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MULTIPLICACAO DE Pseudomonas fluorescens
EM TEMPERATURAS DE REFRIGERACAO
E SEU POTENCIAL PROTEOLITICO

Multiplication of Pseudomonas fluorescens in refrigeration
temperatures and its proteolytic potential

Elisangela Michele Miguel'", Denise Sobral’, Gisela de Magalhdes Machado Moreira’,
Renata Golin Bueno Costa’', Vanessa Aglaé Martins Teodoro?,
Antonio Fernandes de Carvalho’®

RESUMO

A multiplicagdo de estirpes de Pseudomonas fluorescens 07A e 041 em
condi¢des de refrigeragdo foi avaliada neste trabalho, bem como seu potencial
proteolitico usando-se agar-leite e azocaseina como substrato. Foi possivel observar
a multiplicacdo dos isolados nas temperaturas de refrigeracdo, sendo que ocorreu
um aumento da multiplicagdo na medida em que se aumentou a temperatura e
o periodo de estocagem. A atividade proteolitica dos isolados foi demonstrada
pelo agar-leite, sendo que a do isolado 07A foi superior a de 041, o que também
foi observado pela técnica de azocaseina. Esse resultado se deve a variabilidade
genética entre os microrganismos psicrotroficos e a expressdo de suas enzimas
proteoliticas. A legislagdo brasileira preconiza o uso de temperaturas de refrigeracao
para o armazenamento do leite cru na propriedade rural e no estabelecimento
processador. Entretanto, as temperaturas estabelecidas ndo inibem a multiplicacdo
de microrganismos psicrotréficos. Portando, é imprescindivel assegurar a adocdo de
boas praticas de produgdo para evitar contaminagdes, além do controle efetivo do
tempo e da temperatura de estocagem do leite cru para se evitar a sua contaminacao
durante a produgdo e ndo comprometer a sua qualidade e de seus derivados.
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ABSTRACT

The multiplication of Pseudomonas fluorescens strains 07A and 041 under
refrigeration conditions was evaluated in this work, as well as its proteolytic
potential using milk agar and azocaseina as substrate. It was possible to observe
the multiplication of the isolates at the cooling temperatures, and an increase in
multiplication occurred as the temperature and the storage period were increased.
The proteolytic activity of the isolates was demonstrated by milk agar, and that of
isolate 07A was higher than that of 041, which was also observed by the azocasein
technique. This result is due to the genetic variability between psychrotrophic
microorganisms and the expression of their proteolytic enzymes. Brazilian legislation
recommends the use of refrigeration temperatures for storage of raw milk in the rural
property and in the processing establishment. However, established temperatures
do not inhibit the multiplication of psychrotrophic microorganisms. Therefore, it is
essential to ensure the adoption of good production practices to avoid contamination,
as well as the effective control of the time and temperature of storage of raw milk
to avoid contamination during production and thus not compromise its quality and

its derivatives.

Keywords: psychrotrophic; proteolysis; raw milk; substrate.

INTRODUCAO

O leite, por ser considerado um alimento
completo em nutrientes, torna-se um meio de
cultura ideal para a multiplicagdo da maioria
dos microrganismos encontrados na natureza
e, por isso, estd susceptivel a deterioracao.
Portanto, ha a necessidade de utilizagdo de
métodos adequados de conservagdo para
minimizar o desenvolvimento da microbiota
contaminante e possibilitar a oferta de
produtos com qualidade e seguranga (ZENI
etal.,2013).

A regulamentag¢do da producdo de
leite no Brasil tem passado por mudangas
importantes desde a aprovacdo da Instrucdo
Normativa n® 51 (IN 51/2002), em 18 de
setembro de 2002 (BRASIL, 2002), com
destaque a refrigerag¢do do leite na pro-
priedade rural e seu transporte granelizado.
A IN 51/2002 foi, posteriormente, alterada
pela Instru¢ao Normativa n° 62 (IN 62/2011)
de 29 de dezembro de 2011 (BRASIL, 2011)
e, recentemente, em 26 de novembro de

2018, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
¢ Abastecimento (MAPA) fixou novas regras
para a produgdo de leite no pais. A Instrucao
Normativa n® 76 (IN 76/2018) (BRASIL,
2018a) aprova os padrdes de identidade e
qualidade do leite cru refrigerado e a Instrugao
Normativa n® 77 (IN 77/2018) (BRASIL,
2018b) estabelece os critérios e procedimentos
para a producao, acondicionamento,
conservagdo, transporte, selecdo e recepgao
do leite cru em estabelecimentos registrados
no servigo de inspec¢do oficial, além de re-
vogar todas as normas anteriores que dispdem
contrariamente ao assunto. Essas normas
apresentam altera¢cdes importantes nas
obrigatoriedades em relagdo a temperatura
de recebimento do leite cru na industria
(BRASIL, 2018a; BRASIL, 2018b), além de
padrdes microbiologicos do leite apds a sua
obtencdo na propriedade rural e na industria,
antes de seu processamento (BRASIL, 2018a).

O leite cru deve ser mantido refrige-
rado na propriedade rural em tanques de
refrigerag¢do por expansao direta (individual
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ou comunitario) e atingir a temperatura igual
ou inferior a 4 °C em até 3 horas. O tempo
entre as coletas de leite nas propriedades
rurais pela industria ndo deve ser superior
a 48 horas. O leite deve ser coletado em ca-
minhdes providos de tanques isotérmicos e
encaminhado aos estabelecimentos industriais
para o processamento nos quais deve atingir
a temperatura maxima de 7 °C, podendo, ex-
cepcionalmente, ser recebido a 9 °C (BRASIL,
2018a; BRASIL, 2018b).

O resfriamento do leite apos a ordenha
na fazenda e o transporte a granel sdo im-
portantes medidas que visam a preservacao
da qualidade da matéria prima e, consequen-
temente, a diminui¢do da deterioracdo do
produto, tendo em vista que temperaturas de
refrigeracdo inibem a multiplicagdo de mi-
crorganismos mesofilicos e, assim, diminuem
a agdo acidificante deste grupo. Entretanto,
tais temperaturas selecionam os microrganis-
mos psicrotroficos os quais sdo capazes de se
multiplicar em temperatura de refrigeragao,
independentemente da sua temperatura 6tima
de multiplicagdo (ZENI et al., 2013; NOR-
BERG et al., 2010; NORBERG et al., 2009;
SORHAUG; STEPANIAK, 1997). Esses mi-
crorganismos sao capazes de produzir protea-
ses termoestaveis que reduzem a qualidade do
leite e comprometem a producao de derivados
com diminui¢ao da qualidade e consequente
limitacdo da vida-de-prateleira desses pro-
dutos (PINTO et al., 2016; MARTINS et al.,
2015; PINTO et al.,2014, ZENI et. al., 2013,
BAGLINIERE et al., 2012, NORBERG et al.,
2009), o que causa prejuizos para a industria
laticinista (PINTO et al., 2014; ZENI et. al.,
2013; NORBERG et al., 2010; NORBERG
et al., 2009; SORHAUG; STEPANIAK,
1997).

A populagdo de microrganismos psi-
crotréficos no leite cru pode alcangar altas
concentragdes quando ele ¢ obtido em con-
digdes precarias de higiene, sendo as bac-
térias do género Pseudomonas encontradas

com maior frequéncia em leite e derivados
mantidos sob refrigeracio (SAMARZIJA et
al., 2012; PERIN et al., 2012; ZHANG; LV,
2014; MAHROUS; MOUSA, 2012; RAAS
et al., 2011, NORBERG et al., 2010). Esse
género abrange espécies que se caracterizam
por apresentar um curto tempo de geragdo a
temperaturas de refrigeragio (SAMARZIJA et
al., 2012; SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Dentre as espécies de Pseudomonas,
P. fluorescens constitui a de maior importan-
cia por produzir proteases termoestaveis
que hidrolisam a caseina e diminuem o ren-
dimento industrial e a qualidade sensorial
dos produtos lacteos (MARTINS et al., 2015;
BAGLINIERE et al., 2013; BAGLINIERE et
al.; 2012; ZHANG; LV, 2014; MAHROUS;
MOUSA, 2012; NORBERG et al., 2010).

As enzimas proteoliticas produzidas
por bactérias psicrotroficas podem resultar
em varios problemas tecnoldgicos para a
industria laticinista, como a instabilidade do
leite ao calor, a gelificagdo do leite UHT, a
ocorréncia de sabores e odores indesejaveis
(PINTO et al., 2016; PINTO et al., 2014,
ZENI et al., 2013; BAGLINIERE et al., 2013;
BAGLINIERE et al., 2012; SAMARZIJA JA
et al.,2012; ZHANG; LV, 2014; NORBERG
etal.,2010; SORHAUG; STEPANIAK, 1997)
e a reducdo de rendimento na producdo de
queijo (ZHANG; LV, 2014).

Tendo em vista a importancia de mi-
crorganismos psicrotroficos na cadeia pro-
dutiva do leite, bem como a proteolise causada
em leite cru refrigerado e de seus derivados,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a mul-
tiplicacdo de isolados de P. fluorescens em
temperaturas de refrigera¢do, bem como o
potencial proteolitico desses microrganismos.

MATERIAL E METODOS
Os microrganismos utilizados neste

estudo foram os isolados psicrotroficos
Pseudomonas fluorescens 07A e 041 isoladas
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por Pinto (2004), gentilmente cedidas pelo
Laboratorio de Microbiologia de Alimen-
tos do Departamento de Microbiologia da
Universidade Federal de Vigosa, UFV.

Curva de Multiplicacio de P. fluorescens 07TA
e 041 em Leite Desnatado Reconstituido-
LDR 12% (m/v)

A multiplicag¢do dos isolados P. fluo-
rescens 07A e 041 em Leite Desnatado Re-
constituido (LDR) as temperaturas de refri-
geragdo foi monitorada durante 10 dias. Os
isolados foram ativados em caldo LDR, a
25 °C por 24 horas por duas vezes. Apds este
periodo, foram realizadas dilui¢des decimais
e plaqueamento em Agar Padrdo para Conta-
gem (PCA) a cada 24 horas de incubagio as
temperaturas de 4, 7 ¢ 10 °C pela técnica de
micro-gotas (SILVA et al., 2007).

Avaliacao da Atividade Proteolitica dos
Isolados de P. fluorescens 07A e 041 em
Agar-leite

Os isolados foram ativados em caldo
Luria-Bertani (LB), a 21 °C por 24 horas por
duas vezes. Em seguida, foram inoculadas
mediante método de micro-gotas, descrito em
Silva et al. (2007) em placas de Petri contendo
agar-leite (meio para contagem padrao em
placas acrescido de 10% de LDR 10% m/v)
e incubadas a 21 °C por 24 horas e também
por 7 dias a 7 °C. A atividade proteolitica foi
evidenciada pela formagao de halo translucido
ao redor da colonia. Este experimento foi
realizado em trés repetigdes.

Avaliacdo da Atividade Proteolitica dos
Isolados de P. fluorescens 07A e 041 em
Azocaseina

A metodologia foi realizada segundo
Norberg et al. (2010) utilizando-se azocaseina
como substrato. As culturas estocadas em

Caldo Infusdo Cérebro e Coracao (BHI)
foram ressuspendidas em BHI e incubadas
a 30 °C por 24 horas. Apds este periodo,
foram inoculadas em frascos contendo 50
mL de meio mineral (NaCl 0,5 g/L; K,HPO,
0,4 g/L; KH,PO, 0,3 g/L) e caseina 10 g/L
com pH ajustado para 7,0. Os frascos foram
incubados a temperatura de 30 °C por 72
horas em agitador orbital com 120 rpm. Apos
o periodo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos, com
intuito de separar a biomassa do sobrenadante
o qual foi utilizado para a analise da atividade
proteolitica. Para isso, foi adicionado a 100 puL
do sobrenadante 100 pL de solugdo 0,1 g/mol
de fosfato de sodio pH 7,0 e 100 pL de
azocaseina a 10 mg/mL. A mistura foi incu-
bada em banho-maria a 37 °C por 60 minutos.
A reacdo foi interrompida com a adi¢do de
500 uL de Acido Tricloroacético 30% (TCA)
e centrifugada a 10.000 g. Entdo, a 800 pL do
sobrenadante, foram adicionados 200 pL de
NaOH 1,8 mol/L. A absorbancia foi medida
no espectrofotometro a 420 nm (NanoDrop
ND-1000 Spectrophotometer).

Paralelamente, foi feito o controle con-
tendo todos os reagentes, exceto a amostra. O
aumento da absorbancia em 0,01 corresponde
a uma unidade enzimatica. Este experimento
foi realizado em 20 repeticdes.

Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realiza-
das com o auxilio do programa MINITAB
— versao 14 (MINITAB INC., 2003) e os
resultados foram submetidos a analise de va-
riancia (ANOVA), bem como a comparagao
de médias pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO LDR 12% (m/v), observou-se um com-
portamento semelhante, uma vez que ambas
Multiplica¢do de P. fluorescens 07A e 041 sdo proteoliticas e isoladas do leite cru
as temperaturas de refrigeracio de 4, 7 e refrigerado. O resultado da multiplicacdo
10 °C. dos isolados pode ser visualizado nas Figu-
ras 1 e 2.
Durante o monitoramento da mul- De acordo com os resultados apresen-
tiplicacdo de P. fluorescens 07A e 041 em tados, foi possivel observar que houve a
- 12
S 10
¢ R n T ¥
- a 8 A J_‘ A 4
E Y ! a ¢
S S A o r'y
58 6 - L IS ¢ *4°C
O oy .
o8 , n_& m7°C
g Al10°C
< 2
3
63 0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Figura 1 — Multiplicagdo do isolado P. fluorescens 07A as temperaturas de 4, 7 ¢ 10 °C, durante
10 dias de estocagem
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Figura 2 — Multiplicacdo do isolado P. fluorescens 041 as temperaturas de 4, 7 ¢ 10 °C, durante
10 dias de estocagem
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multiplicag@o dos isolados de P. fluorescens
07A e 041 nas trés temperaturas durante o
periodo de estocagem, ndo apresentando
diferenca significativa entre os isolados (p >
0,05). Além disso, ocorreu um aumento da
multiplicacdo na medida em que se aumentou
a temperatura ¢ o periodo de estocagem,
havendo diferenca significativa entre as
temperaturas de 4 ¢ 10 °C (p < 0,05), sem
diferir, porém, entre as temperaturas de 4 ¢
7 °C (p > 0,05). Os isolados apresentaram
comportamento semelhante em relagdo a
multiplicagdo ¢ aumentaram, aproximada-
mente, 5 ciclos logaritmicos quando incuba-
dos as trés temperaturas, apos um periodo de
dez dias.

Estes resultados foram semelhantes aos
relatados por Pinto et al. (2014) que obser-
varam o aumento da multiplicagdo P. fluo-
rescens 07A e 041 em LDR as temperaturas
de refrigeragcdo proporcional ao incremento
da temperatura de incubag@o. Santos et al.
(2013) também avaliaram a multiplicacao de
microrganismos psicrotroficos em amostras
de leite cru refrigerado quando armazenadas
por 96 horas as temperaturas de 4, 7 ¢ 10 °C
e resultados similares aos reportados pelo
presente trabalho foram verificados. Izidoro
et al. (2013) também constataram aumento
significativo da microbiota psicrotrofica em
amostras de leite refrigerado de acordo com
o aumento da temperatura e do tempo de
estocagem.

A 4 °C, os isolados 07A e 041 atingi-
ram uma populac¢do de 108 UFC/mL, em sete
dias de estocagem, o que correspondeu a
um aumento de quatro ciclos logaritmicos.
No décimo dia ja havia contagem de, apro-
ximadamente, 10° UFC/mL. Resultados se-
melhantes foram reportados por Pinto et al.
(2014) que constataram um aumento de 4
ciclos Log do isolado 07A e 041 apds 8 ¢ 6
dias de estocagem, respectivamente. Esses
resultados demonstram que, a temperatura de
4 °C exigida pela legislagdo para a conservacao

do leite na propriedade rural ndo ¢ suficiente
para conservar a qualidade microbiologica
do leite dependendo da contaminagédo inicial
da matéria prima a ser refrigerada e do pe-
riodo em que o leite fique submetido a esta
condicdo. Por isso, ressalta-se a importancia
de manter o leite cru em periodo nao superior
as 48 h apods a ordenha. Com isso, espera-se
que haja cumprimento a nova regra da IN
76/2018 que fixou um padrao microbiologico
do leite cru na propriedade rural e também
estabeleceu padrao microbioldgico do leite na
industria antes de ser processado, o que nao
havia obrigatoriedade na IN 62/2011.

Santos et al. (2008) observaram perio-
dos de armazenamento do leite superiores
a 48 horas e ressaltaram que a pequena
producdo de leite em algumas proprieda-
des torna dificil a programagdo da coleta
no periodo recomendado pela legislagdo.
Como héa multiplicagdo de microrganismos
psicrotroficos sob condigdes de refrigeracao,
um periodo maximo de estocagem deve ser
utilizado como pardmetro de identidade e
qualidade para o leite cru refrigerado. Além
disso, muitas pesquisas ja demonstraram que
a temperatura de 4 °C ¢ mais adequada para a
conservagao da qualidade microbiologica do
leite quando comparada as temperaturas de 7
e 10 °C (MACHADO et al., 2013; SANTOS
etal.,2013; PERIN et al., 2012; BERSOT et
al., 2010; NORBERG et al., 2010). Norberg
et al. (2010) demonstraram que a reducao da
temperatura de armazenamento de 7 °C para
2 °C permitiu reduzir a multiplicagdo de psi-
crotroficos, bem como a atividade proteolitica
desses microrganismos.

A uma temperatura de 7 °C, os isolados
atingiram um numero de células de, aproxi-
madamente, 108 UFC/mL em sete dias, corres-
pondendo a um aumento de quatro ciclos
logaritmicos. No trabalho realizado por Pinto
et al. (2014), o aumento de 4 ciclos Log dos
isolados 07A e 041 foi verificado apds 4 ¢ 5
dias de estocagem, respectivamente. Machado
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et al. (2013), ao avaliarem a multiplicagdo
de psicrotroficos e de P. fluorescens em leite
cru refrigerado, observaram um aumento ex-
pressivo dessa estirpe apos 4 dias de estoca-
gem a 7 °C. A contagem inicial de 7,0 x 10
UFC/mL alcangou 2,4 x 10" UFC/mL, o que
mostra um aumento de 6 ciclos logaritmi-
cos apds o periodo de refrigeragdo. A po-
pulagdo de psicrotroficos contaminantes da
amostra aumentou de 3,2 x 10° UFC/mL para
3,0 x 10® UFC/mL no mesmo periodo de
armazenagem.

E importante destacar a alteragdo da
IN 62/2011 que admitia que o leite fosse
armazenado a 7 °C na propriedade rural e
entregue na industria para o processamento
a temperatura maxima de 10 °C (BRASIL,
2011). Atualmente, segundo as IN 76/2018
(BRASIL, 2018a) e a IN 77/2018 (BRASIL,
2018b), o leite devera ser armazenado a 4 °C
no tanque de expansao e recebido na industria
a temperatura maxima de 7 °C, podendo, ex-
cepcionalmente, ser recebido a 9 °C.

No estabelecimento industrial, antes do
processamento, o leite cru devera ser arma-
zenado a temperatura de até 4 °C. O tempo
de armazenamento devera ser determinado
em fung¢do da sua contaminacdo inicial ¢ das
boas praticas empregadas na sua obtencao,
armazenamento € transporte uma vez que o
leite, antes do processamento devera ter uma
contagem padrdo em placas de no maximo
900.000 UFC/mL (BRASIL, 2018a). Por
isso, ressalta-se que o leite deve ser obtido
em condig¢des higiénico-sanitarias adequadas
para diminuir a contaminacao inicial e, desta
forma, poderia manter a contagem microbia-
na em niveis baixos, além da sua manutencao
no tempo e temperaturas adequados, conforme
determina a legislacao.

A temperatura de 10 °C, uma concen-
tragdo de 10° UFC/mL foi constatada para os
isolados 07A com oito dias de estocagem,
enquanto o isolado 041 apresentou esta con-
tagem com sete dias, o que correspondeu a

um aumento de cinco ciclos logaritmicos.
Este resultado também foi relatado por Pinto
et al. (2014) que observaram aumento de 5
ciclos Log desses isolados apds 7 dias de
armazenamento.

Santos et al. (2010) obtiveram resul-
tados semelhantes com a inoculagdo de P.
fluorescens em leite in vitro. Foi realizado o
monitoramento da multiplicagdo nas tempera-
turas de 4, 7 ¢ 10 °C por 120 horas e observado
um comportamento muito semelhante do mi-
crorganismo nas trés temperaturas avaliadas.
Bersot et al. (2010) quantificaram microrga-
nismos psicrotroficos e psicrotroficos prote-
oliticos ao longo do transporte granelizado e
observaram que a refrigeracdo na propriedade
e seu transporte em caminhdo isotérmico
ndo foram suficientes para o controle da
multiplicagdo destes microrganismos. Dessa
forma, se o leite cru ¢ submetido a periodos
de estocagem prolongados sob refrigeracao, o
controle de psicrotroficos na matéria prima ¢é
extremamente importante, pois a sua multipli-
cacdo, com consequente atividade enzimatica,
pode ocasionar problemas tecnoldgicos e
comprometer a qualidade e a vida de prateleira
de seus derivados.

Avaliacido da atividade proteolitica dos
isolados de P. fluorescens 07A e 041 em
agar-leite

A avaliagdo da atividade proteolitica
dos isolados 07A e 041 em meio de cultura
foi verificada pela formacao de halo, em 4gar-
leite, nas temperaturas de 21 e 7 °C, conforme
serdo apresentado nas Figura 3 ¢ 4.

De acordo com os resultados, foi possi-
vel evidenciar a atividade proteolitica dos iso-
lados pelo surgimento de um halo translucido
ao redor de cada colonia, em decorréncia da
hidrdlise da caseina presente no meio utiliza-
do. Essa metodologia ¢ amplamente empre-
gada para evidenciar o potencial proteolitico
de isolados psicrotroficos do leite refrigerado
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(SAMET-BALI et al., 2013; ZHANG; LV,
2014; MAHROUS; MOUSA, 2012; PERIN e¢
al.,2012; NORBERG et al., 2010). O isolado
07A apresentou maior atividade proteolitica
a temperatura de 7 °C quando comparado ao
isolado 041, devido ao tamanho do halo ser
maior ao redor da coldnia. Resultados distin-
tos foram reportados por Martins et al. (2015)
que detectaram maior atividade proteolitica
do isolado 041 em relacdo ao 07A, quando
cultivados em LDR 12% ap6s incubacao da
25 °C por 18h. Esses resultados podem ser
em decorréncia das diferengas de condigoes
de cultivos dos microrganismos realizadas
em cada estudo.

Figura 3 — Multiplicacdo dos isolados de P.
fluorescens 07A (A) e P. fluorescens 041 (B)
a temperatura de 21 °C/24h

Figura 4 — Multiplicagdo dos isolados de P.
fluorescens 07TA (A) e P. fluorescens 041 (B)
a temperatura de 7 °C/10 dias.

O controle da multiplicagdo de bactérias
psicrotroficas tem fundamental importancia no
prolongamento de vida de prateleira do leite

e de seus derivados. O aumento do niimero
de psicrotroficos proteoliticos depende do
tempo de estocagem do leite cru refrigerado
e pode levar a um aumento da protedlise no
leite (MACHADO et al., 2013; ZENI et al.,
2013; PERIN et al., 2012). Dessa forma, as
bactérias psicrotroficas proteoliticas podem
afetar a qualidade de diversos produtos lacteos
(MACHADO et al.,2013; ZENI et al., 2013,
SAMARZIJA et al., 2012).

Avaliacido da atividade proteolitica dos
isolados de P. fluorescens 07A e 041 em
azocaseina

Os resultados da avaliacao da atividade
proteolitica dos isolados em azocaseina estao
apresentados na Tabela 1.

De acordo com os resultados apresen-
tados na Tabela 1, é possivel verificar o po-
tencial proteolitico dos isolados e que houve
diferenca estatistica entre eles, sendo que o
isolado 07A superou o 041 e este ultimo supe-
rou o controle (p < 0,05). Portanto, o isolado
07A apresentou maior atividade proteolitica
quando comparada a P. fluorescens 041, o que
também foi observado pela maior formagao
do halo em é4gar leite, conforme relatado
anteriormente.

Pinto et al. (2010) avaliaram a ativi-
dade proteolitica do isolado P. fluorescens
07A usando azocaseina como substrato e a
associaram com a densidade populacional. A
atividade proteolitica foi detectada quando a
concentracdo de célula foi maior que 103UFC/
mL, o que indica que a produgao de protease
poderia estar relacionada com a densidade
populacional quando as bactérias atingem a
fase estacionaria de multiplicagdo. Nicodéme
et al. (2005) também obtiveram resultados
semelhantes entre isolados de P. fluorescens,
pois verificaram que a atividade proteolitica
foi detectada no meio da fase Log e durante a
fase estacionaria de multiplicagdo das estirpes
avaliadas.
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Tabela 1 — Atividade proteolitica dos isolados de P. fluorescens 07A e 041 (+ desvio padrao)

Microrganismo

P. fluorescens TA

P. fluorescens 041 Controle**

Atividade Proteolitica
U/mL (+ DP) *

52 (2,77

31 (+ 1,924) 3 (£ 0,548)°

* Letras iguais indicam valores semelhantes pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DP = desvio-padrao

** Controle: meio mineral sem indculo bacteriano

A diferenga da atividade proteolitica
detectada entre os dois isolados, no presente
estudo, pode ser explicada pela grande
diversidade genética e expressao de proteases
entre os microrganismos psicrotroficos,
principalmente entre as espécies do género
Pseudomonas (HE et al., 2009; MARTINS
et al., 2006; DOGAN; BOOR, 2003).
Dufour et al. (2008) também avaliaram
a atividade proteolitica entre isolados do
grupo Pseudomonas usando azocaseina e
constaram que houve grande diversidade no
grau da atividade proteolitica entre eles e
atribuiram este resultado em decorréncia da
heterogeneidade na expressdo das enzimas
proteoliticas.

CONCLUSOES

A multiplicacdo das estirpes psicrotro-
ficas P. fluorescens 07A e 041 em diferentes
temperaturas de refrigera¢do foi constatada,
sendo que houve aumento da multiplicagdo
proporcional ao acréscimo da temperatura
e do periodo de estocagem, o que reflete a
realidade das condi¢bes de armazenamento
do leite no Brasil. Portanto, se o leite cru é
submetido a periodos de estocagem prolon-
gados sob refrigeragao, o controle dos micror-
ganismos psicrotroficos ¢ importante para nao
afetar a sua qualidade.

A avaliagdo da atividade proteolitica
dos isolados demonstrou o seu potencial
deteriorador, sendo que o isolado 07A apre-
sentou-se mais proteolitico do que o 041

devido a variabilidade genética e expressao
das proteases entre as estirpes do género
Pseudomonas. Tendo em vista que as tem-
peraturas estabelecidas pela legislagdo ndo
inibem a multiplicacdo e nem a atividade en-
zimatica desses microrganismos, ¢ necessario
que haja adogdo de boas praticas de produgao
do leite para evitar a sua contaminag¢io, uma
vez que esses microrganismos sdo capazes
de produzir proteases termoestaveis que re-
duzem a qualidade do leite e comprometem a
producdo de derivados, o que causa prejuizos
a industria laticinista.
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