classificadas em quatro subgrupos de acordo com sua sequência de aminoácidos: 

αs1, αs2, β e κ-caseína e constituem o principal substrato das proteases produzidas por bactérias 

psicrotróficas. Elas são muito susceptíveis à hidrólise por possuírem forma helicoidal e por 

agregarem-se na forma de micelas. A superfície da micela é constituída, principalmente, por κ-

caseína a qual recobre o seu interior, composto pelas demais subunidades (THOMAR; NOCOLAI, 

2016).  

A refrigeração do leite afeta o equilíbrio salino entre as micelas e a fase solúvel, com 

consequente aumento da concentração de cálcio, fósforo e β-caseína no soro, que corresponde à 

fração solúvel do leite, com discreto aumento do pH. Desta forma, ocorrem modificações nas 

propriedades tecnológicas, como aumento do tempo de coagulação na produção de queijos, 

modificação da consistência da coalhada e da sinérese (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989). 

Deve-se considerar então, a importância da prevenção de contaminações microbianas na 

matéria-prima, considerando que o armazenamento do leite cru em tanques de granelização e a sua 

coleta a cada 48 horas aumentam as chances de multiplicação de microrganismos psicrotróficos 

produtores de proteases termoestáveis que hidrolisam as caseínas, principalmente a κ-caseína por 



Brazilian Journal of Development 
 

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

 
 

40223  

estar na periferia da micela, com consequente desestabilização do leite (NÖRNBERG; TONDO; 

BRANDELLI, 2009). 

O uso da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é uma das alternativas 

para a verificação do grau de hidrólise das caseínas e de outras proteínas (PINTO et al., 2014). Essa 

técnica é uma das principais ferramentas para a separação e caracterização de macromoléculas e, 

em condições desnaturantes (com uso de SDS – dodecil sulfato de sódio), confere carga negativa às 

proteínas que se deslocam sob efeito de um campo elétrico (TISELIUS, 1937; SILVA-JÚNIOR, 

2001, OLIVEIRA et al., 2015). Essa metodologia deve ser utilizada para análise de proteínas do 

leite após a precipitação da caseína em pH 4,6 e separação das frações (VELOSO, 2001).  

O teste do álcool é uma forma rápida de verificar a estabilidade térmica do leite a qual pode 

ser alterada em caso de degradação das caseínas por ação de proteases bacterianas.  Essa análise, 

rotineiramente usada na indústria de laticínios, consiste em avaliar a estabilidade do leite frente a 

uma solução alcoólica capaz de coagular o mesmo. A agregação das micelas de caseína nas amostras 

de leite com baixa estabilidade térmica ocorre na presença de etanol devido à redução na constante 

dielétrica da solução que gera o colapso da κ-caseína e reduz a repulsão estérica das micelas 

(SILVA, 2004). Os tratamentos térmicos a que são submetidos muitos dos derivados lácteos são 

possíveis apenas em função da estabilidade das caseínas a altas temperaturas (FOX; 

MCSWEENEY, 1998). 

Considerando a importância de metodologias que determinem a hidrólise das caseínas por 

bactérias proteolíticas, a fim de monitorar seus efeitos deletérios sobre os componentes do leite, 

objetivou-se avaliar a ação proteolítica de bactérias psicrotróficas nessas proteínas. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 BACTÉRIAS PSICROTRÓFICAS PROTEOLÍTICAS 

Sete isolados bacterianos, fortemente proteolíticos, oriundos de amostras de leite cru 

granelizado coletadas na região de Rio Pomba, MG foram avaliados. Estes foram identificados pelo 

sistema API 20 NE (bioMérieux®, França), como Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter 

baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas luteola, Acinetobacter junnii/johnsonnii, 

Aeromonas hydrophila/caviae e Burkholderia cepacia. 

 

2.2 INOCULAÇÃO DAS BACTÉRIAS PSICROTRÓFICAS PROTEOLÍTICAS 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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Práticas de Produção de Leite. Posteriormente, pasteurizou-se o leite a 65,0 ºC, por 30 minutos, em 

banho-maria (Tecnal TE – 056 MAG, Piracicaba, São Paulo, Brasil) e, inoculou-se, separadamente, 

entre 6,0 e 7,0 Log UFC/mL de cada isolado proteolítico em 100 mL de leite pasteurizado, sendo as 

amostras incubadas a 7,0 ºC. Cada amostra inoculada foi submetida à contagem padrão em placas 

de microrganismos mesófilos aeróbios, em Ágar Padrão para Contagem (PCA - acumédia, 

Michigan, USA), com incubação, a 32,0 ºC, por 48 horas (MORTON, 2001), imediatamente após a 

inoculação (tempo 0 hora). A contagem de bactérias psicrotróficas proteolíticas viáveis foi feita em 

Ágar Caseinato para Métodos Padronizados (SMCA - Himedia, Mimbai, Índia), com incubação a 

7,0 ºC, por 10 dias (MARCY; PAYTON PRUETT, 2001). A avaliação dessa contagem foi realizada 

com 0, 48 e 96 horas de estocagem das amostras de leite inoculado a 7,0 ºC. As amostras do leite 

pasteurizado não inoculado, controle, foram submetidas às mesmas análises. 

 

2.3 AVALIAÇÃO DA RESISTÊNCIA DAS AMOSTRAS DE LEITE AO TESTE DO ÁLCOOL 

Todas as amostras foram avaliadas quanto à estabilidade ao teste do álcool com variação de 

68 ºGL a 80 ºGL (v/v), nos tempos 0, 48 e 96 horas de incubação a 7,0 ºC (BRASIL, 2006). 

 

2.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA APLICAÇÃO NOS GÉIS DE POLIACRILAMIDA 

O perfil proteolítico dos sete isolados nas caseínas do leite foi avaliado por SDS-PAGE com 

modificações do método de Laemmli (1970). As amostras do leite foram preparadas como descrito 

por Adams, Barach, Speck (1976), com adaptações. Alíquotas de 10 mL do leite refrigerado foram 

acidificadas para pH 4,0, com ácido clorídrico (Êxodo Científica, Sumaré, São Paulo, Brasil) 1,0 

mol/L, sob agitação constante para precipitação da caseína. Posteriormente, as amostras foram 

centrifugadas, por 10 minutos, a 10.000 g, em centrífuga refrigerada (Thermo Scientific™, 

Heraeus™ Biofuge™ Stratos™, Alemanha). O soro foi eliminado e o volume original foi 

reconstituído com solução tampão Tris-HCl 100 mM, corrigindo-se o pH para 6,90. As amostras 

foram congeladas a -20,0 ºC para utilização posterior. 

 

2.5 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNA DAS AMOSTRAS 

As amostras foram diluídas em tampão Tris-HCl 100 mM, pH 6,9, na proporção 1:100. As 

amostras diluídas foram quantificadas quanto à concentração de proteínas pelo método de Bradford 

(1976). 
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2.6 SDS-PAGE 

A hidrólise das caseínas por ação dos isolados psicrotróficos proteolíticos foi avaliada por 

eletroforese em gel de poliacrilamida segundo Laemmli (1970), com modificações. Empregou-se o 

sistema vertical de eletroforese (Loccus Biotecnologia, LCV 20x20, Cotia, São Paulo, Brasil). 

Géis de poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS - Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

Missouri, EUA) em sistema descontínuo foram utilizados. Para a separação das proteínas, 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 adição de tetrametilenodiamina (TEMED 

- Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) e persulfato de amônio (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 

Missouri, EUA). O tampão 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 tampão do anodo, pH 8,6, era constituído de Tris-base (1,5 M). Alíquotas contendo 

10 μg de proteína de cada amostra foram adicionadas de tampão de amostra (1:3 v/v) e submetidas 

à tratamento térmico, por imersão em banho de água fervente, por três 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 separação das frações proteicas. Os géis foram fixados e corados, por 

duas horas, à temperatura ambiente, em solução de azul de Coomassie, composta por metanol 

(45,5% - Dinâmica® Química Contemporânea, São Paulo, Brasil), ácido acético (0,08% - Êxodo 

Científica, Hortolândia, Brasil), Coomassie (0,0015% - Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, 

EUA) e água ultrapura (30,0%). Posteriormente, os géis foram revelados e transparentizados em 

solução contendo ácido acético (0,06%), metanol (0,05%) e água ultrapura (99,9%). A identificação 

das frações de caseína foi feita por comparação das amostras com padrões de α, β e κ-caseínas 

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 DISCUSSÃO 

3.1 CONTAGEM BACTERIANA DAS AMOSTRAS 

O leite pasteurizado não inoculado, controle, apresentou contagem de microrganismos 

mesófilos aeróbios de 1,48 Log UFC/mL (Tabela 1), estando, portanto, de acordo com o padrão da 

legislação (BRASIL, 2018), indicando que o tratamento térmico aplicado foi eficiente. 

Para a contagem de microrganismos psicrotróficos, 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, 
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respectivamente (Tabela 1). Ainda não existe na legislação vigente padrões para este grupo de 

microrganismos, porém, Pinto et al. (2006) e Martins et al. (2015) destacaram que é imprudente o 

processamento de derivados lácteos a partir de leite cru com contagem de microrganismos 

psicrotróficos superiores a 6,0 Log UFC/mL, devido ao comprometimento da integridade das 

proteínas e lipídeos e, consequente perda da qualidade e rendimento no processo produtivo. 

 
 

Tabela 1. Contagem de microrganismos mesófilos aeróbios e de psicrotróficos em amostras inoculadas de leite 

pasteurizado nos tempos 0, 48 e 96 horas após incubação a 7.0 ºC e no leite pasteurizado não inoculado, controle 

Tempo de incubação/amostra 

Contagem (Log UFC/mL) 

Mesófilos Psicrotróficos proteolíticos 

0 h 0 h 48 h 96 h 

Leite pasteurizado não inoculado (controle) 1.5 < 1.0 < 2.0 < 2.0 

Leite pasteurizado 

inoculado com 

bactérias 

psicrotróficas 

proteolíticas 

P. fluorescens - 7.3 7.9 8.5 

A. baumannii - 6.1 6.8 8.1 

S. maltophilia - 7.0 7.8 8.5 

P. luteola - 6.6 6.8 8.9 

A. junnii/johnsonnii - 6.7 7.5 8.9 

A. hydrophila/caviae - 5.9 6.8 8.2 

B. cepacia - 6.3 6.6 6.6 
(-): não determinado. 

 

 

Nas amostras de leite pasteurizado inoculadas com bactérias psicrotróficas proteolíticas 

houve aumento da contagem ao longo do período de incubação, 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 psicrotróficas proteolíticas foram constatadas com 96 horas de incubação 

a 7,0 ºC, 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 multiplicação de P. 

fluorescens entre 2,0 a 10,0 ºC, observaram aumento da atividade proteolítica ao longo do 

armazenamento. Os autores ressaltaram que proteases secretadas por P. fluorescens em leite cru 

armazenado a baixas temperaturas são estáveis ao tratamento térmico, o que explica seu potencial 

de deterioração. 

Machado et al. (2013) verificaram que bactérias proteolíticas isoladas de leite cru com 

contagens de psicrotróficos entre 3,0 e 4,0 Log UFC/mL atingem o final da fase logarítmica após 

48 horas, com produção de proteases e deterioração do leite. 
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3.2 ESTABILIDADE DAS AMOSTRAS DE LEITE AO TESTE DO ÁLCOOL 

A prova do álcool é utilizada como método rápido para estimar a estabilidade das proteínas 

do leite, considerando que simula o efeito do aquecimento ocasionado pelo processamento térmico 

(O’CONNELL et al., 2001). Entretanto, a pasteurização do leite aumenta a estabilidade ao etanol, 

principalmente, na faixa de pH entre 6,4 e 6,8, o que se justifica pela alteração no balanço iônico da 

estrutura micelar em função da redução do cálcio solúvel pela precipitação do fosfato de cálcio 

induzida pela temperatura (HORNE; PARKER, 1981). 

As amostras de leite cru e de leite pasteurizado não inoculado, controle, foram estáveis a 

todas as graduações alcoólicas (Tabela 2), portanto estavam de acordo com o padrão recomendado 

por Brasil (2018), que preconiza ser a concentração mínima do álcool para avaliação de qualidade 

do leite cru refrigerado na propriedade rural e do leite pasteurizado, no mínimo, 72 ºGL (v/v). 
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Tabela 2. Resistência ao teste do álcool das amostras de leite cru, pasteurizado não inoculado, controle, e pasteurizado inoculado com bactérias psicrotróficas ao longo do tempo 

de incubação. 
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Apesar da contagem de P. fluorescens na amostra inoculada estar acima de 7,0 Log UFC/mL, 

constatou-se instabilidade ao teste do álcool somente no tempo 96 horas de incubação e nas 

graduações alcóolicas de 76 ºGL, 78 ºGL e 80 ºGL (Tabela 2). A intensidade de precipitação das 

proteínas foi proporcional à graduação alcóolica utilizada (Figura 1). 

 

Figura 1. Estabilidade ao teste do álcool avaliada no leite controle e inoculado com P. fluorescens com 96 horas de 

incubação a 7.0 ºC, respectivamente, com graduação alcoólica de 78 ºGL (A) e 80 ºGL (B). 

   

 

Maior Instabilidade proteica, avaliada pelo teste do álcool com maiores graduações, 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 incubação (Tabela 2). Verificou-se também que 

após 96 horas de incubação 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 graduação alcoólica avaliada, 68 ºGL 

(Tabela 2).  

Embora seja rápido e prático, o teste do álcool possui limitações. Silva; Almeida (1998) 

citaram as principais variáveis que influenciam na estabilidade térmica do leite, realizada pelo teste 

do álcool: pH do leite, equilíbrio salino, enzimas proteolíticas, teor natural de ureia, estabilidade das 

micelas de caseína, período de lactação, alimentação deficiente do gado e saúde animal (mamite).  

 

3.3 SDS-PAGE 

 Em condições iguais de multiplicação, os isolados bacterianos fortemente proteolíticos, 

apresentaram perfis diferentes de hidrólise das caseínas (Figura 2). Não foi observada hidrólise dessas 

proteínas nas amostras de leite pasteurizado não inoculado, controle, nos tempos 0, 48 e 96 horas de 

incubação a 7,0 ºC (Figura 2A e 2B – Canaletas 3 e 4), o que demonstra a estabilidade proteica 

detectada no teste do álcool (Tabela 2), além da baixa contagem de microrganismos psicrotróficos 

(Tabela 1). 
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Figura 2. SDS-PAGE (15.0%) das caseínas provenientes de amostra do leite controle e de amostras de leite inoculadas, 

intencionalmente, e incubadas a 7,0 ºC, por 48 horas (A) e 96 horas (B). Canaletas: 1- Marcador de massa molecular 

(kDa), 2- Padrões de α, β e К-caseína, 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. 

 

 

Com apenas 48 horas de incubação, constatou-se degradação de frações proteicas por ação de 

P. fluorescens (Figura 2A – Canaleta 5). Entretanto, a instabilidade térmica dessa amostra frente ao 

teste do álcool ocorreu somente nas graduções alcoólicas 76 ºGL, 78 ºGL e 80 ºGL no tempo 96 horas 

(Tabela 2).  

Pinto et al. (2014) avaliaram a taxa de crescimento e a atividade proteolítica de estirpes de P. 

fluorescens isoladas de leite cru refrigerado, após incubação em diferentes temperaturas de 

refrigeração. Os autores constataram, por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE), o alto potencial das estirpes em degradar a caseína durante o armazenamento do leite 

a 2,0; 4,0; 7,0 e 10,0 ºC, temperaturas essas, recomendadas na legislação para conservação do leite 

cru. Os autores observaram que a hidrólise da caseína resultou na perda da estabilidade térmica do 

leite e na formação de fragmentos de baixa e média massa molecular. Observaram ainda que, mesmo 

a baixas temperaturas, como 2,0 ºC houve degradação proteica e, em consequência, perda de 

estabilidade térmica. 

Após 96 horas de incubação, observou-se hidrólise das frações proteicas de caseína por P. 

fluorescens, A. baumannii, S. maltophilia e B. cepacia (Figura 2B – Canaletas 5, 6, 7 e 11). Menor 

hidrólise das caseínas foi observada nas amostras inoculadas com P. luteola, A. junii/johnsonii e A. 

hydrophila/caviae (Figura 2B – Canaletas 8, 9 e 10). Esses resultados são semelhantes aos de outros 

estudos em que também foi observada a capacidade de P. fluorescens em hidrolisar, de forma rápida, 

a κ-caseína (COSTA et al., 2002; CHEN; DANIEL; COOLBEAR, 2003; PINTO et al., 2014). Desta 

forma, pode-se afirmar que a estocagem do leite cru sobre refrigeração, antes do processamento, pode 

resultar na perda de qualidade da matéria-prima em consequência da atividade de enzimas 
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termoestáveis de bactérias psicrotróficas, com consequente comprometimento da qualidade dos 

produtos lácteos. 

O potencial deteriorador de bactérias psicrotróficas é variável de acordo com o gênero e 

espécie bacteriana (PINTO et al., 2006). Constatou-se, na amostra inoculada com B. cepacia, maior 

degradação das caseínas 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 psicrotróficos (Tabela 1) e instabilidade ao teste do álcool somente na graduação de 

80 ºGL nos tempos 48 e 96 horas (Tabela 2). 

Os resultados observados podem estar relacionados à variação da síntese de proteases, que 

pode ser associada à heterogeneidade na expressão gênica ou à atividade enzimática das proteases 

bacterianas. Além disso, a variabilidade na regulação gênica pode ser dependente da temperatura 

(NICODÈME et al., 2005), ou seja, uma determinada temperatura pode ser ótima para síntese 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 regulação e expressão gênica, a síntese 

máxima de enzimas extracelulares ocorre no final da fase log e na fase estacionária (MACHADO et 

al., 2016). 

A especificidade de proteases produzidas por bactérias psicrotróficas Gram-positivas e Gram-

negativas difere-se em relação às caseínas. Essas enzimas são inespecíficas quanto ao sítio de 

clivagem e, atuam, preferencialmente, sobre a k-caseína, localizada na superfície da micela 

(MATÉOS et al., 2015; GLÜCK et al., 2016; STUKNYTÈ et al., 2016). A inespecificidade dessas 

enzimas é uma das limitações das técnicas utilizadas para detecção de proteólise considerando que 

diferentes peptídeos são produzidos após a proteólise. 

Matéos et al. (2015), ao avaliarem a sedimentação de leite UHT contaminado com 

Pseudomonas LBSA1, constataram redução do potencial zeta das micelas de caseína e aumento dos 

teores de nitrogênio não caseínico e não proteico. Além disso, verificaram que Pseudomonas LBSA1 

produziu uma protease extracelular com atividade hidrolítica sobre as caseínas e não hidrolítica sobre 

as proteínas do soro. Tal enzima foi identificada como AprX, uma protease termoresistente da família 

da serralisina, com ampla atividade entre pH 6,0 a 10,0 e a 40,0 ºC. Os peptídeos liberados foram 

purificados e determinados por espectrometria de massa em tandem. Segundo os autores, os locais de 

clivagem identificados não revelaram forte especificidade desta protease extracelular, porém, a 

presença de resíduos de aminoácidos básicos ou aromáticos na posição P1 teve influência positiva na 

clivagem, em comparação aos resíduos de aminoácidos ácidos ou prolina. 
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Stuknytè et al. (2016), ao estudarem a atividade proteolítica termoestável de P. fluorescens 

PS19 isolada de leite cru em sobrenadante livre de células, tratado termicamente, constataram uma 

protease termoestável de, aproximadamente, 45 kDa por meio da análise de zimograma. Os autores 

observaram que também se tratava de uma metaloprotease denominada AprX. Após concentração 

por ultrafiltração, outras duas bandas proteolíticas termoestáveis 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 não era homóloga a qualquer proteína conhecida de 

Pseudomonas sp. Em seguida, os mesmos autores avaliaram sua atividade proteolítica sobre αs1, β e 

k-caseína durante incubação in vitro nas temperaturas de 7,0 e 22,0 ºC, através de espectrometria de 

massa em tandem com cromatografia líquida de ultra-performance. Os autores identificaram os 

peptídeos liberados (n=591), e alegaram que alguns deles resistiram à proteólise durante todo o 

período de incubação em ambas as temperaturas, e que poderiam ser considerados como indicadores 

da ação proteolítica de P. fluorescens PS19 nas caseínas do leite. 

 

4 CONCLUSÕES 

Por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, foi possível demonstrar o efeito 

deletério de enzimas produzidas por bactérias proteolíticas sobre as proteínas do leite, além de 

diferenciar o potencial deteriorante de diferentes espécies bacterianas psicrotróficas submetidas a 

temperaturas de refrigeração, recomendadas pelo Ministério da Agricultura para a conservação do 

leite.  

A refrigeração de leite de baixa qualidade microbiológica implica prejuízos consideráveis à 

qualidade da matéria-prima e de seus derivados, além de prejuízos econômicos associados à 

degradação das caseínas por atividade de bactérias psicrotróficas, em especial, aquelas fortemente 

proteolíticas, a exemplo de P. fluorescens. 

Os valores de contagem bacteriana, o teste do álcool e a análise de SDS-PAGE apresentaram 

resultados discrepantes. Porém, o teste do álcool pode ser utilizado de forma complementar às outras 

análises. A heterogeneidade observada na hidrólise das caseínas por SDS-PAGE pode ser explicada 

pela diversidade na expressão das proteases ou por modificações pós-traducionais das mesmas. 
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