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SUMARIO

Uma das fraudes econdmicas mais comumente aplicadas ao leite fluido € a adi¢do do soro de
queijo. A ocorréncia dessa fraude, no Brasil, € sugerida pela anélise do indice de caseinomacropeptideo
(CMP), uma por¢do da molécula de é-caseina soluvel no soro. No entanto, a a¢do de proteases
produzidas por microrganismos psicrotréficos pode interferir neste teste levando a resultados
falso-positivos, situagd@o que passou a ter maior importancia apos a implementacdo da Instrucdo
Normativa 51 (2002). Com o objetivo de avaliar esta interferéncia, foi inoculado no leite ca® 10?
UFC/mL de Pseudomonas spp. seguido de incubacgdo durante 2 e 5 dias a 7 °C. O crescimento
microbiano foi monitorado e, apos estes periodos, o leite foi submetido a tratamento térmico
(100 °C/5 min) para eliminacdo das células bacterianas e o extrato enzimatico foi obtido para
posterior analise da atividade de proteases. Em seguida, o leite foi submetido a incubacdo 30 °C/30
d e o indice de CMP foi analisado nos tempos zero ¢ 30 dias. Os resultados dos testes de atividade
de proteases apds 2 dias de incubacdo, usando como substrato a azocaseina, ndo diferiram
significativamente (P > 0,05) dos de 5 dias. Diferentemente, os indices de CMP no tempo zero do
tratamento 5d/7 °C para o leite inoculado com P. fluorescens, foram maiores do que o mesmo leite
fraudado com 30% de soro de queijo, o que denota ainda mais a necessidade de controlar este
importante deteriorante. Apds 30 dias houve diminuicdo destes indices, possivelmente em
decorréncia da degradagdo do proprio CMP pelas proteases produzidas por P. fluorescens.

Termos para indexacdo: caseinomacropeptideo, protease, fraude, psicrotroficos.

1 INTRODUCAO

Tendo em vista a importancia do leite como
alimento, a sua qualidade tem se tornado preocupagdo
de pesquisadores de todo o mundo e uma das fraudes
econdmicas mais comumente aplicadas ao leite fluido
¢ a adicdo de soro de queijo, por ser o soro um
subproduto da industria queijeira de baixo custo.

Esta adi¢do, assim como qualquer outra, ¢
proibida pela legislagdo brasileira, por reduzir o
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valor nutritivo do alimento e diluir os teores de
proteinas e gorduras. Caracteriza, ainda, pratica
abusiva, que lesa os direitos do consumidor e que
pode, em casos de consumo prolongado, gerar
desnutri¢do, principalmente em lactentes. No
entanto, para uma grande diversidade de outros
produtos, como leites fermentados, achoco-
latados, confeitos, panificagdes ¢ as denominadas
bebidas lacteas, o soro de queijo é um ingrediente
de uso corriqueiro.
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A legislacdo brasileira utiliza como critério
de avaliacdo de qualidade do leite a determinagdo
quantitativa do caseinomacropeptideo (CMP),
resultante da ag¢do proteolitica de enzimas, e
considera inadequado ao consumo humano o leite
com concentragdo de CMP acima de 75 mg/L
(BRASIL, 2006a; BRASIL, 2006b). Em caso de
fraude por adi¢do de soro de queijo ao leite, os
indices de CMP podem se apresentar aumentados
por ser este resultante da hidrolise da é-caseina na
etapa de coagulacdo enzimética do processo de
fabricagdo de queijo. No entanto, proteases de
origem bacteriana, principalmente as proteases
termoestaveis produzidas por microrganismos
psicrotroficos podem, também, ser responsaveis
por esse fendmeno mesmo apds o tratamento
térmico. O fato que os produtos da hidrolise de
proteases bacterianas podem interferir na detecgdo
da fraude tem sido relatado (Lopez-Fandifio et al.,
1993a, b; Recio et al. 2000a, b, 1996).

No Brasil esta situagdo passou a ter maior
importancia a partir de 2002, quando a pratica de
refrigerar o leite na propriedade rural, assim como o
seu transporte em caminhdes isotérmicos, foi
regulamentada pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) através de
Instru¢do Normativa (IN 51). O objetivo era reduzir
custos operacionais, principalmente os relacionados
ao transporte, ¢ promover melhorias na qualidade do
leite. Sobre esta IN, Fagundes et al. (2006) comenta
que, apesar da racionaliza¢do da coleta e do transporte
ser uma tendéncia mundial que beneficia toda a cadeia
do leite, a refrigeracdo imediatamente apos a ordenha
diminui a multiplica¢do de bactérias mesodfilas que
causam a acidifica¢do do leite, porém favorece a
microbiota psicrotrofica, o que provoca diversas
alteragdes no leite e seus derivados.

Os microrganismos psicrotréficos sdo assim
definidos por serem capazes de crescer em temperatura
igual ou inferior a 7° C, independentemente da sua
temperatura 6tima de crescimento (normalmente entre
20 e 30° C), e sdo representados tanto por Gram
negativos (ex. Pseudomonas, Achromobacter,
Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium
e Flavobacterium spp.) como por Gram positivos (ex.
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium,
Streptococcus, Lactobacillus e Microbacterium spp.).
Devido aos procedimentos usuais de manutencio e
coleta do leite refrigerado, em dois a trés dias eles
predominam na microbiota do leite cru (SORHAUG e
STEPANIAK, 1997; CROMIE, 1992).

As enzimas produzidas por psicrotroficos
podem ser extracelulares, intracelulares ou
periplasmaticas, sendo as duas ultimas liberadas no
leite apos a lise celular devido ao tratamento térmico
(KOHLMANN et al., 1991). As enzimas extra-
celulares, motivo de maior preocupagdo, podem agir
no leite cru durante o crescimento das bactérias

psicrotroficas, e podem resistir ao tratamento térmico
podendo resultar em defeitos de sabor, aroma e textura
nos produtos lacteos durante estocagem e maturagio
(CROMIE, 1992; COGAN, 1977).

De acordo com Meer et. al (1991) apud
Serhaug e Stepaniak (1997), o género Pseudomonas
representa ndo mais que 10% da microbiota do leite
recém ordenhado. No entanto, outros autores relatam
que estes microrganismos sdo 0s mais importantes
psicrotroficos a predominar na microbiota do leite
cru ou pasteurizado quando deteriorado sob
refrigeragdo (McKELLAR, 1989; CROMIE, 1992;
COUSIN, 1982; CHANDLER ¢ McMEEKIN, 1985;
MUIR, 1996). No leite cru refrigerado, dentre as
espécies, a P. fluorescens ¢ predominante (PINTO,
2004; ENEROTH, AHRNE ¢ MOLIN, 2000).

Considerando-se a grande importincia do leite
na dieta, ¢ a necessidade de assegurar a sua qualidade,
combater fraudes e proteger o consumidor, o objetivo
deste trabalho foi determinar a interferéncia da
atividade proteolitica de bactérias psicrotroficas do
género Pseudomonas no teste oficial que sugere a
adicao fraudulenta de soro de queijo ao leite. Considera
que, atualmente, grande parte do leite cru ¢ mantido
sob refrigeracdo por periodos que variam de 24 a 96
horas desde a ordenha até o processamento final,
tornando-se um ambiente propicio para o
desenvolvimento de bactérias psicrotroficas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Leite UHT e Soro de Queijo

O leite UHT desnatado ZERO® (Barbosa &
Marques, Governador Valadares - MG, fabricagdo
14/06/2008 04 17:47) utilizado no experimento
foi adquirido no mercado local de Seropédica/RJ.
A esterilidade do produto foi determinada pela
contagem de aerdbios viaveis, de acordo com o
estabelecido na IN 62 do MAPA (BRASIL, 2003).

O soro de queijo foi obtido no restaurante
universitario da UFRRJ, apds preparo do queijo
utilizando coagulante comercial COALA® (Bela
Vista Produtos Enzimaticos Ind. & Com. Ltda,
Bela Vista - SC) contendo quimosina, sendo este
soro, imediatamente, aquecido a 80 °C durante 15
min em banho-maria (Tecnal, modelo TE056,
Piracicaba, Brasil) para inativa¢do enzimatica
(FUKUDA, ROIG ¢ PRATA, 2004) e, em seguida,
congelado até o momento da sua utilizagéo.

2.2 Linhagens de Pseudomonas spp

Linhagens de Pseudomonas fluorescens P88
e P250 foram obtidas da cole¢do do laboratorio de
Microbiologia da EMBRAPA Gado de Leite, Juiz de
Fora - MG, ¢ a linhagem de Pseudomonas aeruginosa
foi obtida do laboratério de bacteriologia do Instituto
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de Veterinaria da UFRRIJ. Todas as linhagens foram
isoladas de leite ¢ identificadas com base em testes
bioquimicos. No caso de P. fluorescens P88 e P250,
foram utilizados Kits API* NE (bioMérieux, Marcy
I’Etoile, Franca), obtendo-se 98,6 a 99,9% de
identidade para esta espécie.

As linhagens foram selecionadas com base
na sua capacidade proteolitica em agar leite.

2.3 Manutencio das Culturas

As culturas padrdo foram transferidas para
agar nutriente (Merck, Darmstadt, Alemanha)
inclinado ¢ mantidas a 4°C, sendo transferidas
para novo meio de manutengdo a cada 4 meses.

No momento da utilizagdo, a ativagdo das
culturas foi realizada em caldo triptona de soja
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) com trés
repicagens sucessivas, sendo incubadas a 30 °C (P.
fluorescens) ou 36 °C (P. aeruginosa) por 24 h.

2.4 Avaliacido da Acdo Proteolitica em
Agar Leite

Adicionou-se ao dgar nutriente 10% de leite
desnatado MOLICO® (Nestlé) reconstituido a 100
g/L estéril (110 °C/10 min) e plaqueou-se as culturas
em estrias. As placas foram incubadas a 7°, 21° ¢ 30
°C para P. fluorescens ¢ a 7°, 21° ¢ 36 °C para P.
aeruginosa, ¢ avaliadas quanto a formagdo de halo
transparente de protedlise ao redor das coldnias.

2.5 Desenho Experimental

Inicialmente preparou-se, para cada cultura
ativa de 24 h, uma curva de concentragdo celular
em caldo triptona de soja obtida por leitura
espectrofotométrica das diluigdes 1:5, 1:10, 1:25
e 1:50. Cada curva foi relacionada a dados obtidos
do plaqueamento de diluigdes decimais sucessivas
da mesma cultura.

A cultura foi inoculada a leite UHT de modo
a obter-se uma populagdo final de ca de 10° UFC/
mL. Uma aliquota deste leite, ndo inoculada, foi
separada para incubacdo e servir como branco.

O leite inoculado foi incubado durante 2 dias 7
°C e, ap0s este periodo, dividido em duas aliquotas,
sendo que, uma delas permaneceu por mais 3 dias 7
°C, de modo a simular provaveis intervalos de tempo
entre a ordenha inicial e o processamento final. O
crescimento microbiano ao final destes periodos foi
monitorado por plaqueamento em agar padrdo para
contagem (HiMedia, Mumbai, India). Em seguida estes
leites foram submetidos a tratamento térmico por
vapor fluente (aproximadamente 100 °C) por 5 min,
testado previamente quanto a capacidade de destruir
as células bacterianas (com base em testes de
esterilidade) e por ndo ser considerado deletério para

enzima, de acordo com Rajmohan, Dodd e Waites
(2002).

Retirou-se uma aliquota de 20 mL que foi
submetida a centrifuga¢do (Sigma, modelo 2K15,
Osterode am Harz, Alemanha) a 21000 x g durante
15 min a 5 °C, sendo o sobrenadante livre de células
(extrato enzimatico) congelado e utilizado na
determinacdo da atividade de proteases.

O restante do leite foi adicionado de solugdo
de azida sodica, esterilizada por filtragdo em
membrana de 0,22 pm, de modo a conter uma
concentragdo final de 0,05% m/v, para inibir um
eventual crescimento bacteriano (LE, DATTA e
DEETH, 2006). Adicionou-se igual concentragdo aos
tubos do branco. Aliquotas de 50 mL foram
transferidas para quatro tubos estéreis sendo dois tubos
contraprova. Dois dos tubos foram congelados
imediatamente apds o tratamento térmico (tempo
0), e os outros dois foram incubados a 30°C durante
30 d, de modo a simular parte da vida-de-prateleira
do leite UHT, sendo congelados ao final deste periodo
(tempo 30). Estas amostras foram mantidas
congeladas até analise do indice de CMP. O branco
foi submetido a tratamento similar.

Este procedimento foi inteiramente
repetido trés vezes, para cada microrganismo.

2.6 Determinacio da Atividade de
Proteases

Utilizou-se metodologia proposta por
Ewings, O’Connor e Mitchell (1984), com
modificagdes. Para isso, 1 mL de solugdo de
azocaseina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) (0,5%
m/v dissolvida em solucdo tampdo 0,1 M Tris-
HCI, pH 7,5), 700 pl de solugdo tampdo 0,1 M
Tris-HCI, pH 7,5 ¢ 500 pl de extrato enzimatico
descongelado em temperatura ambiente, foram
incubados em banho-maria a 37 °C durante 2 h.
Apos este periodo, foram adicionados 2 mL de
acido tricloroacético (TCA) 10%, sendo que, aos
tubos considerados brancos, o TCA foi adicionado
previamente ao extrato enzimatico. As amostras
foram entdo colocadas em banho de gelo durante
15 min e centrifugadas a 4000 rpm durante 10
min. A absorbancia do sobrenadante foi lida a 366
nm em espectrofotometro (BELphotonics, modelo
SP1105, Monza, Italia) e uma unidade de atividade
enzimatica foi definido como a quantidade de
enzima necessaria para produzir aumento de 0,01
de absorbancia, por hora de reagéo.

2.7 Anilise do Indice de Caseinoma-
cropeptideo (CMP)

As amostras de leite foram transportadas
em gelo seco para o Laboratério Nacional
Agropecuario (LANAGRO) do MAPA, sediado em
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Pedro Leopoldo, MG, onde foram analisadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
seguindo a metodologia oficial do MAPA para
quantificagdo de CMP proveniente da acido
proteolitica de enzimas (BRASIL, 2006a).

As amostras foram descongeladas em
temperatura ambiente e logo apds, a cada aliquota
de 10 mL, foram adicionados 5 mL de acido
tricloroacético a 24% (m/v), gota a gota e sob
agitacdo constante. Apds repouso de 60 min a
temperatura ambiente, as amostras foram filtradas
em papel filtro qualitativo (WHATMAN®, n° 5) e
injetadas no cromatégrafo (Shimadzu) composto
dos seguintes modulos: degaseificador DGU-20A,,
bomba Prominence LC 20 AT, injetor automatico
SIL-10AF, detector UV-visivel SDP 20A, interface
CBM-20A ¢ software LC solution. A coluna
utilizada foi a Zorbax GF-250 da Agilent, pN
884973-901, 250 mm de comprimento, 9,4 mm
de didmetro interno e tamanho de particula de 4
um. A fase movel foi uma solugdo tampdo fosfato
pH 6.0 (1,74 g de hidrogenofosfato de potassio,
12,37 g de dihidrogenofosfato de potassio e 21,41
g de sulfato de sédio em, aproximadamente, 700
mL de agua deionizada destilada), com fluxo de 1,5
mL/min. O pH da solu¢do foi ajustado para 6,0
utilizando solugdo de acido fosférico a 3 mol/L e
solucdo de hidroxido de potassio a 3 mol/L. A
solugdo foi transferida para um baldo volumétrico
de 1000 mL e o volume foi completado com agua
deionizada destilada ¢ filtrada em membrana de
0,45 pum. Antes do uso, a solug@o foi degaseificada
em banho de ultrassom durante 15 min. O
comprimento de onda foi de 210 nm.

Preparou-se uma curva padrdo utilizando
leite cru de procedéncia conhecida e recém
ordenhado, adicionando ao mesmo 100, 400, 700,
1000, 1300 e 1600 mg/L de padrdo de
concentracdo conhecida e rastreavel a um padrdo
de concentragdo certificada (Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda., Diadema, SP), além de um
branco de leite cru. Construiu-se um grafico de
concentra¢do (mg/L) versus a altura efetiva do
pico e foi calculada a regressdo linear da curva
aceitando valores de R > 0,95. Identificou-se o

pico com o mesmo tempo de reten¢do do CMP
padrdo e as concentragdes presentes nas amostras
foram calculadas, em mg/L com uma casa decimal,
com base na curva de calibragdo.

Adicionalmente, preparou-se uma curva
adicionando 2, 5, 10, 15, 20, 25 ¢ 30% de soro de
queijo a0 mesmo leite utilizado no experimento,
que foi analisado da mesma maneira.

2.8 Analise Estatistica

Os dados de UFC/mL, atividade de proteases
e concentracdo de CMP, obtidos para cada
microrganismo, foram analisados através de
técnica de andlise de varidncia e complementados
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia
(VIEIRA, 2006) empregando-se o programa
estatistico SISVAR 4.3.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Acdo Proteolitica em Agar Leite

O crescimento das coldnias das Pseudomonas
spp. e formagdo de halo, sob incubagdo a 7 °C, uma
das temperaturas que simula o armazenamento
refrigerado do leite segundo a IN 51, aconteceu
apos diferentes periodos e estdo apresentados na
Figura 1.

Com base na figura, observa-se que a
linhagem de P. aeruginosa, ao longo de 16 d de
incubagdo a 7 °C ndo apresentou halo de
protedlise, enquanto a de P. fluorescens P88
apresentou colonias com halos apds 6 d, ¢ a de P.
fluorescens P250 apds 4 d. Estes dados sdo
importantes porque reforcam a informagdo de
que, apesar de fazer parte da microbiota do leite
refrigerado, a espécie P. aeruginosa ndo é capaz
de pleno crescimento a esta temperatura
(MUNSCH-ALATOSSAVA ¢ ALATOSSAVA,
2006). A espécie P. aeruginosa ndo ¢ considerada
um microrganismo psicrotréfico por alguns
autores (SANTOS e LARANJA DA FONSECA,
2001) e, portanto, apresenta baixo potencial de
deteriorac@o do leite refrigerado.

Figura 1 — Ac¢do proteolitica a 7°C: (a) P. aeruginosa apds 16 d; (b) P. fluorescens P88 apds 6 d; (c) P.
fluorescens P88 apds 9 d; (d) P. fluorescens P250 apos 4 d; (e) P. fluorescens P250 apos 7 d.
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Quando incubados a 36 °C (P. aeruginosa) e
a 30 °C (P. fluorescens) foi observado halo de
protedlise em 24 h. A 21 °C estas bactérias
apresentaram halo apds 48 h.

3.2 Crescimento das culturas no leite

Partindo-se de um indculo ca de 10° UFC/
mL, considerado uma contaminagdo esperada para
o leite, as diferentes Pseudomonas spp. utilizadas
no experimento apresentaram aumento de
populacdo apdés 2 e 5 d conforme ilustrados na
Figura 2, ja os dados referentes a este crescimento
encontram-se na Tabela 1.
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Figura 2 — Crescimento da populagido de P.
aeruginosa, P. fluorescens P88 e P.
fluorecens P250 no decorrer de 2 e 5
da7°C.

Percebe-se que a espécie P. aeruginosa
apresentou crescimento lento durante os periodos
avaliados, com aumento de apenas 2 ciclos log em
relacdo a populacdo inicial apds 5 dias de manutengao
a 7°C. Por outro lado, o crescimento das linhagens de

P. fluorescens P88 e P250 aumentou em 4 ciclos
log, comprovando que o leite mantido a 7 °C
apresenta condi¢des satisfatorias para o
crescimento de bactérias psicrotroficas.

Resultados similares foram obtidos por
Pinto (2004) que, utilizando as estirpes 07A e
041 de P. fluorescens, com indculo inicial de
10* UFC/mL em leite desnatado reconstituido
12% mantido a 7 °C, obtiveram contaminagdes
de 10® UFC/mL em 4 ¢ 5 d, respectivamente.

Alguns autores comprovaram a presenca
significativa de bactérias do género Pseudomonas
spp. em leite cru recém-ordenhado, assim como a
sua capacidade de multiplicagdo. Dentre eles, Fagundes
et al. (2006) que, ao coletar leite de propriedades
consideradas com higiene adequada, obtiveram
contagens de 7,33 x 10° UFC/mL para leite recém-
ordenhado e 1,02 x 10* UFC/mL apds refrigeracdo a
5-8 °C durante 48 h. Ja para propriedades consideradas
com higiene inadequada, os autores encontraram
populacdes de 1,08 x 10° UFC/mL para o leite recém-
ordenhado e 1,6 x 10° UFC/mL para o leite
refrigerado nas mesmas condigdes.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) também
encontraram médias de contagens de Pseudomonas
spp. de 2,8 x 10° UFC/mL em amostras de leite cru
coletadas de tanques individuais, 1,3 x 10° UFC/
mL de tanques coletivos e 2,0 x 10° UFC/mL de
silo industrial, o que refor¢a a importancia do
controle das condig¢des de higiene na ordenha, na
tentativa de diminuir a ocorréncia deste impor-
tante deteriorante.

Considerando que as linhagens de P.
fluorescens utilizadas neste trabalho apresentaram
crescimento considerdvel nas condi¢des de tempo
e temperatura utilizados, percebe-se que sdo corretas
as medidas preconizadas pela IN 517 do MAPA com
relacdo ao bindmio tempo e temperatura de

Tabela 1 — Valores médios* de Log de UFC/mL de P. aeruginosa, P. fluorescens P88 e P. fluorescens
P250 inoculadas no leite e no decorrer de 2 ¢ 5d a 7 °C.

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas fluorescens P250
Aeruginosa fluorescens P88
Log de UFC/ mL Log de UFC/ mL Log de UFC/ mL
0d 3,48° 3,58¢
2d 4,03° 6,71° 7,14°
5d 5,07* 7,99* 7,99*

*Valores médios de trés repeti¢des. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente
(P < 0,05) pelo teste de Tukey, para cada microrganismo.

7 De acordo com ela, o leite deve atingir, em até 3 h apds o término da ordenha, temperatura igual ou inferior a 4
°C quando se trata de tanques que refrigerag¢@o que utilizam o principio de expanséo direta ou igual ou inferior
a7 °C quando se trata de tanques que utilizam principio de imersdo. Também preconiza que o leite seja encaminhado
ao estabelecimento processador em até 48 h apds a ordenha, mas recomenda como ideal periodo de tempo nio

superior a 24 h (BRASIL, 2002).
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manutengdo do leite desde a ordenha até o seu
processamento, podendo a temperatura de 4 °C ser
mais eficiente do que a de 7 °C no controle da
microbiota psicrotréfica.

Vale ressaltar que, nas regides sul, sudeste e
centro-oeste ficou estabelecido que entre os meses
de julho de 2008 e julho de 2011, a Contagem Padrao
em Placas (CPP) dos leites oriundos dos tanques de
refrigeragdo deve apresentar maximo de aerobios
mesoOfilos de 7,5 x 10° UFC/mL, mas ndo se
especificou limites para contagens de microrga-
nismos psicrotroficos (BRASIL, 2002). Diversos
autores citam a contagem de psicrotroficos,
especialmente P. fluorescens, acima de 10 UFC/
mL como deletéria para o produto acabado (PINTO,
MARTINS e VANETTI, 2006; MARTINS, 2007;
SHAH, 1994; SORHAUG e STEPANIAK, 1991;
COUSIN, 1982; STEPANIAK e SORHAUG, 1995;
STEPANIAK, 1991)

Neste contexto sdo importantes as colocagdes
de Santos e Laranja da Fonseca (2001) que apontam
que, no Brasil, alguns aspectos praticos limitam a
obten¢do dos beneficios integrais do resfriamento
do leite na fazenda e o transporte a granel. Estes
autores citam a méa qualidade tanto da energia elétrica
disponivel em grande parte das propriedades rurais
como de varias marcas de tanques resfriadores de
leite comercializados no pais, o que leva ao que se
convencionou chamar de “resfriamento marginal
do leite”, ou seja, o resfriamento e armazenamento
do leite em temperaturas que variam entre 5 ¢ 10
°C. Isto contribui de forma significativa para a
proliferacdo de microrganismos psicrotroficos.

3.3 Atividade de proteases

A atividade de proteases no leite mantido a
7 °C foi pouco expressiva, mesmo no periodo de
5 d (Tabela 2).

Como esperado, os resultados da atividade
enzimatica de P. aeruginosa apds 2 e 5 dias de
incubagdo ndo diferiu significativamente(P > 0,05)

entre si. Ja para P. fluorescens P88 e P250, a
auséncia de significdncia entre os resultados
obtidos se deve a alta variabilidade dos resultados
apresentados no teste.

Considerando as populacdes alcancadas para
cada microrganismo neste trabalho, e comparando
com resultados obtidos por outros pesquisadores,
percebe-se certa similaridade de resultados. E o caso
de Cardoso (2006) que, ao estocar o leite cru a 10
°C observou que, ao final de 4 d de estocagem, a
populagdo de bactérias psicrotroficas proteoliticas
foi de 1,2 x 108 UFC/mL e que esta populagdo ndo
foi suficiente para aumentar, acentuadamente, a
concentragdo de proteases no leite.

No entanto, para Costa et al. (2002) apud
Cardoso (2006), uma populagdo de 107 UFC/mL
de P. fluorescens resultou em aumento
consideravel, de até 500%, na atividade
proteolitica em leite estocado a 6 °C.

Pinto (2004) avaliou o grau de protedlise,
baseado em concentragdes de tirosina (mg/ 5SmL),
em leite desnatado reconstituido 12% inoculado
com dois isolados de P. fluorescens (07A e 041).
Verificou que as concentragdes permaneceram
constantes até que a populagdo bacteriana atingisse
108 UFC/mL, o que coincidiu com o inicio da fase
estaciondria de crescimento nas temperaturas de
2°C,4°C,7°Cel0°C.

Pinto (2005) afirma que a produgdo de
proteases por P. fluorescens 07A em seis meios
de cultivo, inclusive leite desnatado reconstituido
a 12%, ocorreu apenas quando a cultura atingiu o
final da fase logaritmica de crescimento e
apresentou alta densidade populacional, ou seja,
entre 108 ¢ 10° UFC/mL.

Rajmohan, Dodd e Waites (2002),
Kohlmann et al. (1991), Griffiths (1989) e Suhren
(1989) reforcam que, um aumento significativo
na produ¢do de enzimas hidroliticas por bactérias
psicrotréficas ocorre somente no final da fase
logaritmica ou inicio da fase estacionaria de
crescimento.

Tabela 2 — Valores médios* de atividade de proteases produzidas por P. aeruginosa, P. fluorescens P88 e
P. fluorescens P250 no decorrer de 2 ¢ 5 d a 7 °C, apds tratamento térmico (100 °C/5 min).

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
Sfluorescens P88

Pseudomonas fluorescens P250

Atividade de proteases

2d 0,25"

5d 03"

Atividade de proteases

0,3"
3,2%

Atividade de proteases

0,3"
1,4

* Valores médios de trés repeti¢des, realizadas, cada uma, em triplicata. Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir aumento na absorbancia de 0,01/h.
Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente (P > 0,05) pelo teste Tukey.
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Diferentes autores afirmam que leites com
contagens de psicrotroficos na ordem de 10° UFC/
mL podem conter enzimas em quantidade suficiente
para causar problemas no produto final, como
diminui¢@o no rendimento de queijos (CARDOSO,
2006), geleificagdo do leite UHT (PINTO,
MARTINS e VANETTI, 2006) e desenvolvimento
de gosto amargo em diferentes tipos de queijo e no
proprio leite UHT (STEPANIAK e SORHAUG,
1995). Mitchell & Ewings (1985) apud Le, Datta e
Deeth (2006) comentam que baixas concentra¢des
de enzimas s3o suficientes para causar degradacdes
indesejaveis no leite UHT durante o periodo de
armazenamento em temperatura ambiente.
Portanto ¢ possivel que estas concentragdes de
enzima possam estar abaixo do nivel de deteccdo
das técnicas convencionalmente utilizadas para
avaliacdo da atividade de proteases, nesta ordem
de crescimento.

3.4 indice de Caseinomacropeptideo
(CMP) no Leite Contaminado

O CMP, também chamado de glicoma-
cropeptideo quando apresenta porgdes de
carboidrato na sua molécula, resulta da quebra da
ligacdo peptidica da «x-caseina entre os
aminoacidos 105-06 (ou PHE-MET). Desta cisdo
forma-se a para-x-caseina (1-105) que permanece
nas micelas de caseina e o glicomacropeptideo
(106-169) que fica no soro (GUINEE &
WILKINSON, 1992; VELOSO et al. 2002).

O leite UHT, ao ser encaminhado para prova
oficial, congelado, deve ter, no maximo, 2 d de
fabricagdo segundo normas internas do LANAGRO.
E considerado apto ao consumo quando apresenta
concentragdes de CMP inferiores a 30 mg/L. Pode
ser destinado a fabrica¢do de derivados lacteos
quando encontra-se com concentragdes de CMP
entre 30 ¢ 75 mg/L, ou ser destinado a alimentacdo

animal, a industria quimica ou outro destino avaliado
tecnicamente pelo Departamento de Inspeg¢do de
Produtos de Origem Animal (DIPOA) quando
apresentar concentragdo de CMP acima de 75 mg/L
(BRASIL, 2006b).

As concentra¢des de CMP (mg/L) presentes
nos leites mantidos durante 2 ¢ 5 d a 7°C, tratados
termicamente apos este periodo (tempo 0), e
incubados a 30 °C durante 30 d (tempo 30)
encontram-se na Tabela 3.

O leite utilizado neste experimento estava
dentro do periodo de validade. No entanto,
apresentou concentracdes elevadas de CMP,
possivelmente por ter sido adquirido no comércio
e ndo segundo as normas do LANAGRO. Essa
particularidade ndo impossibilitou a avaliacdo das
diferengas pesquisadas neste trabalho.

De acordo com os dados apresentados,
percebe-se que P. aeruginosa ndo apresentou diferenga
significativa entre as concentragcdes de CMP do leite
mantido durante 2 e 5 d a 7 °C, para os tempos 0 e 30.
Apresentou, porém, diferenga significativa em relagdo
ao branco. Por outro lado, os resultados dos indices
de CMP das linhagens de P. fluorescens P88 e P250
apds 5 dias de incubagdo a 7°C foram signifi-
cativamente diferentes (P < 0,05) dos de 2 dias de
incubagdo e do branco nio inoculado, tanto no tempo
zero como ap6s 30 d de armazenamento a 30°C
(Tabela 3). As concentragdes de CMP no tempo zero
foram maiores que apos 30 dias.

De acordo com Payens (1978) apud Datta e
Deeth (2001), as proteases produzidas por bactérias
psicrotroficas agem sobre a caseina de forma
semelhante a renina ou quimosina, liberando, portanto,
o CMP. Apresentam, porém, menor especificidade pela
ligacdo 105-106. A mesma colocagdo foi feita por
Recio et al. (2000), quando separaram os principais
peptideos oriundos da acdo de proteases de bactérias
psicrotroficas sobre a k-caseina por cromatografia de
fase reversa e eletroforese capilar e os identificaram

Tabela 3 — Valores médios* de concentragdo de CMP (mg/L) no leite nos tempos 0 e 30.

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas fluorescens P250
aeruginosa Sfluorescens P88
CMP (mg/L) CMP (mg/L) CMP (mg/L)
Dia zero Dia 30 Dia zero Dia 30 Dia zero Dia 30
Branco 117,4°® 145,9*4 117,4% 145,9 1174 145,9"
2d 125,5% 134,3™ 124,2% 135,8"* 123,7° 158,8"
54 1252 136,3% 988,1* 462,2*® 1024,4* 519,6"

*Valores médios de trés repeticdes. Letras minusculas diferentes na mesma coluna, assim como letras
maitsculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (P < 0,05) pelo teste Tukey, para

cada microrganismo.
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por espectrometria de massa com ionizagdo por
eletrospray. De acordo com os autores, por serem
menos especificas que a quimosina, clivam também as
ligagdes 103-104, 104-105, 106-107 e 107-108.

A diminui¢do significativa das concentragdes
de CMP do tempo 0 para o 30 para as linhagens P88
e P250 de P. fluorescens que permaneceram durante
5 d a7 °C, pode ser atribuida a alta concentragdo e/ou
atividade das enzimas produzidas durante este periodo
e que, devido a baixa especificidade, passaram, ao
longo do tempo, a degradar o proprio CMP, o que vai
de encontros a resultados obtidos por outro autores
(informagdo verbal)®.

3.5 indice de Caseinomacropeptideo
(CMP) no leite fraudado

Ao adicionar percentuais crescentes de soro
de queijo ao leite, obteve-se concentragdes também
crescentes de CMP, conforme apresentado na
Figura 3.

600.0 - < c<
y=13.05x+ 150,55

500.,0 R==0,9972

400.,0

3000

CMP (mg/L)

2000

4
100,0

0,0 T T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30

)
b

% de soro adicionado

Figura 3 — Concentracdo de CMP (mg/L) apds
diferentes porcentagens de soro de
queijo serem adicionadas ao leite.

Percebe-se que, o leite, mesmo adicionado de
30% de soro de queijo, apresentou concentragdes de
CMP (541,2 mg/L) inferiores ao leite contaminado
com P. fluorescens e mantido durante 5 d a 7°C.

4 CONCLUSOES E/OU SUGESTOES

A estocagem do leite contaminado com P.
fluorescens por até 2 d/7 °C, mesmo propiciando
ambiente adequado ao seu desenvolvimento, com
contagens superiores a 1 x 10° UFC/mL, ndo
resultou em aumento significativo nos niveis de
CMP. Ja no leite mantido por 5d/7 °C, as alteragdes
nos niveis de CMP antes do processamento ¢ ao
longo de 30 d de sua vida-de-prateleira foram
significativas, confirmando que, nestas condigdes,
os niveis de CMP ndo devem ser utilizados como

Gnico critério indicador de fraude por adicdo de
soro de queijo ao leite.

A exigéncia do MAPA de que as amostras de
leite UHT sejam coletadas, congeladas e enca-
minhadas para analise oficial no prazo maximo de
2 d da fabricagdo ¢ sensata, pois reduz a possibilidade
de erro ou resultado falso-positivo na detecg¢do de
fraude por adi¢do de soro de queijo ao leite. Na
simulagdo de fraude pode ser constatado que, mesmo
uma adicdo de 30% de soro ao leite, o aumento na
concentracdo de CMP pode ser bastante inferior
ao resultado da acdo de P. fluorescens.

Também, face a relagdo que o CMP tem
com a contaminacdo psicrotréfica do leite cru,
este teste tem potencial de aplicagdo no
embasamento de critério para orientacdo de
politicas publicas e do setor industrial para
planejamento e ag¢des de melhoria da qualidade do
leite (higiene operacional, higienizagdo na ordenha,
coleta, transporte e recep¢do) de modo a reduzir
ao minimo a contaminagdo inicial com bactérias
psicrotréficas com potencial proteolitico. Em
adi¢do, a estocagem em temperaturas inferiores a
7 °C poderia conter o seu desenvolvimento.

5 AGRADECIMENTOS

A Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela concessdo
da bolsa de estudos ¢ ao LANAGRO/PL.

SUMMARY

One of the most common economic frauds
applied to fluid milk is the addition of the cheese
whey. The occurrence this fraud, in Brazil, is suggested
by the analysis of the caseinomacropeptide (CMP)
index, a portion of the é-casein molecule soluble in
the whey. However, the action of proteases produced
by psychrotrophic microorganism can interfere with
this test, leading to false-positive results, situation
that started to have greater importance after the
implementation of Normative Instruction 51 (2002).
With the objective to evaluate this interference,
Pseudomonas spp. was inoculated to a final
concentration of ca 10° CFU/mL in milk, followed
by incubation for 2 and 5 days at 7°C. The microbial
growth was monitored and, after these incubation
periods, milk was submitted to thermal treatment
(100 °C/5 min) for elimination of the bacterial cells
and the enzymatic extract was obtained for posterior
analysis of proteases activity. After that, milk was
submitted to incubation 30 °C/30 d and the CMP
index was analyzed at times zero and 30 days. The

8 Informacio fornecida pelo Prof. Sebastido César Cardoso Branddo (Depto. de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal de Vigosa), por telefone, em jan. 2009.
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results of the proteases activity tests at the 2™ day
incubation, using azocasein as substratum, not differed
significantly (P > 0,05) from the 5" day. Differently,
the CMP index at the zero time of the treatment 5d/
7 °C for the milk inoculated with P. fluorescens, were
higher than the same milk frauded with 30% of cheese
whey, denoting the necessity to control even more,
this important spoilage organism. After 30 days there
was a reduction of these indexes, possibly as a result
of the CMP degradation by the same proteases
produced by P. fluorescens.

Index terms: caseinomacropeptide, protease,
fraud, psychrotrophic.
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