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IDENTIFICACAO DE BACTERIAS PSICROTROFICAS
PROTEOLITICAS ISOLADAS DE LEITE CRU REFRIGERADO E
CARACTERIZACAO DO SEU POTENCIAL DETERIORADOR

Identification of proteolytic psychrotrophic bacteria isolated from
refrigerated raw milk and characterization of its spoilage potential

Cldaudia Lucia de Oliveira Pinto'", Solimar Gong¢alves Machado?,
Maurilio Lopes Martins’, Maria Cristina Dantas Vanetti’

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram identificar bactérias psicrotroficas proteoliticas
isoladas de leite cru refrigerado, avaliar o seu poder deteriorador ¢ a sua capacidade
de ades@o em superficies de ago inoxidavel sob temperaturas de refrigeracdo.
Dentre as bactérias gram-positivas, 23,81% e 33,33% dos isolados pertenciam
aos géneros Bacillus e Paenibacillus respectivamente. No grupo de bactérias
gram-negativas fermentadoras de glicose foram identificados os géneros Cedecea,
Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Pantoea, Providencia, Rhanella e Serratia e
dentre as bactérias gram-negativas nao-fermentadoras, os géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Burkholderia, Chryseobacteriun (Flavobacterium), Chryseomonas,
Moraxella e Pseudomonas. O género Pseudomonas foi predominante entre as
bactérias identificadas e representou 33,98% do total de isolados. Dentre as bac-
térias fermentadoras de glicose 14,6%, 15,3% e 20,8% dos isolados apresentaram
predominantemente atividade proteolitica a 6,5 °C, 21 °C e 35 °C, respectivamente,
enquanto as bactérias gram-negativas ndo-fermentadoras apresentaram 25% e
23,6% dos isolados com atividades associadas de proteases, lipases ¢ lecitinases a
6,5 °C e 21 °C, respectivamente, o que indicou maior potencial deteriorador. Em
espécies de bactérias gram-negativas e gram-positivas, constatou-se a produgdo
de enzimas termorresistentes e adesdo a superficie de aco inoxidavel a 6,5 °C.
Os resultados deste estudo refor¢caram a importancia da implementacdo das boas
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praticas de producdo e de fabricagdo na cadeia produtiva do leite para fins de
prevengdo de sua deterioragdo e minimizagao de perdas de qualidade e econdmicas.
Palavras-chave: deterioragao; enzimas hidroliticas; adesao; Pseudomonas.

ABSTRACT

This study aimed to identify proteolytic psychrotrophic bacteria isolated
from refrigerated raw milk, to evaluate their spoilage potencial and their capability
of adhesion to stainless steel surfaces at cold temperatures. Among gram-positive
bacteria, 23.81% and 33.33% of isolates belonged to Bacillus and Paenibacillus
genera. In the gram-negative glucose fermentative bacteria group, the genera
Cedecea, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Pantoea, Providencia, Rhanella and
Serratia were identified, while the genera Acinetobacter, Aeromonas, Burkholderia,
Chryseobacteriun (Flavobacterium), Chryseomonas, Moraxella and Pseudomonas
were identified among gram-negative non fermentative microorganisms. The genus
Pseudomonas, which was predominant, represented 33.98% of total isolates.
Among fermenters of glucose bacteria, 14.6%, 15.3% and 20.8% of isolates showed
predominantly proteolytic activity at 6.5, 21 and 35 °C, respectively, while 25% e
23.6% of isolates belonging the gram-negative non-fermenting microorganisms
showed associated activities of proteases, lipases and lecithinases at 6.5 and 21 °C,
respectively, emphasizing their greatest spoilage potential. Gram-positive and
gram-negative bacteria produced heat resistant proteolytic enzymes and adhesion to
stainless steel surfaces at 6.5 °C. The results of this study reinforce the importance
of the implementation of good manufacturing practices in order to prevent milk
spoilage and minimize economic and quality losses.

Keywords: spoilage; hydrolytic enzymes; adherence; Pseudomonas.

INTRODUCAO

Arefrigeragdo do leite recém-ordenha-
do foi introduzida no Brasil na segunda meta-
de da década de 90 com o objetivo de reduzir
a deteriorac@o por microrganismos mesofilos,
sendo regulamentada pela Instru¢ao Normati-
van® 62 do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (BRASIL, 2011). No entanto,
o armazenamento do leite em temperaturas na
faixa de 4 °C a 10 °C nao previne a multipli-
cacao de bactérias psicrotroficas, as quais cres-
cem em temperaturas entre 0 °C e 7 °C (JAY,
2005).

Alguns estudos foram realizados com
0 objetivo de caracterizar a microbiota psi-
crotrofica presente no leite cru e identificar

a microbiota predominante apds armazena-
mento sob refrigeragdo. Hantis-Zacharov;
Halpern (2007) e Raats et al. (2011) utiliza-
ram métodos convencionais de cultivo e mo-
leculares e evidenciaram que Pseudomonas,
Acinetobacter e actinobactérias sdo 0s grupos
dominantes no leite refrigerado israelense. O
género Pseudomonas também foi considera-
do o grupo predominante, com elevado
potencial deteriorador de leite nos Estados
Unidos (DOGAN; BOOR, 2003), na Bélgi-
ca (MARCHAND et al., 2009b), no Cana-
da (RASOLOFO et al., 2010) e na Italia
(ERCOLINI et al., 2009). Pinto et al. (2006)
e Nornberg et al. (2010) demonstraram que
bactérias gram-negativas predominam no leite
cru refrigerado brasileiro.
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Embora a maioria dos microrganis-
mos psicrotroficos seja inativada pelos tra-
tamentos térmicos utilizados na industria, o
estudo de organismos produtores de enzimas
hidroliticas, a exemplo das proteases e lipases,
tem despertado interesse de pesquisadores
(KOHLMANN et al., 1991; MARCHAND et
al., 2008; IZIDORO et al., 2013).

A maioria das enzimas proteoliticas
produzidas por psicrotroficos ¢ termoesta-
vel, portanto, apresenta atividade residual
ap0s a pasteurizacdo ou processamento a
ultra-alta temperatura (UAT) ou em inglés
ultra high temperature (UHT) (SORHAUG;
STEPANIAK, 1997; NIELSEN, 2002;
BAGLINIERE et al., 2013). As proteases ter-
morresistentes hidrolisam todos os tipos de
caseina (BAGLINIERE et al., 2012) o que
estd associado a ocorréncia de problemas
tecnologicos em produtos de vida util longa,
como a gelificagdo e a sedimentagdo do lei-
te UHT, além de sabores indesejaveis em
produtos derivados e redu¢do do rendimen-
to na fabricagdo de queijos (SORHAUG;
STEPANIAK, 1997; VESCONSI et al., 2012).
A desestabilizacdo das micelas de caseina,
causada pela acdo de proteases, resulta na
redu¢@o do rendimento na fabricagdo de quei-
jos e consequentes perdas econdmicas e de
qualidade (NIELSEN, 2002; CARDOSO,
2006).

Algumas bactérias psicrotroficas pro-
teoliticas podem formar biofilmes em su-
perficies de equipamentos e utensilios uti-
lizados na producdo de lacteos. Nesta con-
dicdo, estes microrganismos sao mais resis-
tentes a acdo de agentes quimicos e fisicos
utilizados na sanitizagdo por produzirem
grande quantidade de substancias poliméri-
cas extracelulares que representam uma bar-
reira de prote¢do e produzem mais proteases
quando comparados as células livres (TEH
etal., 2012).

As alteragdes dos componentes do
leite em funcdo da multiplicagdo dos micror-
ganismos psicrotroficos proteoliticos causam

perdas econdmicas consideraveis. Objeti-
vou-se identificar bactérias psicrotroficas
proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado,
avaliar o potencial deteriorador e a capacida-
de de adesdo em superficies de ago inoxida-
vel destes organismos sob refrigeracdo.

MATERIAL E METODOS
Identificacao dos isolados

Foram isoladas 153 bactérias psicro-
troficas proteoliticas de leite cru refrigerado
coletado em tanques coletivos e individuais
de propriedades rurais, Zona da Mata, Minas
Gerais durante a estacdo da seca (PINTO,
2004). Para a coleta, manuseio e manutengao
das amostras, seguiu-se o procedimento da
Federacdo Internacional de Laticinios (IDF,
1985).

Os isolados foram inicialmente ca-
racterizados quanto a morfologia, atividades
de oxidase e catalase e coloracdo de Gram. O
metabolismo fermentativo da glicose foi pes-
quisado nos isolados gram-negativos em meio
Rugai modificado (MBiolog Diagnosticos
Ltda., Contagem, Brasil). Para identificagdo
utilizou-se os sistemas API1 20 E ou API 20 NE
(BioM¢rieux, La Balme les Grottes, France)
e Bac Tray (Difco®, Lawrence, EUA). Os
isolados gram-positivos foram identificados
por Microbial Identification System — MIS,
versao 4.0.

Caracterizacio da producdo de protea-
ses, lipases e lecitinases em diferentes
temperaturas

A capacidade de producao de protea-
ses, lipases e lecitinases dos isolados foi
avaliada em agar SMCA (FRANK et al.,
1992), agar Tributirina e agar Tripicaseina e
Soja — TSA, suplementados com 5% de sus-
pensdo de gema de ovo, respectivamente
(VANDERZANT; SPLITTSOESSER, 1992).
As placas foram incubadas a 6,5 °C, por
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10 dias, e a 21 °C e 35 °C, por 72 horas, res-
pectivamente. Apds o periodo de incubagdo,
verificou-se a presenga de halo de clarificagdo
e, ou, precipitagdo da caseina para protedli-
se, clarificagdo para lipolise e clarificagdo ou
precipitagdo da lecitina para lecitinase, nos
respectivos meios.

Quantificacdo da atividade proteolitica e
termoestabilidade das enzimas

A quantificagdo da atividade proteoli-
tica em sobrenadantes de culturas de isola-
dos psicrotroficos proteoliticos foi realizada
conforme técnica descrita por Ewings et al.
(1984). As culturas puras foram cultivadas
em 4 mL de Caldo Infusao de Cérebro e Co-
racdo — BHI, a 22 °C, por 48 horas por duas
vezes consecutivas. Apds este periodo de
incubag@o, foram centrifugadas a 3.000 g, por
20 minutos. Uma aliquota de 1 mL do so-
brenadante foi adicionada a tubos de aco
inoxidavel (7,4 x 127 mm), com paredes
de espessura de 0,25 mm, climatizados em
banho de 6leo a 100 °C. A amostra foi trata-
da por 30 segundos e, apos este tempo, foi
imediatamente resfriada em banho de agua
gelada por um minuto. Amostras foram ava-
liadas quanto a atividade de proteases, mis-
turando-se: 1 mL de solugdo de azocaseina
(Sigma, Chemical Co-St Louis, MO, USA)
0,5 % (p/v) em tampao Tris-HCI 0,1 mol/L,
pH 7,5; 1 mL de Tris-HC1 0,1 mol/L, pH 7,5
e 0,2 mL de amostra. Apds incubagio a 37 °C,
por duas horas em banho-maria, adicionou-se
a mistura de reacao igual volume de acido
tricloroacético — TCA a 10% (m/v), seguindo-
se de transferéncia dos tubos para banho de
gelo, por 15 minutos. As amostras foram
clarificadas por centrifugagdo a 5.000 g, por
10 minutos, e a absorvancia do sobrenadante
foi medida a 366 nm, em espectrofotome-
tro Micronal, modelo B 582. Uma unidade
de atividade proteolitica ¢ definida como a
concentragdo de enzima requerida para produ-
zir um aumento na absorvancia em 0,01 h-!

e a termoestabilidade, como a capacidade do
sobrenadante em reter pelo menos 50% da
atividade em relagdo as amostras ndo sub-
metidas ao tratamento térmico.

Adesio em aco inoxidavel

Foram selecionados para a avaliacdo
da capacidade de adesdo a superficie de ago
inoxidavel em leite a 6,5 £ 0,5 °C isolados
com maior atividade de lecitinase, lipolitica
e proteolitica, representantes da micro-
biota contaminante do leite cru. Avaliou-se
isolados gram-positivos (Lactococcus sp.
(035), Bacillus amiloliquefaciens (119),
Staphylococcus sciuri (052) e Paenibacillus
macerans (105)) e gram-negativos (P. fluo-
rescens (07 A, 041), Pseudomonas fluo-
rescens ATCC 13525, Acinetobacter lowffi
(09), Serratia liquefaciens (020, 021, 039),
Klebsiella oxytoca (093)). Cupons de prova
de ago inoxidavel AISI 304, de dimensao
10 mm x 10 mm x 1 mm, foram preparados
de acordo com Jeong; Frank (1994). As cul-
turas foram ativadas, por duas vezes con-
secutivas, em intervalos de 24 horas, em
leite desnatado reconstituido (LDR) 12%,
a 25 °C. Os cupons de teste foram imersos,
separadamente, em tubos de ensaio contendo
5 mL de LDR 12% esterilizado, inoculado
com, aproximadamente, 10° a 10* UFC/mL
da suspensdo do microrganismo teste. O
namero de células aderidas por cm? foi de-
terminado apos 48 horas de contato com a
superficie. Para o controle de adesdo inicial,
os cupons foram colocados em contato com
o leite inoculado e imediatamente retirados
para analise. A adesdo bacteriana foi obser-
vada por técnica de microscopia de epi-
fluorescéncia. Em condig¢des assépticas, os
cupons foram rinsados com 10 mL de solugao
de tampdo fosfato, esterilizada (KH,PO,,
pH 7.,2), por 1 minuto. Os cupons foram
depositados em lamina de vidro para mi-
croscopia, colocados em uma placa de Petri
e inundados com soluc¢do de Kirkpatrick,
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contendo alcool isopropilico, cloroférmio e
formaldeido na proporg¢ao de 6:3:1, durante 3
minutos, para fixacdo das bactérias aderidas.
Posteriormente, os cupons foram corados
com uma solucao aquosa do corante alaranja-
do de acridina 0,04%, por 5 minutos. Os cu-
pons foram observados em microscopio Oti-
co LEICA DMLS, em objetiva de imersdo
adaptada a microscopia de epifluorescéncia.
Foram contadas as bactérias que emitiam
fluorescéncia vermelho-alaranjada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacio dos isolados

Dentre as 136 bactérias psicrotroficas
proteoliticas isoladas de amostras de leite cru
refrigerado, 30 eram gram-positivas (22%)
e 106 gram-negativas (78%). A microbiota
gram-positiva incluiu os géneros Bacillus,
Paenibacillus, Staphylococcus, Lactobacillus
e Enterococcus. Bacillus e Paenibacillus
foram isolados com maior frequéncia (Tabe-
la 1). A contaminagdo do leite com bactérias
formadoras de esporos dos géneros Bacillus
e Paenibacillus representa o principal fator
limitante da vida util de produtos lacteos
quando a contaminacgdo pods-pasteurizagdo
¢ controlada (MARTIN et al., 2011). De
acordo com dados descritos por Chen et al.
(2003), espécies do género Bacillus foram
detectadas em leite UHT e, em alguns casos,
em contaminag¢des altas, como 10° UFC/mL.

No grupo de bactérias gram-negativas
fermentadoras de glicose foram identificados
os géneros Cedecea, Enterobacter, Hafnia,
Klebsiella, Pantoea, Providencia, Rhanella e
Serratia e dentre as bactérias gram-negativas
nao-fermentadoras, os géneros Acinetobacter,
Aeromonas, Burkholderia, Chryseobacteriun
(Flavobacterium), Chryseomonas, Moraxella
e Pseudomonas. O género Pseudomonas repre-
sentou o maior percentual do total de bactérias
identificadas, sendo a espécie predominante

P, fluorescens (Tabela 1). De fato, espécies do
género Pseudomonas sdo descritas como 0s
principais organismos predominantemente
isolados de leite cru refrigerado associados a
deteriorag@o do leite devido a sua capacida-
de de produzir enzimas termorresistentes
(ARCURI et al., 2008; DE JONGHE et al.,
2011; CLETO et al., 2012; DECIMO et al.,
2014; SCATAMBURLO et al., 2015).

Caracterizacio da producio de proteases,
lipases e lecitinases

As bactérias gram-positivas apresen-
taram predominancia de atividade proteo-
litica, com um baixo percentual de isolados
produtores de lipases e lecitinases conco-
mitantemente (Figura 1a). Dentre as bactérias
gram-negativas fermentadoras de glicose, que
representaram 46,2% do total de isolados,
constatou-se a predominancia de isolados que
apresentaram apenas atividade proteolitica a
6,5 °C, 21 °C ¢ 35 °C. Isolados com atividades
de lipase e de lecitinase associadas foram ob-
servados em menor propor¢ao (Figura 1b).
Entretanto, maior propor¢do de bactérias
gram-negativas ndo-fermentadoras apresentou
atividade proteolitica associada a atividade de
lipase e lecitinase a 6,5 °C e 21 °C (Figura
1c). Neste grupo de bactérias encontram-se
as espécies de Pseudomonas. O aumento da
temperatura para 35 °C reduziu o percentual
de isolados gram-negativos nao-fermentado-
res com atividade simultanea dos trés tipos
de enzimas (Figura 1c¢). Em resultados cons-
tatados por Dogan; Boor (2003), 69% dos
isolados de P. fluorescens apresentaram ati-
vidades proteoliticas e de lecitinase, enquanto
apenas 14,5% dos isolados de P. putida pro-
duziram essas enzimas hidroliticas.

A sintese de enzimas ¢ heterogénea
mesmo quando bactérias da mesma espécie
sdo consideradas como demonstrado por
Marchand et al. (2009a). A variacdo da pro-
ducdo de proteases pode estar associada a
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Tabela 1 — Identificag@o de bactérias psicrotroficas proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado
granelizado

Percentuais (%)

Género Espécie Gram- Do total ~ Do Total
positivos isolado identificado
B. amyloliquefaciens 14,29 1,96 2,20
Bacillus B. subtilis 4,76 0,66 0,74
Bacillus sp. 4,76 0,66 0,74
Pacenibacillus P. alvei 9,52 1,31 1,47
P. macerans 23,81 3,27 3,68
Staphylococcus S. sciuri 4,76 0,66 0,74
. L. fermentum 4,76 0,66 0,74
Lactobacillus L. plantarum 4,76 0,66 0,74
Lactococcus L. lactis subespécie cremoris 4,76 0,66 0,74
Lactococcus sp. 9,52 1,31 1,47
Enterococcus E. faecalis 4,76 0,66 0,74
E. faecium 9,52 1,31 1,47
Nio-identificados - 5,94 -
Gram- Do total Total
positivos isolado identificado
Acinetobacter A. Iwoffi 0,87 0,65 0,74
Aeromonas A. hydrophila 5,22 3,92 4,41
Burkholderia B. cepacia 1,74 1,31 1,47
B. pseudomallei 1,74 1,31 1,47
Cedecea C. lapagei 2,61 1,96 2,20
Chryseobacterium c . i
(Flavobacterium) - menmgosepticum 1,74 1,31 1,47
Chryseomonas C. luteola 1,74 1,31 1,47
E. cloacae 1,74 1,31 1,47
Enterobacter E. gergoviae 0,87 0,65 0,74
E. sakasaki 2,61 1,96 2,20
Hafnia H. alvei 2,61 1,96 2,20
. K. oxytoca 1,74 1,31 1,47
Klebsiella K. ozanae 435 3,27 3,68
Moraxella M. catharralis 6,09 4,56 5,15
Pantoea P agllomerans 3,48 2,61 2,94
Providencia P. stuartii 0,87 0,65 0,74
P. fluorescens 39,15 29,41 33,31
Pseudomonas P. putida 5,22 3,92 4,44
P, stutzeri 0,87 0,65 0,74
Rhanella R. aquatilis 2,61 1,96 2,20
Serratia S. liquefaciens 10,43 7,84 8,82
S. odorifera 1,74 1,31 1,47
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heterogeneidade na expressdo génica ou
na atividade enzimatica. Além disso, essa
variabilidade na regulacdo génica pode ser
dependente da temperatura (NICODEME et
al., 2005). Nicodeme et al. (2005) destacaram
que determinada temperatura pode ser 6tima
para produgao de proteases para uma espécie e
um fator limitante para outra, embora o efeito
da temperatura de crescimento na produ-
¢do de enzima extracelular ndo dependa do
género das estirpes (BUCHON et al., 2000).
Apesar da heterogeneidade na regulagdo e
expressdo génica, a producdo de enzimas
extracelulares acontece no final da fase log
e na fase estacionaria (HELLIO et al. 1993;
MAKHZOUM et al., 1995; RAIMOHAN et
al. 2002).

Como observado por Nero et al. (2009),
a maioria das amostras de leite cru coletadas
em propriedades rurais (36,6%) apresen-
tava contagens de bactérias psicrotroficas
entre 10° e 10* UFC/mL. Considerando que
a legislacdo brasileira vigente (BRASIL,
2011) exige que o leite cru seja armaze-
nado sob refrigeragdo até o processamento,
Machado et al. (2013) constataram que os
microrganismos proteoliticos de amostras
de leite cru com contagens de psicrotroficos
entre 10° e 10* UFC/mL atingem o final da
fase logaritmica apds 48 horas. Esses autores
ainda observaram a producdo de protease e
a deterioragdo do leite devido a hidrolise da
K-caseina ap6s o tempo de armazenamento
de 48 horas.

(a)
30 A
25 A
20 A
% 15 A
10 1
5
0 +
Protease Protease Protease Protease
Lecitinase Lipase Lipase
Lipase
(b) (©
30 4 30 -
25 4 25
20 1 20 A
% 15 A % 15 -
10 - 10 1
5] 5
Protease Protease Protease Protease Protease Protease Protease Protease
Lecitinase Lipase Lipase Lecitinase Lipase Lecitinase
Lipase Lipase

Figura 1 — Distribui¢do do percentual de isolados com atividades de enzimas hidroliticas,

proteases, lipases e lecitinases a 6,5 °C (H),

21 °C (m) e 35 °C (). (a) gram-positivos, (b)

gram-negativos fermentadores e (¢) gram-negativos nao-fermentadores
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Tabela 2 — Atividade proteolitica de bactérias psicrotroficas gram-negativas e gram-positivas
isoladas de leite cru refrigerado antes e apds tratamento térmico do sobrenadante a 100 °C, por
30 segundos

L g Unidades de Atividade
Espécie C9d1go do enzima/hora (antes proteolitica residual
isolado tratamento térmico) (%)
Gram-positivos

048 10,95 -9,59

0104 21,05 -8,55

Bacillus amiloliquefaciens 0105 19,60 -9,44
0113 6,80 119,85

0151 23,50 45,32

Paenibacillus macerans 0150 8,45 -7,69
Bacillus alvei 0135 7,25 19,31
0147 8,05 -11,18

Gram-negativos

037 16,15 87,93

Aeromonas hydrophila 042 3,90 119,23
0113 6,80 119,85

Burkholderia cepacia 05 19,55 83,38
0112 1,70 144,12
Chryseomonas luteola 0107 2,30 113,04
07A 1,90 113,16

07B 3,00 53,33
033 4,10 103,66

041 2,80 83,93

072 7,35 93,20

077 9,60 85,42

Pseudomonas fluorescens 096 2,05 80,49
097 1,15 100,00
0123 2,00 122,50

0126 8,00 90,62

0137 0,75 73,33
0138 2,55 156,86

0141 9,80 80,10
020 5,75 101,74

Serratia liquefaciens 021 1,15 91,30
039 1,40 96,43
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Quantificacdo da atividade proteolitica e
termoestabilidade das enzimas

Dentre os isolados gram-positivos,
foi observada a atividade proteolitica antes
do tratamento térmico em bactérias dos gé-
neros Bacillus ¢ Paenibacillus. Dentre os
sete isolados do género Bacillus, trés apre-
sentaram atividade proteolitica residual apos
o tratamento térmico do sobrenadante (Ta-
bela 2). De acordo com Chen et al. (2003),
espécies do género Bacillus possuem, em
geral, alta atividade proteolitica extracelular
e intracelular, e produzem enzimas resistentes
aos processamentos térmicos como pasteuri-
zagao e tratamento UHT.

Alta atividade proteolitica residual
foi constatada no sobrenadante de bactérias
gram-negativas dos géneros Aeromonas,
Burkholderia, Chryseomonas, Pseudomonas
e Serratia (Tabela 2). Algumas estirpes pro-
duziram proteases termorresistentes com
atividade residual superior a 100 %. Embora
as modificacdes estruturais ocasionadas pelo
tratamento térmico na molécula dessas pro-
teases ainda ndo tenham sido elucidadas, ¢

possivel que uma alteragdo na conformagao
da enzima aumente a sua atividade.
Marchand et al. (2008) constataram que
amostras de leite cru refrigerado apresenta-
vam 73% de atividade proteolitica residual
apos tratamento térmico a 95 °C por 8,45 min.
Bagliniére et al. (2013) demonstraram que
a protease termorresistente AprX produzida
por P. fluorescens e inoculada no leite cru
na concentragdo de 0,2 mg/L pode causar a
desestabilizacdo do produto tratamento termi-
camente a 140 °C por 4 s (UHT) apos apenas
oito dias de estocagem a 20 °C. Outros estudos
recentes também destacaram o potencial
deteriorador de bactérias isoladas de leite
(DE JONGHE et al., 2010; TEH et al., 2014;
SCATAMBURLO et al., 2015).

Adesao em ac¢o inoxidavel

P. fluorescens, A. lowffi, S. liquefaciens,
K. oxytoca, Lactococcus sp., B. amiloli-
quefaciens, S. sciuri e P. macerans foram ca-
pazes de aderir a superficie de ago inoxidavel
a7 °C. O ntimero de células aderidas variou de
10?a 10° células cm™ (Tabela 3). Observou-se

Tabela 3 — Logaritmo do niumero de células de bactérias psicrotroficas proteoliticas gram-negativas
e gram-positivas aderidas por cm?, em superficie de ago inoxidavel ASI 304, apds crescimento

em leite desnatado por 48 horas, a 7 °C

Bactérias

Logaritmo de células aderidas cm™

P. fluorescens 041
P. fluorescens 07TA
Acinetobacter lowffi 09
Serratia liquefaciens 020
Serratia liquefaciens 021
Serratia liqguefaciens 039
Klebsiella oxytoca 093

Pseudomonas fluorescens ATCC 13525

Lactococcus sp. 035
Bacillus amiloliquefaciens 0119
Staphylococcus sciuri 052
Paenibacillus macerans 0105

5,00
4,95
4,59
4,23
4,22
4,01
3,96
3,62
3,57
3,30
2,97
2,62

Rev. Inst. Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 70, n. 2, p. 105-116, mar/abr, 2015



114 PINTO, C. L. O. et al.

maior numero de células aderidas de bacté-
rias gram-negativas e dentre estes isolados, P.
fluorescens se destacou, resultado que reforga
seu potencial deteriorador (Tabela 3). Cleto
et al. (2012) sugerem que estas bactérias for-
madoras de biofilme vivem em uma relacao
simbiotica, em que Pseudomonas spp. par-
tilha os sider6foros essenciais que libera em
quantidade elevada, enquanto recebe ajuda
estrutural e protegao fisica de outros géneros.
A formagdo de biofilmes mistos em tanques
de refrigeracao de leite pode comprometer a
qualidade e a vida de prateleira dos produtos
(TEH et al., 2014). A capacidade dos isola-
dos de colonizar as superficies de processa-
mento e formar biofilme esta diretamente re-
lacionada a presenca destes microrganismos
apoOs o tratamento térmico e, consequente
deterioragdo do leite.

CONCLUSAO

A microbiota psicrotrofica proteolitica
de leite cru refrigerado é composta de bac-
térias gram-positivas e predominantemente
gram-negativas. Apresenta alto potencial de-
teriorador associado a produgdo de enzimas
proteoliticas termorresistentes, além de le-
citinases e lipases, em especial a microbiota
gram-negativa e capacidade de adesdo em
superficies de aco inoxidavel a temperatura
de refrigeracdo como 6,5 °C. Assim, os re-
sultados deste estudo permitem reforcar a
importancia da prevengdo de contaminagdes
do leite cru por meio da implementacéo das
boas praticas agropecuarias para minimizar
perdas de qualidade dos produtos, rendimento
na fabricacdo de queijos e consequentemente
perdas econdmicas.
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