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SEDIMENTACAO, ATIVIDADE PROTEOLITICA
E PROTEOLISE DE LEITE UHT INTEGRAL
DURANTE O ARMAZENAMENTO

Sedimentation, proteolytic activity and proteolysis
of whole UHT milk during storage

Claudia Liicia de Oliveira Pinto'", Solimar Gong¢alves Machado?,
Rodrigo Rezende Cardoso®, Maria Cristina Dantas Vanetti®

RESUMO

A desestabilizagdo do leite UHT durante a estocagem pode ser atribuida,
entre outros fatores, a acdo de proteases endogenas e, ou bacterianas e constitui um
dos principais entraves na cadeia produtiva desse produto. Objetivou-se avaliar a
qualidade microbiologica do leite cru refrigerado e seu efeito sobre a formacao de
sedimentos, grau de protedlise e atividade proteolitica de leite UHT integral durante
o periodo de armazenamento. As médias das contagens de bactérias mesofilas,
psicrotroficas, psicrotroficas proteoliticas e Pseudomonas spp. das amostras do
leite cru refrigerado foram, respectivamente, de 5,5 x 10 UFC/mL, 3,0 x 10 UFC/
mL, 8,0 x 10° UFC/mL e 1,1 x 10° UFC/mL. O tratamento UHT reduziu 93,2% da
atividade proteolitica em relag@o ao leite cru. Ao longo do periodo de estocagem
do leite UHT integral ocorreu o aumento da massa de sedimentos, do grau de
protedlise e da atividade proteolitica. Todas as amostras de leite UHT apresentaram
baixa contagem de mesoéfilos e permaneceram termicamente estaveis e sem sinais
de gelificacdo. Considerando a atividade residual de proteases no leite UHT ¢ a sua
relagdo com a formacao de sedimentos, atividade proteolitica e protedlise, o emprego
de leite com baixas contagens de bactérias psicrotroficas e de bactérias psicrotroficas
proteoliticas deve ser considerado para fins de prevengao de defeitos tecnologicos
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como sedimentacdo e gelificacdo, os quais reduzem, consideravelmente, a aceitagdo
do produto pelo consumidor além de ocasionarem prejuizos a industria.
Palavras-chave: Pseudomonas; psicrotrofico; qualidade de leite.

ABSTRACT

The UHT milk destabilization during storage may be assigned, among other
factors, to the activity of endogenous and, or bacterial proteases. This technological
problem is a major obstacle in the dairy chain. The aim of this study was to evaluate
the microbiological quality of raw milk and its effect on the formation of sediment,
degree of proteolysis and proteolytic activity of whole UHT during storage. Mean
counts of mesophilic bacteria, psychrotrophic, psychrotrophic proteolytic and
Pseudomonas spp. from samples of raw milk were respectively 5.5 x 10° CFU/mL,
3.0 x 10° CFU/mL, 8.0 x 10° CFU/mL and 1.1 x 10° CFU/mL. The UHT treatment
has reduced 93.2% of proteolytic activity detected comparing to the proteolytic
activity of raw milk. The increase in sediment mass, degree of proteolysis and
proteolytic activity of whole UHT milk has been detected during storage. All
UHT milk samples have presented low count of mesophilic bacteria and remained
thermally stable without evidence of gelation. Considering the residual activity
of proteases in UHT milk and its relevance to sedimentation, proteolytic activity
and proteolysis, the use of raw milk with low levels of proteolytic psychrotrophic
bacteria hould be considered to prevent technological problems as sedimentation
and gelation, which reduce significantly product acceptance by consumers besides

causing industrial losses.

Keywords: Pseudomonas; psychrotrophic; milk quality.

INTRODUCAO

Entende-se por leite UHT (ultra alta
temperatura, UAT) o leite (integral, parcial-
mente desnatado ou semidesnatado e desna-
tado) homogeneizado que foi submetido,
durante 2 a 4 segundos, a temperatura entre
130 °C e 150 °C, mediante um processo térmi-
co de fluxo continuo, imediatamente resfria-
do a temperatura inferior a 32 °C e envasado
em condigdes assépticas em embalagens es-
téreis e hermeticamente fechadas (BRASIL,
1997). Portanto, constitui um produto estavel
do ponto vista bacteriologico a temperatura
ambiente, o que permite classifica-lo como
“comercialmente estéril”.

Dentre os leites fluidos disponiveis no
mercado brasileiro, o leite UHT, introduzido

no Brasil na década de 70, apresenta maior
consumo, associado ao tipo de embalagem e
a sua maior vida util (GUERRA, 2012).

O Regulamento Técnico de Identidade
¢ Qualidade (RTIQ) para leite UHT do Mi-
nistério da Agricultura, Pecuaria ¢ Abaste-
cimento (MAPA) estabelece o minimo de
3% de gordura para o leite integral, acidez
titulavel entre 0,14% e 0,18% de acido lati-
co ¢ estabilidade ao etanol 68% e, no mini-
mo, 8,2% de extrato seco desengordurado
(ESD). Apos a incubacdo da embalagem fecha-
dapor 7 dias, a 35 °C —37 °C, nenhuma amostra
deve apresentar-se com contagem de aerdbios
mesofilos superior a 10> UFC/mL em um
lote de 5 amostras. Além disso, permite-se
apenas a adi¢@o dos estabilizantes monofos-
fato, difosfato, trifosfato, separados ou em
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combina¢do, em uma concentragdo nao
superior a 0,1 g/100 mL (BRASIL, 1997).

Embora o leite UHT ofereca muitas
vantagens como vida util longa a tempera-
tura ambiente, certas alteragdes indesejaveis
podem ocorrer durante o periodo de estoca-
gem, como a sua desestabiliza¢do, com con-
sequente formacgdo de gel ou sedimentos no
fundo da embalagem (BAGLINIERE et al.,
2012). A formagdo de sedimentos durante
0 armazenamento ¢ um grande problema
para a industria do leite UHT, uma vez que
reduz a vida util do produto e ocasiona a sua
rejeicdo pelo consumidor (SILVA, 2003). Di-
versos fatores estdo associados a este proble-
ma tecnologico (SORHAUG; STEPANIAK,
1997), mas a principal causa da desestabi-
lizagdo do leite, descrita em diversos estudos,
¢ a proteolise (SURHAUG; STEPANIAK,
1997, DATTA; DEETH, 2003; TOPCU et
al.,2006; LONGHI et al., 2012; SORHAUG;
VESCONSI, 2012).

A redugdo da estabilidade ¢ a ocor-
réncia de protedlise do leite estdo associadas
a atividade de proteases de bactérias psicro-
troficas na matéria-prima, além da agdo de
plasmina, uma protease endogena do leite.
Segundo Dogan e Boor (2003), diversas es-
pécies bacterianas pertencentes a essa micro-
biota multiplicam-se sob temperatura de
refrigerag@o e produzem em proteases extrace-
lulares termorresistentes (MARCHAND et al.,
2008; MATEOS et al., 2015; NORNBERG
et al., 2010). Para a prevengdo desses pro-
blemas ¢ imprescindivel o emprego de leite
cru que atenda aos padrdes de qualidade, o
que refletira diretamente na qualidade do
produto final durante seu armazenamento.
Diante do exposto, no presente estudo obje-
tivou-se avaliar o efeito da qualidade micro-
biolodgica sobre a formagdo de sedimentos,
grau de protedlise e atividade proteolitica
de leite UHT integral durante o periodo de
armazenamento.

MATERIAL E METODOS
Amostragem

Amostras de leite cru refrigerado grane-
lizado e de leite UHT integral, processado
pelo sistema indireto, foram coletadas em
uma Industria de Laticinios na Zona da Mata
Mineira com, aproximadamente, 98% de
leite recebido de forma granelizada. Essa in-
dustria era receptora e processadora de, apro-
ximadamente, 200.000 litros de leite por dia
proveniente de uma rede de fornecedores
composta de 230 tanques individuais ¢ 90
tanques coletivos, de capacidade entre 250
e 3.000 litros/tanque e que atende aproxima-
damente 1.000 cooperados.

Foram coletadas, de forma sequencial
e em trés repetigdes, em semanas ¢ horarios
diferentes, 250 mL de amostras do leite cru
refrigerado no silo industrial, 250 mL de
leite pasteurizado no tanque de estocagem e
amostras de leite UHT envasadas fabricadas
a partir do leite cru amostrado. As amostras
de leite cru foram submetidas a enumeragao
de bactérias aerobias mesofilas, psicrotroficas,
psicrotroficas proteoliticas e Pseudomonas
spp., € a determinacgao da atividade proteoli-
tica. As amostras de leite pasteurizado, coleta-
das nos tanques de alimentag@o do sistema
UHT, foram submetidas a determinagao da
atividade proteolitica. As amostras de leite
UHT (uma caixa contendo 12 unidades de 1 L
de leite UHT) foram armazenadas a 37 °C, por
120 dias, periodo este correspondente ao seu
prazo de validade. Em intervalos de 24 dias, as
amostras de leite UHT foram avaliadas quanto
ao grau de protedlise, atividade proteolitica e
taxa de sedimentacgdo, resisténcia a cocgdo e
observagdes quanto a indicios de gelificagao.
Estas mesmas amostras foram submetidas a
contagens de bactérias mesofilas e mesofilas
esporuladas, no inicio e no final da estocagem,
para verificar contaminag¢des do produto ao
longo do processamento.
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Avaliacdo microbioléogica do leite cru
refrigerado, pasteurizado e UHT

Contagem de bactérias mesofilicas

Ap6s dilui¢des sucessivas em solugdo
salina (NaCl 0,85 %), aliquotas de 100 pL
das amostras do leite cru e do leite UHT
foram plaqueadas em agar caseinato para
métodos padronizados (SMCA), para conta-
gem de bactérias mesofilicas viaveis, apds
a incubagdo, a 35 °C, por 48 horas (FRANK
et al., 1992). A contagem de bactérias meso-
filicas foi realizada no inicio do experimento
(tempo 0), nas amostras de leite cru e nas
amostras de leite UHT, e apos 120 dias de
estocagem. O agar caseinato foi preparado
conforme referéncia citada a partir de agar
padrdo para contagem (Merck, Darmstadt,
Alemanha) acrescido de caseinato de sodio.
Foram contadas todas as coldnias visiveis na
superficie do meio de cultura.

Procedeu-se a enumeracao de bacté-
rias esporuladas mesofilicas no leite UHT
apos tratamento a 80 °C, por 10 minutos de
acordo com a metodologia estabelecida por
Stevenson e Segner (2001).

Contagem de bactérias psicrotroficas
e Pseudomonas spp.

Aliquotas de 100 pL das diluigdes de-
cimais das amostras do leite cru foram pla-
queadas em SMCA para contagem de bacté-
rias psicrotroficas e psicrotroficas proteoliti-
cas viaveis, com incubagdo a 6,5 + 0,5 °C, por
10 dias (FRANK et al., 1992). Todas as col6-
nias visiveis na superficie do agar apds perio-
do de incubagdo foram contabilizadas como
psicrotroficas. As colonias que apresentavam
halo claro de hidrolise foram contabilizadas
como psicrotroficas proteoliticas.

O volume de 100 pL de diluigdes su-
cessivas das amostras de leite cru foram
plaqueadas na superficie do agar base para
Pseudomonas CM559 (Oxoid), adicionado de

cetrimida (10,0 mg/L), fucidina (10,0 mg/L)
e cefalosporina (50,0 mg/L) (suplemento
seletivo SR 103E, Oxo0id®). A contagem de
colonias tipicas de Pseudomonas spp. foi
realizada apds 72 horas de incubagdo, a 22 °C
conforme procedimento descrito por Pinto
(2004).

Determinacgdo da massa de sedimentos

A formacdo de sedimentos do leite
UHT foi determinada pela técnica descrita
por Neira (1986). A embalagem Tetra Brik
Aseptic foi aberta cortando-se, com auxilio
de tesoura, na parte superior e retirou-se todo
o leite cuidadosamente, por escoamento. A
embalagem foi cortada de forma a obter uma
altura final de, aproximadamente, 4 cm a
partir da base. Em seguida, a embalagem foi
invertida e mantida emborcada por 10 mi-
nutos. Posteriormente, ela foi cortada pelas
arestas e aberta completamente para facilitar
a secagem de algum sedimento retido. A
secagem da embalagem foi feita a temperatura
controlada de 37 °C por 48 horas. Apds este
periodo, ela foi pesada em balanga analitica
e, posteriormente, lavada, empregando-se
pequeno volume de agua, com auxilio de
uma pisseta. Apds a secagem, a embalagem
foi pesada e o seu valor anotado. A massa de
sedimentos foi obtida pela diferenca entre
as duas pesagens e o resultado foi expresso
em g/L.

Grau de protedlise

O grau de proteolise do leite UHT foi
determinado pelo método de Hull (1947). Uma
aliquota de 10 mL de acido tricloroacético
0,72 mol/L foi adicionada a 5 mL da amos-
tra de leite. Apods agitacdo e repouso de 10
minutos, a mistura foi filtrada em papel de
filtro Whatman n. 42. Posteriormente, foi
adicionado, a 5 mL do filtrado, 10 mL de
solugdo de carbonato de sédio e tetrafosfato
de sodio, a 40 °C. Apos 10 minutos, foram
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adicionados 3 mL de reagente fendlico, sob
agitagdo. A leitura foi feita apds cinco mi-
nutos, em espectrofotdometro Spec 20-D, a
650 nm. Os valores de absorvancia obtidos
foram convertidos em seu equivalente de tiro-
sina, empregando-se uma curva padrdo, pre-
viamente preparada, com solugdes de concen-
tragdes conhecidas. Os resultados foram ex-
pressos em miligramas de tirosina por 5 mL
de leite.

Atividade proteolitica

As amostras do leite cru, do leite pas-
teurizado e do leite UHT foram submeti-
das a determinagdo da atividade proteolitica,
segundo Linden et al. (1982). O método
baseia-se na hidrélise de um substrato de
sintese da série 4-nitroanilidas, L-leucil
4-nitroanilida (Sigma®). A medida foi feita
em espectrofotdmetro Spec 20-D. Os valo-
res de absorvancia obtidos foram converti-
dos em seu equivalente em micromoles de
4-nitroanilina/L, formados apos 18 horas de
incubagdo, a 37 °C, empregando-se curva
padrao de concentragdes conhecidas de 4-ni-
troanilina previamente preparadas.

Anadlises estatisticas

Realizou-se analise descritiva dos re-
sultados das analises microbioldgicas coleta-
das no silo industrial por comparag@o com pa-
drdes da legislagao (BRASIL, 2011). A analise
das variaveis da massa de sedimentos, do grau
de protedlise e da atividade proteolitica, em
func¢do do tempo de estocagem, a 37 °C, por
120 dias, foi realizada por meio da analise de
regressao linear simples. Empregou-se, para
as analises estatisticas, o Sistema de Analise
Estatistica — SAS (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias das contagens de bactérias
mesofilas, psicrotroficas, psicrotroficas pro-

teoliticas e Pseudomonas spp. das amostras
do leite cru destinado ao processamento UHT
coletadas no silo foram, respectivamente, de
5,5 x 10 UFC/mL, 3,0 x 10° UFC/mL, 8,0
x 10° UFC/mL e 1,1 x 10° UFC/mL. Ressal-
ta-se que a contagem de mesofilos estava em
desacordo com o limite maximo estabeleci-
do pelo MAPA para leite refrigerado, que ¢ de
3,0 x 10° UFC/mL (BRASIL, 2011). As con-
tagens de bactérias mesofilicas e mesofilicas
esporuladas no leite UHT foram inferiores a
1,0 x10° UFC/mL.

Bactérias potencialmente proteoliticas
no leite cru, como Pseudomonas spp. sao
capazes de produzir enzimas proteoliticas
estaveis a temperatura de pasteurizacdo e
ao tratamento UHT. Dessa forma, deve-se
considerar que o alto indice de contami-
na¢do da matéria-prima por este grupo de
microrganismos pode comprometer a vida
util de leite UHT ao longo da estocagem com
possivel ocorréncia da presenga de sedimen-
to no produto e, ou gelificagdo (HONORIO,
2015).

Os valores médios de sedimentos de
amostras de leite UHT integral processa-
das pelo sistema indireto, variaram entre
0,1241g/L e 0,2567g/L. Houve aumento
gradual da massa de sedimentos ao longo do
tempo de estocagem (Figura 1A). Esses re-
sultados sdo semelhantes aos observados por
Santos (2007) e inferiores aos obtidos por
Neira (1986), Silva (2003) e Vesconsi et al.
(2012). Essa diferenga pode estar associada
ao tipo de tratamento térmico empregado
no processo (GARCIA-RISCO et al., 2002;
SILVA, 2003). Em geral, maior formacdo de
sedimentos é observada no leite UHT pro-
cessado por meio de sistema direto. A sedi-
mentac¢do pode variar também de acordo com
as alteracdes das condic¢des de processamen-
to e das condigdes climaticas (SILVA, 2003).
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Figura 1 — Regressao linear da massa de se-
dimentos (A), do grau de protedlise (B) e da
atividade proteolitica (C) em fungio do tempo
de estocagem do leite UHT integral, a 37 °C,
por 120 dias.

O efeito do tempo de estocagem sobre
a formacgao da massa de sedimentos demons-
tra a importancia do controle do fenomeno
de sedimentagdo para a competitividade in-
dustrial, considerando-se que a formagdo de

sedimentos no produto final pode ocasionar
a reducdo da vida de prateleira do produto,
levando a rejeicdo deste pelo consumidor.

Da mesma forma, maior grau de pro-
teolise do leite UHT foi observado no final
do prazo de validade, ou seja, aos 120 dias de
estocagem (Figura 1B). Auldist et al. (1996)
também constataram o aumento gradual do
grau de proteolise durante a estocagem de leite
UHT, sendo os maiores valores observados
no produto fabricado com matéria-prima em
estagio final de lactagdo. Gillis et al. (1985)
observaram que o grau de proteolise do leite
UHT variou em funcdo da qualidade da
matéria-prima e foi significativamente menor
quando o leite cru utilizado como matéria-
prima apresentava contagens de mesodfilos
inferiores a 10* UFC/mL.

A atividade proteolitica média do leite
cru, do leite pasteurizado e do leite UHT
coletadas de forma sequencial foram, respec-
tivamente, 246,7 umol, 19,1 pmol e 11,8 pmol
de 4-nitroanilina/L/18h.

A evolugdo da atividade proteolitica do
leite UHT durante a estocagem ¢ apresentada
na Figura 1C. Houve redu¢do, por meio do
processo de esterilizagdo comercial do leite
de, em média, 93,2% da atividade presente
no leite cru, resultado indicativo da presenga
de atividade proteolitica residual a qual pode
ser de origem bacteriana ou enddgena.

A presenca de atividade residual de
proteases bacterianas apds tratamento UHT
além do seu aumento durante o armazena-
mento do produto refor¢a a importancia de
selecionar a matéria-prima de boa qualidade
microbiologica para processamento de leite
UHT. Esses resultados estdo de acordo com
Zalazar et al. (1996). Esses autores cons-
tataram aumento da atividade de proteases
de bactérias psicrotroficas sobre a k-caseina
durante a estocagem de leite UHT indicado
pelo aumento de até 215% da concentra-
¢ao de acido sialico. Desta forma, o método
para determinacdo do acido sidlico livre foi
indicado como uma ferramenta util para moni-
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toramento da proteolise em leite UHT, durante
0 armazenamento, com a possibilidade de
indicagdo de um inicio de um processo de
gelificacdo.

A desestabilizagdo do leite UHT pode
ocorrer como consequéncia da atividade de
uma protease extracelular termorresistente
produzida por Pseudomonas fluorescens
progressivamente ao longo da estocagem
(BAGLINIERE et al., 2013; MATEOS et al.,
2015). Baur et al. (2015) também demons-
traram que amostras de leite UHT apresen-
taram sinais de deterioracdo apos quatro
semanas de estocagem a 20 °C, mesmo con-
tendo protease com atividade considerada
baixa (1pkat/mL).

Embora nenhuma das amostras tenha
apresentado sinais de gelificagdo, os resul-
tados confirmaram a presenga de atividade
residual de proteases resistentes ao trata-
mento UHT, de origem endogena e, ou bac-
teriana. Pode-se considerar que, embora
tenham sido observadas contagens de psicro-
troficos proteoliticos e de Pseudomonas entre
10° e 10 UFC/mL, ndo ocorreu a gelificacéo.
De acordo com Pinto (2005), este problema
¢ associado a populagdes de psicrotroficos
proteoliticos e de Pseudomonas em conta-
gens superiores aquelas encontradas neste
estudo. Batista (2015) constatou uma corre-
lagdo positiva e significativa entre a contagem
de microrganismos psicrotréficos e psicro-
troficos proteoliticos e entre a contagem de
microrganismos psicrotréficos proteoliticos
em amostras de leite cru e o grau de pro-
tedlise do leite UHT. Essa microbiota pode
formar biofilmes na superficie interna dos
tanques de refrigerag@o de leite e de tubula-
¢Oes os quais constituem fonte potencial
de enzimas deterioradoras (HANTIS-
ZACHAROV; HALPERN, 2007; TEH et al.,
2014).

Embora a homogeneizagdo por alta
pressao seja eficiente para inativacao de pro-
teases termorresistentes (PINHO et al., 2014),
a principal forma de controle de proteases

em leite ¢ a implementagdo de boas praticas
de ordenha e de fabricagdo e a implementa-
cdo de Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP) para fins de prevencao da
contaminacao inicial do leite (NADA et al.,
2012).

CONCLUSOES

O grau de contaminagdo do leite cru
com bactérias psicrotroficas proteoliticas e
Pseudomonas entre 10° e10° UFC/mL nio
implicou em gelificacdo do produto final.
Entretanto, houve aumento gradual da massa
de sedimentos, do grau de protedlise e da
atividade proteolitica ao longo da estocagem
do leite UHT, possivelmente, associado a
atividade residual de proteases. Os resulta-
dos desse trabalho refor¢am a importancia do
emprego de matéria-prima com baixas con-
tagens de bactérias psicrotroficas proteoliti-
cas para fins de prevengdo de defeitos como
sedimentagdo e gelificagdo, os quais oca-
sionam a redu¢do consideravel da aceitagao
do produto com consequentes prejuizos
industriais.
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