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SUMÁRIO

A refrigeração do leite proporciona a seleção de bactérias psicrotróficas deteriorantes
produtoras de enzimas termoresistentes que podem comprometer a  qualidade do leite e
derivados. O objetivo deste trabalho foi avaliar as implicações causadas pela a tividade
enzimática de Pseudomonas fluorescens 041 na produção de Labneh. O leite pasteurizado
foi inoculado intencionalmente com, aproximadamente, 106 UFC.mL-1 de P. fluorescens
041 e Labneh foi produzido imediatamente após inoculação no leite (tempo 0) e após 48,
72 e 96 horas de inoculação e armazenamento a 4 °C. A qualidade físico-química do leite, do
Labneh e do soro resultante da fabricação foi determinada. O rendimento prático, o
rendimento técnico ajustado e o aproveitamento final de sólidos no Labneh em relação ao
volume de leite (coeficiente GL) também foram avaliados. Constatou-se alterações nas
características físico-químicas do soro e do Labneh fabricado com leite armazenado a partir
de 48 horas. Também, observou-se um aumento significativo em litros de leite destinado à
produção de um quilo do produto ao longo do tempo de estocagem do leite inoculado com
P. fluorescens  041, sendo os rendimentos prático, técnico ajustado e o coeficiente GL
afetados pelo fa tor tempo. Portanto, a  redução do tempo de estocagem do leite sob
refrigeração e a prevenção da contaminação da matéria-prima por meio da adoção de boas
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1 INTRODUÇÃO

O leite constitui um meio de cultura ideal para
a multiplicação de micro-organismos patogênicos e
deterioradores considerando seu alto valor nutri-
cional, alto teor de água e pH próximo da neutralidade
(FRANK, 1997; ARCURI et al., 2006).

A qualidade microbiológica do leite é
influenciada pela saúde do rebanho e pela higiene
praticada na cadeia produtiva (FAGUNDES et al.,
2006). Com o objetivo de propiciar a melhoria da
qualidade do leite, o Ministério da Agricultura
Pecuária e Abastecimento implementou a Instrução
Normativa nº 51, em vigor a partir de 01 de julho
de 2005 com o estabelecimento da coleta do leite
a  granel em todo território nacional (BRASIL,
2002). De acordo com essa Instrução, o leite deve
ser armazenado na propriedade rural em tanques
de refrigeração por expansão direta  a té a
temperatura de 4 °C e quando for utilizada refri-
geração por imersão dos latões em tanques, o limite
de temperatura é de 7 °C, sendo que o intervalo
entre a ordenha inicial e a recepção no estabe-
lecimento que processará o leite deverá ser de até
48 horas, e o transporte feito em carro com tanque
isotérmico à temperatura máxima de 10 °C.

As condições higiênicas de produção,
armazenamento, transporte e refrigeração nas
diferentes etapas da cadeia  produtiva do leite
devem ser adequadas para  minimizar a  conta-
minação microbiana e a multiplicação de bactérias
psicrotróficas (PINTO et a l. ,  2006). No leite
obtido sob condições sanitárias adequadas, os
psicrotróficos representam menos de 10% da
microbiota total do produto, comparado a mais

de 75% quando obtido sob condições não-
higiênicas (NIELSEN, 2002).

O leite cru  recém-ordenhado é composto
por uma microbiota predominantemente Gram-
positiva . No entanto, as condições de higiene,
transporte e estocagem do leite cru refrigerado
promovem uma alteração dessa microbiota para
predominantemente Gram-negativa (MARTINS,
20 03) . P into  (2 004 ), em um estu do sobre
bactérias psicrotróficas proteolíticas, constatou
qu e bactéri as Gra m-negat iva s constitu ír am
84 ,6% do tota l de iso lados do l eit e cru
refrigera do.  Essa  microbiota  é representa da
pr incipa lmente , por espécies dos gêneros
Ps eud omo nas , Achromob acter,  Ae rom ona s,
Se rra tia , Alcal ige nes , Chro moba cte riu m,
En teroba cte r, Hafnia  e Flavo bac ter ium  spp.
(PINTO, 200 4; MUNSCH-ALATOSSAVA;
ALATOSSAVA, 2006).

Os micro-organismos psicrotróficos mesmo
em temperaturas abaixo de 10 ºC encontram um
ambiente favorável para  sua multiplicação,
independente da sua temperatura  ótima de
crescimento. Além disso, possuem uma ampla
faixa de temperatura de crescimento, que varia de
2 °C até, aproximadamente, 30 °C, sendo 25 °C a
temperatura  ótima para  a maioria das espécies
(LORENZETI, 2006).

Os processos de pasteurização inativam a
maioria  dos micro-organismos presentes
inicia lmente no leite cru . Entretanto, a
multiplicação de bactérias psicrotróficas
possibilita  a  produção de proteases e lipases
resistentes à pasteurização, que estão associadas
a alterações sensoriais e tecnológicas indesejáveis

práticas na cadeia do leite são medidas a serem adotadas para assegurar a qualidade e o
rendimento do produto final.

Termos para indexação: leite cru refrigerado; bactérias psicrotróficas; deterioração.

SUMMARY

Refrigeration of milk  in farms permits selection of psychrotrophic bacteria , that
with its enzymatic activity, compromise quality of dairy products. The aim of this work
was to evaluate the implications caused by enzymatic activity of Pseudomonas fluorescens
041 in production of Labneh. Pasteurized milk was inoculated with 10 6 CFU.mL -1 of
Pseudomonas fluorescens 041. Labneh was produced immediately after inoculation of milk
and after storage of inoculated milk at 4 °C per 48 hours, 72 hours and 96 hours. Physical-
chemistry quality of milk and Labneh whey was determined, as well as the economical yield,
technical yield and GL coefficient.  I t  was observed alterations in physical-chemistry
characteristics of whey and of Labneh produced with milk storaged after 48 hours. It was
verified increase of milk volume used to produce Labneh, being the economical and technical
yields and GL coefficient affected by time. Therefore, reduction of storage time of milk
under refrigeration and adequate hygiene of equipments and milking place are practices
that must be adopted in order to ensure quality and yield of final dairy product.

Index terms: cooled raw milk; psychrotrophic bacteria; spoilage.
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no leite e seus derivados (SILVEIRA et al, 2002;
LORENZETI, 2006).

Machado et al. (2007) verificaram por meio
de um estudo sobre a  termoestabilidade do leite
integral,  que amostras de leite inoculadas com
população semelhante de psicrotróficos proteolí-
ticos apresentaram estabilidade térmica em
tempos de estocagem diferentes, demonstrando
que o leite inoculado com população entre 6,0 e
7 ,5  x 10 4 UFC.mL -1  de Hafnia  a lvei ou
Enterobacter sp. permaneceu estável até 18 dias
de análise e o leite inoculado com 3,3  x 10 4

UFC.mL-1 de P. fluorescens perdeu a estabilidade
no 11° dia de estocagem a 4 °C.

Espécies do gênero Pseudomonas
constituem importantes agentes de deterioração
do leite cru refrigerado (ENEROTH et al., 2000;
PINTO, 2004), por produzirem enzimas
deterioradoras termoresistentes e possuírem, dentre
as bactérias psicrotróficas, o menor tempo de
geração a temperaturas compreendidas entre 0 ºC
e 7  ºC (SØRHAUG; STEPANIAK, 1997). A
multiplicação dos micro-organismos psicrotróficos
em temperatura de refrigeração é associado ao alto
teor de ácidos graxos insaturados na membrana
celular, o que confere maior flu idez em
temperaturas de refrigeração possibilitando trocas
com o meio extracelular e atividade metabólica
mesmo em baixas temperaturas (JAY, 2002).

P. fluorescens é a espécie isolada com maior
frequência  de produtos lácteos refrigerados
(COUSIN, 1982; PINTO et al., 2007), dentre as
espécies do gênero. Esta bactéria produz proteases
e lipases que causam vários problemas tecnológicos
e econômicos para a indústria de laticínios como
alterações na aparência, odor e sabor do leite e
derivados, geleificação do leite UHT, instabilidade
térmica nos derivados do leite e perdas de
rendimento durante a produção de queijos devido
à perda de finos no soro (SØRHAUG;
STEPANIAK, 1997; PINTO, 2004; MARTINS,
2007; PINTO et al.,  2007).

Segundo Cardoso (2006), as indústrias de
la ticínios são afetadas por perdas econômicas
devido a redução de rendimento de queijos, uma
vez que as proteases degradam a micela de caseína
aumentando compostos solúveis no soro e as
lipases hidrolisam a gordura  do leite liberando
ácidos graxos, comprometendo as propriedades
físico-químicas e sensoriais do produto final. De
acordo com Furtado (2005), se ocorrer uma
formação expressiva de ácidos graxos livres, estes
podem inibir o crescimento da cultura lática usada
na fabricação de derivados lácteos, o que não é
desejável do ponto de vista tecnológico.

Barbosa et a l.  (2008) constataram uma
redução média no rendimento técnico a justado,
em L Kg-1, de 1,55 para o queijo Minas Frescal e

2,07 para o queijo Minas Padrão, após 72 horas
de incubação do leite inoculado com P. fluorescens
041 a 4 °C.

Labneh é um produto lácteo fermentado
muito consumido no Oriente Médio, cuja origem
é advinda do iogurte com remoção parcial do soro
e possui características de maciez e consistência
semelhante a  creme e é produzido por bactérias
láticas termofílicas, as quais fermentam a lactose
presente no leite com produção de ácido lático.
Por se tratar de um produto dessorado, Labneh
pode ter seu rendimento influenciado pelas perdas
de finos no soro, semelhante ao que pode acontecer
com o queijo Petit Suisse, e apresentar sabores
desagradáveis em virtude da ação das enzimas
proteolíticas e lipolíticas produzidas por micro-
organismos psicrotróficos.

Diante das mudanças implementadas no
setor lácteo nacional no que se refere à  tem-
peratura e tempo de armazenamento do leite, este
trabalho teve como objetivo avaliar as implicações
causadas pela  a tividade enzimática  de P.
fluorescens  na  produção de Labneh, produto
lácteo fermentado dessorado.

2  MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados nos
Laboratórios de Análise Físico-química e
Microbiologia  do Departamento de Ciência  e
Tecnologia de Alimentos do Instituto Federal de
Educação, Ciência  e Tecnologia  do Sudeste de
Minas Gerais, Campus Rio Pomba (IF Sudeste MG).

2.1 Estirpe de Pseudomonas fluorescens
e condições de cultivo

Utilizou-se neste estudo a  estirpe de P.
fluorescens 041 isolada por Pinto (2004) a partir
de leite cru refrigerado. Esta cultura foi doada pelo
Laboratório de Microbiologia de Alimentos da
Universidade Federal de Viçosa ao IF Sudeste MG.

Para  a  realização dos experimentos, a
cultura de P. fluorescens 041, estocada a -20 ºC
em caldo Infusão de Cérebro e Coração (BHI)
(Merck, Darmstadt, Germany) adicionado de 20%
de glicerol, foi previamente ativada a 25 °C por
18 horas, por duas vezes consecutivas, em um
volume de 5 mL de caldo BHI (Merck).

2.2  Fabricação de Labneh

Labneh foi fabricado no Laboratório de
Microbiologia  do IF Sudeste MG conforme a
metodologia descrita por Lopes et al. (2006), sendo
pasteurizados 20 litros de leite a 75 °C por 15
segundos para a  sua fabricação. Posteriormente,
este volume foi fracionado em quantidades de cinco
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litros as quais foram inoculadas com,
aproximadamente, 106 UFC.mL-1 de P. fluorescens
041. Labneh foi produzido imediatamente após a
inoculação utilizando-se uma fração de cinco litros
de leite o que correspondeu ao tempo zero. As
demais frações foram inoculadas e armazenadas a
4 °C por 48 horas, 72  horas e 96 horas para  a
produção após cada um destes tempos de
armazenamento. Os experimentos foram
realizados em três repetições.

2.3  Análises do le ite  pasteurizado, do
Labneh e do soro

Previamente à fabricação, uma alíquota do
leite inoculado armazenado a 4 °C por 48, 72 e 96
horas foi coletada, sendo realizadas em duplicata,
segundo a Instrução Normativa n.°68 (BRASIL,
2006), as análises de gordura, extrato seco total,
extrato seco desengordurado, acidez titu lável e
proteína. Além disso, previamente à  fabricação,
em cada um dos tempos de armazenamento, foi
coletada assepticamente uma alíquota  do leite
inoculado e analisada quanto ao número de
bactérias psicrotróficas proteolíticas viáveis em
Ágar Caseinato para  Métodos Padronizados
(SMCA) com incubação a 6,5 ± 0,5ºC, por 10 dias
(FRANK et al., 1992).

As análises de gordura, extrato seco total,
extra to seco desengordurado, acidez titu lável,
proteína, pH e resíduo mineral fixo (RMF) do
Labneh e do soro proveniente de sua produção
foram realizadas segundo Brasil (2006).

2.4  Avaliação do rendimento de
produção de Labneh fabricado com
leite  inoculado intencionalmente
com P. fluorescens 041

Para avaliação do rendimento, Labneh foi
pesado após a fabricação e o rendimento prático
foi expresso em litros de leite por quilo de produto
obtido (L kg-1). Esse cálculo foi feito dividindo-se
o volume tota l de leite (L) pelo peso total do
Labneh (kg). O rendimento técnico ajustado foi
determinado de acordo com a equação: V(100 –
Up)/P x ST, sendo (V) o volume de leite em litros,
(Up) o percentual de umidade pretendida ou 76,7%
para o Labneh, (P) quilos de Labneh produzidos e
(ST) o teor de sólidos tota is do Labneh
(FURTADO, 2005). O aproveitamento final de
sólidos no Labneh em relação a cada litro de leite
usado na fabricação (coeficiente GL) foi
determinado utilizando a equação: ST x P x 10/V,
sendo (ST) o teor de sólidos totais do Labneh, (P)
quilos de Labneh produzidos e (V) o volume de
leite utilizado na produção em litros (FURTADO,
200 5).

2.5  Análises estatísticas

Os dados de rendimento da produção de
Labneh foram submetidos à análise de regressão.
Os modelos foram escolhidos com base no
coeficiente de determinação e na significância dos
coeficientes de regressão, utilizando-se o Teste t
ao nível de 5% de probabilidade, por meio do
programa estatístico SAEG 9.0 (2005).

3  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Verificou-se que a  partir  de 48 horas de
incubação, a 4 °C, o leite usado para produção de
Labneh inoculado com P. fluorescens  041
apresentava teores de proteína e extra to seco
desengordurado (Tabela 2) em desacordo com os
padrões estabelecidos pela  Instrução Normativa
n.° 51  (BRASIL, 2002), que preconiza mínimos
de 2,9 % e 8,4 %, respectivamente.

Na contagem de psicrotróficos proteolí-
ticos, constatou-se que o leite inoculado apresentou
aumento de um ciclo logarítmico na população
destes micro-organismos a cada 24 horas de
incubação, a 4 °C, o que indicou a multiplicação de
P. fluorescens 041 (Tabela 1).

Após 72 horas de incubação do leite com P.
fluorescens 041, a 4 °C, foi verificada fragilidade
na formação da coalhada (Figura  1) e elevada
sinérese na massa destinada a fabricação de Labneh
(Figura 2).

Houve variação nos percentuais de gordura,
extrato seco total, extrato seco desengordurado,
proteína e resíduo mineral fixo (RMF) do Labneh
no decorrer do tempo de incubação do leite
inoculado com P. fluorescens 041 (Tabela 2).
Verificou-se a inda redução do teor médio de
proteínas neste produto de 1,35%, enquanto que
no soro o teor de proteínas aumentou de 1,40%
no tempo zero para  1 ,48% após 72 h de
armazenamento do leite inoculado, o que condiz
com a redução no rendimento do processo (Figura
3). Esses resultados provavelmente podem estar
associados à atividade de proteases produzidas por
P. fluorescens 041 sobre as micelas de caseína do
leite, com conseqüente aumento das perdas de
compostos solúveis no soro, enquanto, as lipases
provavelmente hidrolisaram a gordura , com
liberação de ácidos graxos no soro.

O rendimento prático, o rendimento
técnico a justado e o coeficiente GL do Labneh,
foram alterados significativamente (p<0,05) em
função do tempo de armazenamento do leite
inoculado com P. fluorescens 041 a 4 °C (Figura
3), sendo evidente a  perda de rendimento ao
longo do tempo de incubação (Figura 3A). Por
meio do cálculo do rendimento técnico ajustado
também foi detectado aumento da perda de
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Tabela 1  – Média  da composição físico-química e contagem de bactérias psicrotróficas proteolíticas
(n=3) do leite pasteurizado usado para  a  produção de Labneh após inoculação com P.
fluorescens 041

Tempo Gordura E ST ESD Acidez titulável Proteína Psicrotróficos
 (horas) (%) (%) (%) (% ácido lático) (%) (UFC.mL-1)

0 3,50 ±0,10 12,00 ±0,30 8,50 ±0,30 0,15 ±0,01 2,90 ±0,10 1,2 x 106

48 3,50 ±0,10 11,80 ±0,24 8,30 ±0,20 0,16 ±0,01 2,60 ±0,08 1,0 x 107 (estimado)
72 3,50 ±0,10 11,59 ±0,20 8,09 ±0,20 0,16 ±0,01 2,50 ±0,20 2,2 x 108 (estimado)
96 3,60 ±0,10 11,90 ±0,40 8,30 ±0,48 0,16 ±0,01 2,42 ±0,03 2,5 x 109 (estimado)

(EST): extrato seco total; (ESD): extrato seco desengordurado.

Tabela 2  – Média da composição físico-química de Labneh produzido a partir de leite inoculado com P.
fluorescens 041

Tempo Gordura E ST ESD Acidez titulável Proteína pH RMF
(horas) (%) (%) (%)  (% ácido lático) (%) (%)

0 14,80 ±0,80 28,48 ±2,20 13,68 ±1,30 0,71 ±0,13 9,29 ±1,60 4,51 ±0,02 1,63 ±0,60
48 12,00 ±0,70 26,63 ±2,50 14,63 ±1,20 0,66 ±0,13 9,26 ±2,00 4,53 ±0,02 1,50 ±0,60
72 12,80 ±0,30 25,38 ±2,70 12,58 ±2,40 0,76 ±0,10 9,06 ±1,20 4,41 ±0,02 1,27 ±0,40
96 11,50 ±0,80 25,81 ±1,40 14,31 ±1,30 0,61 ±0,07 7,94 ±0,60 4,29 ±0,01 0,95 ±0,09

Figura 1 – Diferenças de fragilidade observadas durante a formação da coalhada de Labneh produzido
com leite inoculado com P. fluorescens  041 e armazenado a  4  °C. Controle, leite
imediatamente após inoculação com P. fluorescens 041 - tempo 0 (A), 72 horas após a
inoculação (B), 96 horas após a inoculação (C).

Figura 2  – Sinérese observada durante a formação da coalhada de Labneh produzido com leite inoculado
com P. fluorescens 041 e armazenado a 4 °C. Controle, leite imediatamente após inoculação
com P. fluorescens 041 - tempo 0 (A), 72 horas após a inoculação (B).
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rendimento do Labneh de 0 ,57 L Kg -1  após 96
horas de incubação (Figura 3B), o que se refere à
perda real,  uma vez que para  este cálculo
considerou-se os dados das análises físico-químicas
relativos à composição do leite, do soro resultante
e do Labneh.

O coeficiente GL (Figura 3C), refere-se ao
aproveitamento de sólidos totais por litro de leite
destinado a  produção de Labneh. Assim, foi
constatada uma redução do teor de sólidos ao longo
do tempo de incubação do leite inoculado com P.
fluorescens 041, confirmando a perda de rendimento.

Desta  forma, o rendimento prático, o
rendimento técnico ajustado e o coeficiente GL
foram influenciados significativamente (p<0,05)
quanto à perda de rendimento ao longo do tempo
de incubação do leite, a 4 ºC. Barbosa et al. (2009),
também constataram perda significativa  do
rendimento na fabricação de queijo Minas Frescal
e Minas Padrão fabricados a  partir  de leite
inoculado com P. fluorescens 041 ao longo do
tempo de armazenamento a 4 °C.

4  CONCLUSÕES

Alterações na fragilidade da coalhada e
elevada sinérese na massa destinada a fabricação
de Labneh, bem como perda de rendimento na
fabricação a  partir  de leite inoculado com P.

fluorescens 041 ao longo do tempo de armaze-
namento a 4 °C foram constatados. Desta forma,
medidas preventivas devem ser adotadas pelas
indústrias de laticínios para evitar a contaminação
e a multiplicação de P. fluorescens no leite cru, a
fim de reduzir os prejuízos financeiros decorrentes
da redução no rendimento dos produtos lácteos.
Práticas higiênicas adequadas, refrigeração rápida
do leite cru  a  temperaturas inferiores a  4  ºC e
redução do tempo de estocagem do leite são
medidas necessárias para  minimizar a  mul-
tiplicação de bactérias psicrotróficas como P.
fluorescens  no leite cru  e prevenir  o com-
prometimento da qualidade da matéria-prima e
seus derivados.
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