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RESUMO

O resfriamento do leite na unidade produtora favorece a multiplicagdo de microrganismos
psicrotroficos que podem produzir enzimas proteoliticas termorresistentes com potencial
para degradar os componentes do leite. Visando verificar os efeitos destas enzimas em
derivados lacteos, este estudo teve por objetivo avaliar as caracteristicas fisico-quimicas
do iogurte natural produzido a partir de leite contaminado com bactérias psicrotréficas
proteoliticas. Para isso, microrganismospsicrotréficos produtores de enzimas
proteoliticas foram isolados do leite cru refrigerado, tendo sido identificados até nivel de
género Pseudomonas sp., Alcaligenes sp. eButiauxella sp. Esses microrganismos foram
inoculados em leite pasteurizado e armazenados por 48 e 72 horas a temperatura de
7°+1°C. Apbs o periodo de armazenamento, o leite foi tratado termicamente a 90°+ 5°C
durante 10 min e imediatamente resfriados a 43°C. Foram adicionados os ingredientes e
produzidos iogurtes naturais, sendo posteriormente avaliados quanto aos seus teores de
proteina, gordura e acidez. Os iogurtes naturais produzidos, quanto aos teores de gordura
e proteina foram significativamente maiores em iogurtes produzidos com os leites
controles (ndo inoculados). Além disso, a acidez do iogurte produzido com leites
armazenados por 72 horas a 7°+1°C foi significativamente maior no dia zero,
independente dos microrganismos intencionalmente adicionados. Com isso, pode-se
concluir que as caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes naturais produzidos com leites
contaminados com as bactérias foram diferentes das obtidas dos iogurtes produzidos com
leites ndo contaminados, sendo importante a reflexdo sobre os tempos de armazenamento
a frio devido ao favorecimento da multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos
proteoliticos.

Palavras-chave: Leite, resfriamento, psicrotroficos, enzimas proteoliticas, teores de
proteina e gordura.

ABSTRACT

Cooling of milk in dairy favors the multiplication of psychrotrophicbacteria that can
produce thermoresistant proteolytic enzymes and degrade milk components. To verify
the effects of these enzymes in dairy products, this study aimed to evaluate the physical-
chemical characteristics of plain yogurt produced from milk contaminated with
proteolytic psychrotrophic bacteria. For this, psychrotrophicbacteria producing
proteolytic enzymes were isolated from raw milk, having been identified like
Pseudomonassp., Alcaligenes sp. and Butiauxella sp. These microorganisms were
inoculated in pasteurized milk and stored for 48 and 72 hours at a temperature of 7°+1°C.
After the storage, the milk was heated to 90°+ 5°C for 10 min and immediately cooled to
43°C. The ingredients were added and plain yogurts were produced, and then evaluated
for their protein, fat and acidity contents. The plain yogurts produced, in terms of fat and
protein contents, were significantly higher in yogurts produced with control milk (not
inoculated). In addition, the acidity of yogurt produced with milk stored for 72 hours at
7°+1°C was significantly higher on day zero, regardless of the microorganisms
intentionally added. Thus, it can be concluded that the physical-chemical characteristics
of plain yoghurts produced with contaminated milks were different from those obtained
from yogurts produced with non-contaminated milks, being important to reflection of the
cold storage periods due to the favoring of multiplication of proteolytic psychrotrophic
microorganism.

Keywords: Milk, cooling, psychrotrophic bacteria, proteolytic enzymes, protein and fat
content.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.6, p. 57566-57577 jun. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

57568

1INTRODUCAO

O resfriamento do leite apds sua obtencdo é método amplamente aceito para
minimizar a velocidade de multiplicagdo de microrganismos mesofilos, que normalmente
sd0 0s responsaveis pela deterioracdo deste produto. Porém, as temperaturas de
refrigeracdo favorecem o crescimento de microrganismos psicrotroficos, que se tornaram
prevalentes na microbiota do leite cru refrigerado. Quanto maior o tempo de permanéncia
em refrigeracdo, sem tratamento térmico apropriado, mais favorecida é a multiplicacéo
destes microrganismos. O principal problema associado a estes microrganismos € a
producdo de enzimas extracelulares que degradam os componentes do leite e,
consequentemente, alteram as caracteristicas dos derivados lacteos produzidos a partir
desta matéria-prima (QUIGLEY et al. 2013; STOECKEL et al., 2016, VITHANAGE et
al., 2016).

Os tratamentos térmicos convencionais eliminam a maioria desses
microrganismos, ja que eles normalmente nao resistem as temperaturas de pasteurizacao.
Porém, suas enzimas podem ser termoestaveis, permanecendo ativas mesmo apos a
destruicdo dos microrganismos a elas associados. E o caso de algumas proteases
produzidas pelos microrganismos psicrotroficos, que podem estar presentes nos derivados
lacteos e continuar o processo de degradagdo (BAUR et al, 2015; PUKANCIKOVA et
al., 2016; VON NEUBECK, et al., 2015; MARCHAND et al., 2017).

Um dos derivados lacteos que pode ser afetado pela presenca de proteases € o
iogurte, cuja composicdo pode ser alterada pela reducdo do contetido proteico associada
a protedlise. Mesmo quando ndo ocorre diminuicdo no teor de proteinas, a acdo destas
enzimas pode formar peptideos menoresque ddo sabor amargo ou tornam o coagulo
menos denso e o iogurte menos consistente. Para avaliar os efeitos da presenca de
proteases termoestaveis produzidas por microrganismos psicrotréficos nos iogurtes
naturais, este estudo teve por objetivo avaliar os parametros fisico-quimicos do iogurte
natural produzido a partir de leite contaminado intencionalmente com bactérias

psicrotroficas proteoliticas.

2 METODOS E MATERIAIS

Bactérias psicrotroficas isoladas de leite cru refrigerado foram testadas quanto a
sua capacidade de produzir proteases em temperaturas de refrigeracdo, por meio da
semeadura em &gar leite desnatado. A expressédo fenotipica foi evidenciada pela formacéao

de um halo transparente ao redor da coldnia, decorrente do metabolismo bacteriano sobre
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as proteinas do leite apds armazenamento em temperatura de 7°+1°C por dez dias. Trés
isolados, que demonstraram essa capacidade de formar halo, foram identificados por
espectrometria de massas com ionizagdo por dessorcao a laser e anélise por tempo de voo
(MALDI TOF MS, AutoflexSpeed®, programas FlexControl® e Biotyper®-Bruker,
Alemanha) como Pseudomonas sp., Alcaligenes sp. eButiauxella sp.Esses
microrganismos também foram testados quanto a capacidade de produzir enzimas
lipoliticas, utilizando-se a semeadura em &gar tributirina suplementado com bromocresol
a 1% (v/v) e armazenamento a 7°£1°C por dez dias. A visualizacdo de resultado positivo
seria observada pela formacéo de halo transparente ao redor da col6nia, porém nenhum
apresentou tal resultado(Metodologia adaptada de MOREIRA e MONTANHINI, 2014;
ARAUJO et al., 2019).

Para a producdo do iogurte natural, foram preparados indculos com cada um
destes microrganismos para que, posteriormente fossem adicionados ao leite utilizado
como matéria-prima deste produto.

- preparacdo do indculo: cada um dos microrganismos identificados foi cultivado
em 20mL de caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI), a temperatura de 7°+1°C durante
sete dias. A multiplicacdo dos microrganismos no meio liquido foi conferida com o
auxilio da escala nefelométrica de Mc Farland, onde a turvacdo obtida pelo crescimento
do nimero de bactérias era comparada aos tubos diluidos com diferentes concentragdes
de sulfato de bario.Uma aliquota de cada inéculo (1mL) foi adicionado a 1 litro de leite
pasteurizado para obtencdo de uma concentracdo final do microrganismo inoculado de
108 UFC/mL de leite.O leite pasteurizado e com gordura padronizada a 3% utilizado foi
adquirido no mercado local, sendo todos de mesma marca e mesmo lote.

O leite contaminado foi armazenado por 48 ou 72 h a 7°+1°C.Para garantir o
controle do processo, um litro de leite que ndo recebeu indculo foi acondicionado nas
mesmas condi¢bes dos que osreceberam. Apds o periodo de armazenamento, uma
aliquota de 2mL de cada leite foi retirada para que fossem quantificadas as unidades
formadoras de col6nias de microrganismos psicrotroficos (UFC/mL) e a atividade
enzimatica de proteases, conforme métodos descritos por Arcuri et al. (2008) e Nornberg,
Tondo e Brandelli (2009), respectivamente. As analises foram realizadas em duplicata.

- preparacdo do iogurte natural: Apds o armazenamento, os leitescontaminados
assim como os controles foram tratados termicamente a 90°+ 5°C durante 10 min e
imediatamente resfriados a 43°C.Ao atingir 43°+1°C, uma aliquota de 2mLfoi novamente

retirada para a quantificacdo de UFC/mLde microrganismos psicrotréficos e atividade
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enzimatica de proteases. Mantendo-se a temperatura 43°+1°C com o auxilio do banho-
maria digital, adicionou-se um grama de fermento comercial para producdo de iogurtes
(bactérias Lactobacillusdelbruechiisubsp. Bulgaricus e Streptococcussalivariussubsp.
Thermophilus na proporcgdo de 102 bactérias por grama de fermento) por litro de leite.
Apdbs breve homogeneizacdo, cada mistura foi dividida em duas aliquotas iguais,
acondicionadas em dois novos recipientes esterilizadose incubadas a 43°+1°C por
4h.Apos este periodo os iogurtes foram retirados do banho-maria e acondicionados no
refrigerador a 4°+1°C. Uma das aliquotas foi avaliada quanto as suas caracteristicas
fisico-quimicas apos 24h, enquanto a outra apés 30 dias no refrigerador (LEE e LUCEY,
2010).

As caracteristicas avaliadas foram percentuais de gordura, proteina e acidez
titulavel. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

Foram feitas trés repeticbes com cada microrganismo, em cada tempo de
armazenamento.

- anélise estatistica: Os resultados médios de log UFC/mL de microrganismos
psicrotroficos e atividade enzimética do leite utilizado como matéria-prima para a
producdo de iogurtes, assim como resultados médios caracteristicas fisico-quimicas dos
iogurtes, foram comparados por ANOVA, avaliando-se suas diferencas de acordo com o
microrganismo inoculado e os diferentes tempos de armazenamento. Para diferencas
significativas (p<0,05), o teste de Tukey foi aplicado para identificar grupos com médias

homogéneas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores médios de log UFC/mL de microrganismos psicrotréficos e atividade
enzimatica de proteases dos leites utilizados como matérias-primas para a producao dos

iogurtes naturais sdo apresentados na tabela01.
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Tabela 01
Média de log UFC/mL de microrganismos psicrotroficos e atividade enzimatica de proteases (U/mL) dos
leites utilizados como matéria-prima do iogurte natural

Psicrotroficos (log UFC/mL)

Atividade enzimatica (U/mL)

Bactéria TA Antes do Apbs o Antes do Apobs o
inoculada H TT TT TT TT
48 7,90+0,48 A2 >1 0,56+0,0442 0,25+0,1442
Pseudomonassp.
72 7,78+0,20 42 >1 0,74+0,36"2 0,13+0,15%2
. 48 7,17+0,17B2 >1 0,38+0,25%2 0,82+1,0542
Alcaligenessp.
72 6,76+0,21B2 >1 0,30+0,25%2 0,32+0,2742
. 48 7,00£0,43 B2 >1 0,58+0,5742 0,095+0,13%2
Butiauxellasp.
72 6,52+0,22B2 >1 0,62+0,4742 0,64+0,3242
Controle (ndo 48 4,36+0,05 Ca >1 0,085+0,018° 0,035+ 0,018°
inoculado) 72 4,60+0,00 C2 >1 0,295:+0,024 0,03520,018"

Bactéria inoculada em leite pasteurizado; TA= Tempo em horas de armazenamento do leite a 7°£1°C. U=
Unidade; TT = Tratamento térmico.

A, B,...: Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05)
em relacdo aos microrganismos inoculados. a, b,...: Letras minusculas diferentes nas colunas indicam
diferenca estatistica pelo teste de Tukey em relacdo ao tempo de incubagéo (P<0,05).

Conforme esperadoantes do tratamento térmico, o log UFC/mL de
microrganismos psicrotroficos foram, em média, significativamente menores (p<0,05)
nos controles nos dois diferentes tempos de armazenamento. Em relacdo aos leites
contaminados, observou-se maior média de log UFC/mL nos que receberam inéculos de
Pseudomonassp. Ap6s o tratamento térmico a 90°+ 5°C durante 10 min, as médias de
todos os leites analisados foram inferiores a umlog UFC/mL, o que indica que a relacdo
tempo x temperatura utilizada foi eficaz na reducdo dos microrganismos psicrotroficosali
presentes.

A atividade enzimatica das proteases no leite utilizado como controle foi menor
que a apresentada no leite inoculado (P<0,05) no leite tratado termicamente. Este achado
era esperado ja que ndo houve a inoculacdo das bactérias psicrotroficas proteoliticas.
Entretanto, as diferencas ndo foram significativas menores nos leites utilizados como
controles no tempo de armazenamento de 72h antes do tratamento térmico.

Apesar de ndo apresentar diferengas significativas, o valor mais elevado de
atividade enzimatica antes do tratamento térmico foi observado no leite contaminado com
o indculo da bactéria pertencente ao género Pseudomonas apds 72h de armazenamento a
7°+1°C. Apbs o tratamento térmico a 90°+ 5°C durante 10 min, a maior média de
atividade enzimaética de proteases foi obtida no leite armazenado por 48h com indculo de
bactéria do género Alcaligenessp.
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O resultado acima descrito revela que maiorescontagens de microrganismos
psicrotrdficos presentes antes do tratamento térmico séo indicativos de maiores atividades
enzimaticas no leite, 0 que aumenta a possibilidade de degradacdo dos componentes do
leite e, por consequéncia, reduz sua qualidade. Zhang et al. (2020) demonstrou que leites
armazenados em temperatura de 7°C por 5 dias atingem contagens superiores a 7log
UFC/ml de microrganismos psicrotréficos o que, segundo Muir e Kjaerbye (1996), é mais
que suficiente para producdo de enzimas, ja que esta se inicia em contagens acima de 6log
UFC/mL. Portanto, a diminuicdo do numero de microrganismos psicrotréficos é
necessaria, podendo ser obtida através da adocdo de medidas higiénico-sanitarias
rigorosas do ambiente de producgéo ou pela reducdo no tempo de armazenamento a frio
(YUAN etal., 2019).

Os microrganismos psicrotroficos presentes no leite cru refrigerado pertencem a
diversos géneros, porém o mais estudado é, sem duvida, o Pseudomonas. Bactérias
pertencentes a este género fazem parte da microbiota do leite cru e sdo capazes de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo. Além disso, sdo conhecidas produtoras de
proteases, inclusive termoestaveis que podem degradar o contetdo proteico dos derivados
lacteos. A producdo de enzimas estd associada a uma diversidade de fatores, sendo
normalmente aumentada na fase estacionaria do crescimento bacteriano. Temperaturas
menores desaceleram o crescimento e aumentam o tempo para que as culturas atinjam tal
fase. Alves et al. (2018) observaram que a atividade enzimatica da protease produzida
por uma cepa de P. fluorescens variou de acordo com a temperatura de armazenamento,
sendo observada diferenca significativamente maior entre a atividade enzimatica apds
24h de incubacdo a 25°C em rela¢do ao mesmo periodo aos 4°C e 10°C. Porém, ap6s 36h
e 48h houve aumento da atividade enzimatica a 10°C e 4°C, respectivamente. No entanto,
ndo atinge os niveis de atividade enzimatica obtido aos 25°C, nos periodos de
armazenamento correspondentes. Alcaligenessp. também é relatado como psicrotréfico e
presente em amostras de leite cru refrigerado, porém ndo ha informacao sobre a sua
capacidade de produzir enzimas proteoliticas termoestaveis na mesma propor¢ao que o
descrito para as bactérias do género Pseudomonas. (BAUR et al, 2015; STOECKEL et
al., 2016; MARCHAND et al., 2017; XIN et al., 2017; YUAN et al., 2019;).

A atividade enzimaticade proteases, observada ap0s o tratamento térmicoa 90°+
5°C durante 10 min,indica que algumas enzimas proteoliticas produzidas pelos
microrganismos psicrotroficos presentes no leite sdo termoestaveis, conforme indicado

por Stoeckelet al. (2016) e Marchand et al. (2017). Seus efeitos na composi¢édo do iogurte
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natural foram avaliados mediante andlise de caracteristicas fisico-quimicas como
percentuais de proteina e gordura, além da acidez titulavel no dia seguinte a producédo
(dia 1) e apos 30 dias em refrigeracdo (dia 30). Os resultados destas podem ser observados

na tabela 2.
Tabela 2
Média dos resultados das analises fisico-quimicas realizadas nos dias 0 e 30 apds a producdo dos iogurtes
naturais
Bactéria TA % Gordura % Proteina Amdezlgttijll_a}l/)el (gac.
inoculada h ™ dia1) (dia30) (dia 1) (dia30) (dia 1) (dia 30)
48 3,020,117 3,02+0,11% 2,79+0,34%% 2,68+0,34% 6,66+0,81%* 6,65+0,33"
Pseudomonassp.

72 3,400,194 352+0,117% 2,93+0,21%% 2,82+0,174% 8,01+0,05"° 6,75+0,084%
48 3,150,314 3,18+0,42%¢ 2,77+0,32”2 2,71+0,29"% 6,42+1,22”% 6,69+0,08"2
72 3,48+0,04%% 3,35+0,19%% 2,85+0,13A% 2,77+0,224% 7,35+0,95%° 6,99+0,46"
48 3,05+0,077% 3,18+0,20% 2,83+0,274% 2,81+0,12*% 6,72+0,60%* 6,92+0,14"
72 3,53+0,45%¢ 3,50+0,14%% 2,80+0,08"% 2,80+0,374% 7,68+0,12A° 7,160,234
Controle 48 3,30%0,42%¢ 3,15+0,074% 3,06+0,008% 2,99+0,008% 6,52+0,00% 7,12+0,00"
(n&o inoculado) 72 3,850,078 3,55+0,074% 2,93+0,00%% 2,35+0,008° 7,02+0,28%° 7,12+0,00/

Bactéria inoculada em leite pasteurizado; TA= Tempo em horas de armazenamento do leite a 7°+1°C.
gac.lat= gramas de 4cido latico.

A, B,...: Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (P<0,05)
em relacdo aos microrganismos inoculados. a, b,...: Letras minusculas diferentes nas colunas indicam
diferenga estatistica pelo teste de Tukey em relacdo ao tempo de incubacédo (P<0,05).

Alcaligenessp.

Butiauxellasp.

Os teores de gordura no dia zero foram significativamente maiores (p<0,05) no
iogurte produzido com leitescontroles em comparagéoaos leites contaminados. No dia 30,
0s percentuais de gordura ndo apresentam diferencas significativas entre os iogurtes
produzidos com leite contaminado e o controle. Em relacdo ao tempo de armazenamento,
o0s percentuais de gordura foram maiores em iogurtes produzidos apds o armazenamento
de 72h, porém ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo aos produzidos ap6s
48h de armazenamento.

Os iogurtes produzidos com leites controles possuem maiores teores de gordura
devido ao menor log UFC/mL de microrganismos psicrotréficos em comparacdo aos
contaminados, ja que estes individuos podem utilizaros nutrientes do leite para a
manutencdo do seu metabolismo. Isso significa que, quanto maior a contagem de
microrganismos no leite, maior a utilizagdo dos nutrientes e menores suas concentracoes
nos derivados lacteos. Seguindo esta l6gica, maiores tempos de armazenamento
propiciaram aumento no numero de microrganismos e, portanto, maior consumo de
nutrientes. Porém, isto ndo ficou evidente no presente estudo, sendo observados maiores

teores de gordura em iogurtes produzidos ap6s 72h de armazenamento do leite. Fagnaniet
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al. (2017) obtiveram resultados semelhantes em iogurtes produzidos com leites em
diferentes tempos de armazenamento. Os teores de gordura ndo variaram
significativamente, mesmo em iogurtes produzidos a partir de leites armazenados a 4°C
durante sete dias, porém as contagens de microrganismos psicrotroficos néo
ultrapassaram 6log UFC/mL no leite utilizado como matéria-prima para a producao dos
iogurtes naturais.

Os teores de proteina foram significativamente maiores (p<0,05) nos iogurtes
produzidos com leites controles, independente do tempo de armazenamento. A excecao
ocorre na andlise do dia 30, onde iogurtes produzidos com leite armazenados por 72h
possuem, em média, menor percentual proteico. Apesar de ndo apresentar-se
estatisticamente menor em relacdo aos demais, os iogurtes produzidos com leite
contaminado pela bactéria Alcaligenessp. e armazenados por 48h possuem 0s menores
teores proteicos. Cabe destacar o fato de esta ter sido a maior atividade enzimatica de
proteases obtida apds o tratamento térmico, o que pode estar diretamente associado ao
menor teor de proteinas nos iogurtes. A presenca de proteases pode alterar a composi¢do
do iogurte, degradando as proteinas em peptideos menores hidrossollveis que serdo
perdidos na separacao do soro.

Os resultados medios da acidez titulavel dos iogurtes naturais diferiram
significativamente, sendo maiores em iogurtes produzidos com leites armazenados por
72h quando avaliados no dia zero. Este fato ndo se repetiu no dia 30. Maior acidez nos
iogurtes produzidos com leites armazenados por 72h pode estar relacionada ao aumento
da fermentacéo da lactose por bactérias acido-laticas psicrotroficas, que permanecem por
mais tempo atuando antes do tratamento térmico do leite. Mesmo ap6s 30 dias, com a
reducdo do numero de microrganismos devido ao tratamento térmico, ainda ocorre
aumento da concentracdo de acido latico relacionada a sobrevivéncia de bactérias acido-
laticas (LEE e LUCEY, 2010).

Estudos avancados neste campo Sdo necessarios para avaliar 0s prejuizos para a
indUstria, ja que o armazenamento a frio ainda é considerado um método bastante
eficiente para manutencdo da qualidade do leite na propriedade rural. Menores periodos
de armazenamento nos tanques de refrigeracdo, segundo o presente estudo, sdo indicados

como forma de melhorar a qualidade dos produtos derivados de leite.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

As caracteristicas fisico-quimicas dos iogurtes naturais produzidos com leites
contaminados com as bactérias foram diferentes das obtidas dos iogurtes produzidos com
leites ndo contaminados. Os teores de gordura e proteina foram maiores nos iogurtes
produzidos com leite ndo contaminados. A acidez titulavel foi maior em iogurtes
produzidos com leites armazenados por 72h, quando avaliado no dia seguinte a sua

produgéo.
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