UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA ]
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ATIVIDADE PROTEOLITICA, ADERENCIA E PRODUCAO DE BIO FILMES
POR MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITE BOVINO

MARIA DE FATIMA BARROS LEAL NORNBERG

PORTO ALEGRE-RS
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA ]
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ATIVIDADE PROTEOLITICA, ADERENCIA E PRODUCAO DE BIO FILMES
POR MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITE BOVINO

AutaviARIA DE FATIMA B. LEAL NORNBERG

Tese apresentada ao Programa de Pdés-graduacdo em
Ciéncias Veterinarias da Universidade Federal do Ri
Grande do Sul como requisito parcial para obtemigho
grau de Doutor em Ciéncias Veterinarias

Sub-area: Microbiologia

Especialidade:Bacteriologia

Orientador: Prof.. Dr. Adriano Brandelli

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos —
ICTA/UFRGS

PORTO ALEGRE-RS
2009



Maria de Fatima Barros Leal Nornberg

ATIVIDADE PROTEOLITICA, ADERENCIA E PRODUCAO DE BIO FILMES
POR MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LEITE BOVINO

Aprovada em: 29 de abril de 2009.

APROVADO POR:

Prof. Dr.Adriano Brandelli (UFRGS)
Orientador e Presidente da Comissao

Prof. Dr. Eduardo César Tondo (UFRGS)
Membro da Comisséao

Prof. Dr.José Maria Wiest (UFRGS)

Membro da Comissao

Prof2. Dr2. Maristela Lovato Flores (UFSM)

Membro da Comissao



Dedico aos meulsdd
Leticia, Cristian, Natalie, Mare& Rafaele
com muito amor e chan



Agradecimentos

A JESUS pelo privilégio de té-lo como meu amigtino, por todas as gracas
gue sempre me concedeu, por me capacitar, por gabarsta sempre atento as minhas
oracdes, que é poderoso para fazer muito mais dotuplo que pedimos ou que
pensamos, enfim, ao meu unico Deus e Senhor.

Em especial ao professor Adriano Brandelli pelataceomo meu orientador,
pela confianca depositada, por sua paciéncia, @enpéo, admiro-o pela sua
competéncia, entusiasmo e dinamismo, um exempler aseguido como pessoa e
pesquisador.

Ao professor Eduardo César Tondo que com sua saaedmpre esteve pronto
para colaborar com meu trabalho.

A UFSM que me deu todo o suporte e apoio para ngapacitacao.

A CAPES-PICDT pelo auxilio financeiro.

A colega Silvana, a Marilene e ao Jattas pelo auxilio nas andlises
laboratoriais e pela amizade. Assim como a todoscalsgas do laboratério de
microbiologia e funcionarios do ICTA pelo carintexebido.

Ao curso de po6s graduacdo em ciéncias veteringr@as oportunizar este
acréscimo em minha formacao.

A Rita e Denise do laboratério de Microbiologia WF$elo auxilio prestado.

Aos meus pais Maria e Achyles in memorium, masjguo&is esquecerei tudo
que fizeram, nunca mediram esforcos para que euretimasse meus sonhos e ideais.

Ao meu esposo, meu grande e eterno amor José Lgeetesempre me apoiou,
incentivou e que com toda certeza, sem sua pregepadicipacédo, nao teria chegado
até aqui.

Aos meus filhos que souberam entender minhas aasénmom seu amor
incondicional, com seus sorrisos me esperanda saréo do meu esforco.

Enfim, a todos que de uma forma ou outra, foramtonumportantes nesta

conquista.
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Autor: Maria de Fatima Barros Leal Norrber
Orientador: Prof. Adriano Brandelli

RESUMO

Bactérias psicrotroficas foram isoladas de leite refrigerado oriundo de duas
indUstrias de beneficiamento localizadas no sulBdasil. Contagens de bactérias
psicrotréficas foram entre 4,9 e 7,8 logUFC/mL &da 7,2 logUFC/mL, em amostras
coletadas no caminhdo-tanque e no silo de armazmmamda industria,
respectivamente. Dentre as bactérias isoladas, {808 Gram-negativas. A maioria
das cepas apresentaram baixa atividade proteplities cepas déurkholderia
cepacia Klebsiella oxytocae Aeromonassp. apresentaram valores superiores a 20
U/mL em azocaseina como substrato. Proteases daas cgelecionadas foram
resistentes aos tratamentos térmicos convencienasisaram coagulacao de leite UAT
depois de cinco dias de estocagem em temperatuniamter A atividade proteolitica de
uma variedade psicrotrofica @éeirkholderia cepaciasolada de leite cru refrigerado foi
caracterizada. A atividade proteolitica na azoocasapresentou atividade méaxima com
pH 6-7 e decréscimo com pHs acido e alcalino. Aineazapresentou relativa
estabilidade térmica entre 40°65durante 25 min, mantendo pelo menos 80% de sua
atividade inicial a 4%C. O ensaio de coagulac&o do leite demostrou guetaase d&.
cepacia causou coagulacdo do leite desnatado a partiredanslo dia, enquanto a
coagulacéo do leite integral foi observada a pddiguinto dia. A aderéncia desta cepa
ao aco inoxidavel foi avaliada e os substratoss@mtaram niveis de cerca de’ 10
UFClcnf, independente dos diferentes tempos de imers@epA denominada de 1A4
apresentou expressiva atividade proteolitica en6{He 40°C, atividade de coagulacao
do leite e capacidade de aderir ao aco inoxiddwsies resultados indicam qie
cepaciarepresenta um potencial perigo a qualidade de éefirodutos lacteos.

Palavras-chave aderéncia, atividade proteolitica, bactériasfilbies, B. cepacia

1/ Tese de Doutorado em Ciéncias Veterinarias,|&ada de Veterinaria, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, ab@0Q9 (88p.)



PROTEOLYTIC ACTIVITY, ADHERENCE AND BIOFILM PRODUCT ION BY
PSYCHROTROPHIC MICROORGANISMS IN CATTLE MILK

Author: Maria de Fatima Barros Leal Nornberg
Advisor: Prof. Adriano Brandelli

ABSTRACT

Psychrotrophic bacteria were isolated from refrigegd raw milk of two
processing plants at Southern Brazil. Psychrotroptounts were between 4.9 and 7.8
log CFU/mL, and 5.3 to 7.2 Id@FU/mL, for samples collected at the truck andrthik
storage silo, respectively. Among the bacterialates, 90% were Gram-negative. Most
strains presented low proteolytic activity, but astis of Burkholderia cepacia,
Klebsiella oxytoca and Aeromonas sp. showed higfiieen 20 U/mL on azocasein as
substrate. Crude proteases from selected strain® wesistant to conventional heat
treatments and caused coagulation of UHT milk afferdays storage at room
temperature. The proteolytic activity of a psychophic strain of Burkholderia cepacia
isolated from refrigerated raw milk was charactedz The proteolytic activity on
azocasein showed maximum activity at pH 6-7 andedse at acid and alkaline pHs.
The enzyme showed relative thermal stability in rdvege 40-58C during 25 min,
maintaining at least 80% its initial activity at ZD. Milk coagulation assay showed that
the crude protease from B. cepacia caused coagudtiom day 2 for skimmed milk,
whereas coagulation was observed from day 5 forlevhalk. The adherence of this
strain to stainless steel was evaluated, and tHestsata had around T@FU/cnf,
regardless the different immersion time evaluafEde strain 1A4 showed elevated
proteolytic activity at pH 6-7 and 40°C, high mdkagulating-activity, and elevated
capability to adhere to stainless steel. These ltesadicate that B. cepacia may
represent a potential hazadous to milk and daiydoicts.

Key words: adherencéacteria,biofilms, Burkholderia cepacia, proteolytic activity

1/Thesis of Doctor in Veterinary Science, Faculdalte Veterinria, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, ap@iQ9 (88p.)



LISTA DE FIGURAS

Pagina

3.1 Bactérias psicrotroficas e atividade proteolitica o leite cru refrigerado

Figura 1

Correlacdo entre atividade proteolitica e contagéotis de
psicrotréficos em amostras de leite cru refrigeradiminado do
[aticinio L1 (A) € L2 (B)eveiiieeeeeeeie e ceee ittt 43

3.2 Proteolytic activity among psychrotrophic bacteria isolated from
refrigerated raw milk

Figure 1

Counts of psychrotrophic bacteria isolated fronrigefated bovine
milk from march (month no. 1) to december 2006 ................... 56

3.3 Proteolytic activity of a psychrotrophic Burkholderia cepacia strain
isolated from refrigerated raw milk

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Effect of pH on proteolytic activity dBurkholderia cepacidA4......... 72

Effect of temperature on proteolytic activity Béirkholderia cepacia
1A4 (A). Thermal stability oB. cepaciaprotease at 40°C (circles),
45°C (squares) and 50°C (triangles) (B)........c.cccvvevvivercmmmneeeee. 13

Concentration of amino acids of whole (circles) akimmed milk
(squares) incubated with 4 U/mL protease (blackl®ys) or heat-
inactivated protease (white symbolS)............c.coiiii . 74

Crystal violet staining of biofilms formed . cepacialA4. Values
were determined after 24 (black bars), 48 (graghd@?2 (dashed bars)
and 96 h (white bars) incubation at the indicated
LOMPEIAIUIES ... e e e e e e 75



LISTA DE TABELAS

Pagina
3.1 Bactérias psicrotréficas e atividade proteolitia no leite cru refrigerado

Tabela 1 Valores médios de contagens de bactérias psicieasdé atividade
proteolitica em leite cru refrigerado obtido de sdtaticinios do
Estado do Rio Grande do Sul..........ooooiiiiiiiie 40

Tabela 2 Analise da correlagdo entre atividade proteoligcaontagens de
psicrotréficos em leite cru refrigerado obtido dmsdlaticinios do
Estado do Rio Grande do Sul..........ooooiiiiiiiiee 41

Tabela3 Contagens de microrganismos psicrotréficos em aamste leite
bovino obtidas em diferentes regides do Brasil....................oon. 42

3.2 Proteolytic activity among psychrotrophic bacteda isolated from
refrigerated raw milk

Table 1 Psychrotrophic microorganisms isolated of raw milk Southern
Brazil.... ..o e e DT

Table 2 Isolated bacteria  that presented higher proteolytic
= o 1111 PP 58

Table 3 Heat resistance of proteolytic enzymes of seleg®ythrotrophic
bacteria isolated from raw milK............c.ooii i 59

3.3 Proteolytic activity of a psychrotrophic Burkholderia cepacia strain
isolated from refrigerated raw milk

Table 1  Coagulation of skimmed and whole UHT milk sampleg b
Burkholderia cepacigprotease ..........cooovviiiiiiiiiiiiiiiieee e, 71



SUMARIO

1 INTRODUGAO ....oouvtiiieceeeee et eeemae ettt asanens 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......oooveeieeeeeeeeeeeeee e 14
2.1 TEMPERATURA DE TRANSPORTE E GRANELIZACAO DO

= 14
2.2 MICRORGANISMOS NO LEITE........cioviteescmmmseeeeeeeesieens e 15

2.3 MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS NO LEITE....ccouevevenvene.. 18
2.4 ORIGEM DOS MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS NO TEL.. 21
2.5 MICRORGANISMOS PSICROTROFICOS: CONSEQUENCIAS NA

QUALIDADE DO LEITE. ... iteeuteee ettt eeeee e ee e 22
2.6. ADESAO E FORMAGAO DE BIOFILMES ......coooeeeiiieeeeeeece e 24
3 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ooooeeeeeeeeeeeeeee ettt eeee e aeeina 27

3.1 ARTIGO 1

3.1 Bactérias psicrotroficas e atividade proteatitino leite cru refrigerado... 29

.11 RESUMIO. .. ettt et e e e e e e e e e e 29.....
.12 ADSHIACT. .. et e e e e e 30....
IS0 IR I [0 1 (oo (3 To%= To T PP § SPP
3.1.4 Material @ MEtOAOS. .. ......ieiie i e 32...
3.L.5 RESUIAAOS. .. et e e e e e e e e 33.....
3.1.6 DISCUSSAD. .. . e ettt et e tet e et e et et et e e e 34.....
.17 CONCIUSEOD. .. ..t e e e e 36....
3.L.8 RETEIENCIAS. .. ... ettt e et et e e e 36....

3.2 ARTIGO 2

3.2 Proteolytic activity among psychrotrophic baize isolated from
refrigerated raw milK....... ...

44
3.2. 1 ADSEIACT ..eveiiiieiiiiieiee e ettt 44
3.2.2 INEFOTUCTION ...ttt e e 45
3.2.3 Materials and Methods ................ oo 46

3.2.3.1 SAMPIES....ee i e e 40
3.2.3.2 Isolation of psychrotrophic bacteria .............coemiiiiiiiiini, 46



3.2.3.3 Identification of DACIEIIA ......ove et e e e 46

3.2.3.4 Production of proteolytic enzymes ............oovieivnvmcmneceniennn. 46
3.2.3.5 ENZYME ACHVILY ...vieniee e e 47
3.2.3.6 Effect of thermal treatments on proteolgtivity ....................... 47
3.2.3.7 Milk coagulation @SSAY .........ccouiuiieiii it 47
3.2.4 Results and diSCUSSION..........cocoviiiiiiii i 48
3.2.4.1 Psychrotrophic bacterial counts ...........ccooiii i 48
3.2.4.2 Identification of prevailing bacteria ...........cccceviiiiii i 49
3.2.4.3 ProteolytiC @CliVILY ........oveuuieie it e e e e e e 50

3.2.4.4 Milk coagulation ...........c.cooiiiiiiii i i ie e nee.. DA

3.2, 5 CONCIUSION. .. e B2
3.2.6 ACKNOWIEAGMENTS ....viiiit it e e e e e .52
3.2.7 REIEIENCES ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e 52....

3.3 ARTIGO 3

3.3 Proteolytic activity of a psychrotrophiBurkholderia cepaciastrain

isolated from refrigerated raw Milk.............cooooiiiiii i 60
3.3 L ADSHIACT. .. .t 60...
3.3 2 INrOTUCTION. ..ottt e et e e e e e e e et et enes 61...
3.3.3 Materials and methods .............cooooiiiiii e ..62...
ICTRCTRC 700 I |V [ Tod foTo] {0 =T o157 1 o NP 62
3.3.3.2 Production of protease ..........cooouuveiiiiiiiii e e 62
3.3.3.3 ProteolytiC @CliVIty ........cveuuieie it i e e e 62

3.3.3.4 Characterization of proteolytic activity..................ccceeeveeveeeee. 63
3.3.3.5 Milk coagulation .............cccviii i e e B3
3.3.3.6 Adherence to stainless steel.............ccoooeeiiiiiiiciiieinee. 63
3.3.3.7 Biofilm growth @ssay ..........ccveiiiiiiii i e 64
3.3.4Results and diSCUSSION ..........coceviiiiieiii i eeie e 64
3.3.4.1 Proteolytic activity dB. cepacia.............oceevviviviiii i .. 64
3.3.4.2 Milk coagulation ...........c.ccoiiiiiiiiii i i e ee e, BD
3.3.4.3 Adherence capacity and biofilm formation............................. 66
3.3.5C0ONCIUSION. .. ..t et 67...

3.3 ORE CIENCES ..o 68....



4 DISCUSSAO GERAL ...ovieeee e e e e e e,
B CONCLUSOES ..o e e e e e e

REFERENCIAS . ... e e e e e e e e e e e,



INTRODUCAO

A industria de laticinios passa pomgies transformacfes, como 0 pagamento
ao produtor em fungéo da qualidade, aliado a ppagdo constante dos consumidores
com relacdo a seguranca dos alimentos, obrigangwaatutor ser profissional, isto €,
ter produto rentavel melhorando seus indices ddutikadade com muita énfase ao
aspecto qualidade.

Particularmente no que diz respeitaialidade do leite, certamente a questao
relativa ao pagamento diferenciado da matéria-pegmauncdo de suas caracteristicas
fisicas, quimicas, bromatologicas e organoléptieade a se ampliar e, dessa forma, o
pagamento baseado na qualidade vai ser um elemertiberenciacdo dos sistemas de
producao e que, certamente, vai ditar a permanénangio dos produtores na atividade.
A qualidade do leite cru esta intimamente relagi@anaom o grau de contaminacao
inicial que ocorre logo apdés a ordenha, com tempengeratura de estocagem. A
determinacdo das caracteristicas principalmenteobiadgicas do leite no momento
do seu recebimento na industria e os efeitos daaEptm séo relevantes no processo de
selecdo do destino dessa matéria-prima, assim cola®, medidas profilaticas e
preventivas a serem tomadas para a melhoria dédgdel Entre essas relacionadas
com a qualidade do leite, destaca-se a microbicdggjue pode ser um bom indicativo
da saude da glandula mamaria, do rebanho, dascéesdgerais de manejo e higiene
adotados na fazenda. Primeiramente, pode-se appreays principais microrganismos
envolvidos com a contaminagéo do leite sdo as tast& que virus, fungos e leveduras
tém uma participacdo reduzida, apesar de seremma@matimente importantes em
algumas situacoes.

A seguranca e a qualidade do leitefsfmes essenciais para a saude publica,
devendo ser um bindmio de referéncia para todasdastrias de laticinios. Associado
as questdes de saude publica, tem-se perdas dentdBne matérias-primas em
decorréncia de processos de deterioracdo de ongmmobioldgica, processamento
industrial ineficaz, entre outros, com prejuizopaficeiros consideraveis para as
industrias, distribuidores e consumidores. Assirayedse buscar o caminho mais

efetivo para garantir a seguranca dos alimentos.
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O leite, alimento altamente nutrititambém € um excelente meio de cultura,
podendo ser facilmente contaminado por varios grug® microrganismos que nele
encontram condi¢bes Otimas de multiplicacdo. Eligaga o crescimento, ndo sé de
microrganismos patogénicos, como também deteresaBSalmonellaspp, Bacillus
cereus Brucellaspp,Campylobactespp, eStaphylococcus aurewssio alguns exemplos
de microrganismos patogénicos associados a sudotoxdnfeccbes alimentares e
inumeras perdas onde o leite e produtos lacteasfenvolvidos.

A atual demanda da industria de prasldacteos com prolongada vida de
prateleira, tem resultado em novos desafios panarautencdo da qualidade do leite e
seus derivados. O tempo prolongado de armazenamemtotemperaturas de
refrigeracdo favorece o crescimento e o predondeibactérias psicrotréficas, as quais
apresentam capacidade de producdo de enzimas tidigoli e proteoliticas
termoresistentes, sendo esta uma importante cdssic dos psicrotréficos, € a sua
capacidade de sintese de enzimas extracelularedeqguedam os componentes do leite.
E interessante enfatizar que entre as bactériasopsificas o géner®seudomonag
predominante em leite refrigerado. Algumas espébgsse género apresentam grande
potencial deteriorativo, sendo muito importante suaeta identificagao.

Por tratar-se de um produto perecivel, o leite neemencdo especial na sua
producéo, beneficiamento, comercializa¢cdo e conspoie estara sempre sujeito a uma
série de alteracgdes.

Este trabalho visou detectar a presenca dos paiiscipnicrorganismos
proteoliticos psicrotroficos, em leite cru refrigeo obtido de laticinios do Rio Grande
do Sul, identificar e caracterizar suas capacidagegeoliticas, suas atividades
enzimaticas, e d8urkholderia cepaciaalém desses, sua aderéncia e formacao de

biofilme.



2. REVISAO BLIOGRAFICA

2.1. Temperatura de transporte e granelizacédo doite

A qualidade do leite no Brasil tem noglido substancialmente a partir de 2001.
As condicbes favoraveis relacionadas as oportusglate exportacdo permitiram a
implementacdo do Programa de Melhoria da QualiddoelLeite (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, log&o Normativa n°51, de 18 de
setembro de 2002). Esta Instrucdo estabeleceiasitpara a producdo, identidade e
qualidade do leite, o que produziu a implementaigimelhorias como a coleta do leite
cru refrigerado e seu transporte a granel (MARTIRERA4).

Essas duas medidas de impacto diretoesabestrutura de produgéo leiteira
(resfriamento do leite na fazenda e a sua colejeanel) alteraram as condi¢bes na
grande maioria das regides, resultando no desapem@o da coleta em latdo e do
recebimento de leite ndo resfriado. Nao ha duvidagde esta foi a medida que,
isoladamente, trouxe maior e mais rapido impactresa melhoria da qualidade do
leite (SANTOS e FONSECA, 2003).

A racionalizacdo da coleta e do trangpdo leite até a indlstria € uma
tendéncia mundial, beneficiando toda a cadeia d@e.|& refrigeracdo do leite,
imediatamente apés a ordenha, visa diminuir a pligiticado de bactérias mesofilas que
causam a acidificagdo. Entretanto, isso levou @orézimento da multiplicacdo da
microbiota psicrotrofica presente na matéria-prildasse processo de conservacédo do
leite pelo frio, recomenda-se que, na segunda dypda a ordenha, a temperatura deva
estar a 4°C, condicao esta que favorece a prald#erde microrganismos psicrotroficos
(FAGUNDESet al, 2006). Cerca de 80% dos 5,25 bilhdes de litrogitke que passam
pelas cooperativas séo resfriados na fazenda &adotea granel (ALVARE®t al,
2003).

Dependendo do produto a que se destina, o leité sabmetido a varios tipos de
tratamentos e processos tecnoldgicos que promovera alteracdo qualitativa e
guantitativa em sua microbiota inicial. A predommci@ de determinadas espécies
dependera das modificacdes fisicas e quimicas eganias, tais como temperatura,
atividade de agua, potencial redox e pH (MOREX@I.,2002).



15

Geralmente, o resultado dessas modifiagema diminuicdo da microbiota
total e uma sele¢édo de microrganismos especifiomsp por exemplo, 0s psicrotroficos
em produtos refrigerados, bem como os esporuladgzredutos tratados termicamente
(MORENOet al.2002).

Apesar dos enormes e inegaveis benefaiosdos do resfriamento do leite na
fazenda e da granelizacdo do transporte, uma dérfatores limitantes merecem ser
mencionados e ponderados. Dentre os fatores litegapodemos apontar: eletrificacdo
rural, estrutura viaria, custo do resfriador, ta@rento dos produtores e potencial de

marginalizacao/exclusao de pequenos produtores T&8\e FONSECA, 2003).

2.2. Microrganismos no leite

Em 1837, Pasteur foi o primeiro cientista compreender o papel dos
microrganismos nos alimentos, demonstrando quéddieacao do leite era provocado
por estes. Em 1860, o mesmo, empregou o0 calor gas#ruir microrganismos
indesejaveis em alimentos. Este processo denoraipasteurizacdo (HOFFMANMt
al., 1999). Em 1933, Charles Porcher definiu exataenernobjetivo da pasteurizacao,
que é destruir parte da sua microbiota e pratictanimlos patdgenos, por emprego
apropriado de calor, procurando alterar o menossipels a estrutura fisica, seu
equilibrio quimico e suas vitaminas (ROQWE al, 2003). Gounot (1986) e Silva
(1991) observaram que 0s microrganismos que noremémcontaminam o leite
crescem numa ampla faixa de temperatura, podendaligeidos em psicrofilos,
mesdofilos, termofilos. Os psicrofilos constituergrapo de bactérias que encontram em
temperaturas que podem variar de 0° a 20°C suetatopa O0tima de crescimento. Na
area de microbiologia de alimentos, os organisnapazes de se desenvolver na faixa
de temperatura considerada adequada para os pegraiesmo que essa temperatura
nao seja Otima para o seu crescimento, sdo dendosinasicrotroficos e sdo assim
denominados por crescerem entre temperaturas de 40°@ (COLLINS, 1981,
SANTANA, 2001). Os mesofilos constituem o grupo guelui a maioria dos
microrganismos acidificantes do leite, e podentaeacterizados por se desenvolverem
entre temperaturas de 20° a 45°C, com a tempe@iora de crescimento entre 30° e
40°C (JAY, 2002). As bactérias termdfilas sdo deéim como aquelas cuja temperatura
Otima de crescimento situa-se entre 45° a 65°Gr& gdgumas espécies consideradas

como termdfilas extremas as temperaturas de crestimpodem atingir 90°C e o
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minimo em torno de 35°C (ICMSF, 1994). O leite oarmalmente contém poucas
bactérias terméfilas, embora elas possam estagmiessem numero suficiente para se
desenvolverem no leite mantido a temperaturas @ésyaacarretando grande numero
desses microrganismos no produto. Essas bactéoiastitoem problema no leite

pasteurizado quando algumas porc¢des sdo mantidaglgum tempo, entre 50°C a
70°C (ICMSF, 1994).

Tem-se observado que um grande numero de espécisisieradas estritamente
mesofilas ja estdo sendo incluidas também entnesiosotroficos (SILVEIRAet al.,
1998). Antuneset al. (2002) relataram a presenca de microrganismos opificos
representando 23% da microbiota do lere natura, os quais em condi¢cdes de
refrigeracdo multiplicam-se mais rapidamente doajoecrobiota mesofilica, tornando-
sepredominantes. Santana (2001) citou que tempesa&matorno de 4°C controlam o
crescimento de microrganismos mesofilos, que enal gerovocam acidificacdo e
causanperdas econémicas para produtores e industrias.

O termo psicrotrofico tem confundido os microbiottgs desde o comeco do
século. Outros termos sinbnimos sdo usados, taiso:.cqsicroéfilos facultativos,
tolerantes ao frio ou psicrotolerantes (GOUNOT, 6)9&%egundo Collins (1981), de
acordo com as normas da Internacional Dairy Federabs psicrotréficos foram
definidos como sendo os microrganismos que podesandelver-se a 7°C ou menos,
independente da temperatura Otima de crescimerdgee Erupo € extremamente
importante em produtos que sdo conservados ou anadas em condi¢cdes de
refrigeracdo por periodos relativamente longos @l semanas). O problema torna-se
ainda mais sério quando se considera que o uspsimteda refrigeracdo, desde a
fazenda até a residéncia do consumidor, pode paowona gradativa selecdo para esse
grupo (SILVEIRA et al, 1998). Quanto maior o tempo de armazenamentceiti® |
resfriado, maiores as chances de multiplicacdo aiiana, em especial dos
microrganismos psicrotroficos. Geralmente, estarabiota se torna predominante no
leite resfriado apos 2 a 3 dias. Uma importanteaataristica dos psicrotréficos
comumente encontrados no leite e produtos derivadosua capacidade de sintese de
enzimas extracelulares que degradam os compondatésite. Ainda que durante a
pasteurizacdo do leite, a maioria dos psicrotréfiseja destruida, este tratamento
térmico tem pouco efeito sobre a atividade das neazi produzidas por estes
microrganismos, sendo consideradas enzimas tersigigetes (MUIR, 1996; CUNHA
e BRANDAO, 2000; SANTOS e FONSECA, 2003).
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No Brasil, o leite (matéria-prima) utilizado paralatencdo do produto tratado
por UAT foi o tipo C, que até julho de 2005 ndo sasa um padrao microbioldgico
quantitativo, e geralmente era obtido, estocadaresportado em condi¢cdes precarias,
representando um dos principais problemas na gardatqualidade do produto longa
vida (COELHOet al, 2001). Atualmente, com a substituicdo do lertetgpo C pelo
leite cru refrigerado, que tem um padrdo quanibatpenas para a populacdo de
microrganismos mesdfilos de, no méaximo, 7,5X6C/mL, a preocupacdo passa a ser
o grupo dos psicrotréficos que encontram condig@dsquadas para multiplicacédo
durante o periodo de armazenamento na propriedaale r

Santos e Fonseca (2002) enfatizam que o processaodernizagcdo no setor
leiteiro em algumas regifes do Brasil, com sigatfims mudancas nos sistemas de
armazenamento e transporte do leite, como a addoacesfriamento do leite na
fazenda, logo apGs a ordenha, e a posterior celetmsporte do produto em caminhdes
tanque isotérmicos, tem ocasionado danos a quelidadoroduto por atuar de forma
seletiva na presenca de psicrotroficos. Aléem diakpymas falhas higiénicas durante a
producao podem ser mascaradas com essa pratieaiadsente aquelas relacionadas a
presenca e desenvolvimento de microrganismos nes¢8OARES, 2004). Antes do
tratamento por UAT, o leite cru deve passar portiatamento térmico prévio, como
forma de eliminar as bactérias psicrotroficas eeasimas termosensiveis por elas
produzidas. O processo mais adotado nesta fagasteurizacéo rapida (HTST — 73° a
75° C/15 segundos) (BASTOS, 1999).

Rezendeet al (2000), ao analisarem amostras de quatro difesemarcas de
leite UAT, encontraram elevadas populagfes de mgarosmos mesofilos em 30% das
amostras, concluindo ser necessaria uma legiskda&m e uma fiscalizac&o rigorosa e
eficiente quanto as caracteristicas microbiologamproduto. Em trabalho semelhante
Vidal-Martins et al. (2005) encontraram 22,7% das amostras com popmdade
microrganismos mesofilos superiores ao estabelgmtolegislacao brasileira.

A partir de julho de 2005 (BRASIL, 2002) é permitique o leite cru tipo C
apresente no maximo 10FC de microrganismos meséfilos por mililitro. Aalielade
encontrada muito difere dessa exigéncia. Carvathal (2004) consideram que uma
carga microbiana de mesoéfilos no leite cru de aBéx110 UFC/mL é satisfatoria,
Coelhoet al (2001) afirmam que a qualidade da matéria-pritizada para producao
do leite UAT e o tipo de processamento do prodeteeth ser levados em consideracao

na avaliacdo dos resultados, podendo-se assodanlalade do leite UAT, com as
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condi¢cdes higiénico-sanitarias da ordenha, jA& g@e fatores que contribuem
decisivamente para o estado microbioldgico do leite O leite pasteurizado tipo C
possui padrdo microbioldgico estabelecido e egjalaeenta, no maximo, 3,0 x 10
UFC/mL na contagem padrédo em placas de microrgasisnesofilos (BRASIL, 2002).

Tessari e Cardoso (2002) ao analisarem amostraseitte pasteurizado,
verificaram que nenhuma encontrava-se em desacordwms padrdes microbioldgicos
oficiais e Timmet al (2003) verificaram que apenas uma amostra agmsemlor
acima do limite para microrganismos mesofilos. Roré&ordeiro et al (2002)
verificaram que 18,6% das amostras apresentaraoiggdes de mesofilos superiores
aquela fixada pela legislacdo, classificando taiesiras como “produto em condicdo
higiénica insatisfatoria”.

Martins e Albuquerque (1999) analisando 20 amostideite pasteurizado
verificaram populacées de microganismos meséfittseel@ e 10 UFC/ mL, sendo 5
amostras acima do padrdo para o grupo microbiaadilhd e Fernandes (1999)
analisando amostras do mesmo tipo de leite verdimaque 12,4% estavam acima do
estabelecido para mesofilos. Convém ressaltar gusopulacdes foram consideradas
bastante elevadas, num intervalo déal0d UFC/mL.

Segundo Cromie (1992) quando o numero de micrasgass psicrotroficos
atinge 10UFC/mL comeca a haver alteracbes no leite. A ekevpdpulacdo de
microrganismos psicrotroficos presentes no leitetarna-se um fato preocupante, pois
muito embora a grande maioria seja destruida patteprizacdo (com excecédo das
bactérias termoresistentes), tal grupo possui aacid@de de produzir enzimas
lipoliticas e proteoliticas termoresistentes, quant®m sua atividade apos a
pasteurizacdo ou mesmo apos o tratamento por URLINA problemas relacionados a
qualidade dos produtos lacteos como: alteracadoaliler e odor do leite, perda de
consisténcia e gelatinizacdo ao longo da vida coaledo leite UAT, podem estar
associados a agao de proteases e lipases de dragbeniana.

2.3. Microrganismos psicrotroficos no leite

No leite “in natura”, ndo refrigerado, ha um pnexdoio de microrganismos
mesofilos, dos quais, 0s mais importantes sdcemsirocos e coliformes, responsaveis
pelo processo indesejavel de fermentacéao laticen £adocéo de refrigeracédo no leite,

nas propriedades leiteiras, vem ocorrendo o praedomide microrganismos
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psicrotroficos, cuja concentracdo dependera dagligiies de manejo higiénico-
sanitario desenvolvidas no local (SANTOS e LARAN2801).

Bactérias psicrotréficas sdo todas aquelas quesegoem crescer em
temperaturas em torno de 7°C, independente desysetatura 6tima de crescimento, a
gual pode ser de 20°C a 30°C. Estes microrganigadem ser bastonetes, cocos,
vibrios, formadores ou ndo de esporos, Gram-nagatou positivos, aerdbios ou
anaerobios (SORHAUG e STEPANIAK, 1997). Entre astdrégas Gram-negativas,
destacam-sePseudomonas, Achrobacter, Aeromonas, Serratia, fGbagteriume
Microbacterium (SORHAUG e STEPANIAK, 1997; ENEROTH et al., 1998&ste
grupo de bactérias tem, portanto, enorme impoancis alimentos mantidos em
condicOes de refrigeracdo tornando mais sério blgmma devido a extensdo de cadeia
do frio, desde a producéo até o consumidor.

A refrigeracdo do leite, logo apdés a ordenha, dsainuir a multiplicacdo
microbiana, entretanto, sua eficiéncia é maximizadaassociada a outros fatores,
especialmente de ordem higiénica. Na grande madag propriedades leiteiras, a
temperatura de refrigeracao oscila entre 5°C a,1l®%tie configura um “resfriamento
marginal do leite” (SANTOS e LARANJA, 2001), comwmindo para multiplicacdo de
microrganismos psicrotréficos, resultando na quaelaualidade do leite e derivados.
Suhren (1989) afirma que, entre 0s organismos qisificos, o género mais
freqientemente isolado do leite refrigeradd®geudomonassendo as espécid3.
fluorescens, P. fragi, P. putida P. putrefaciensas que tém papel relevante na
diminuigédo da qualidade do leite fluido e demaisvdelos lacteos. No leite “in natura”
refrigerado a espéci®. fluorescens é predominante sobre as demais espécies
(DESMASURES e GUEGUEN, 1997; ENEROTH et al., 2000b)

O génerdPseudomonagonsiderado o mais importante dentre os psicrousfi
pode ser encontrado em aproximadamente 10% dabiutaao leite recém-ordenhado
(MUIR, 1996), sendo que sob condicbes de refrigeragste género rapidamente
predomina na microbiota tanto do leite cru comdedt® pasteurizado (SORHAUG e
STEPANIAK, 1997). Este género € representado ppeass que apresentam oS
menores tempos de multiplicacdo em temperaturas 8rg 7°C (4-12 horas) e podem
crescer em temperaturas tao baixas quanto 10°CRM1996).

Pseudomonaspp. sdo bastonetes Gram-negativos, que apresemdgiiidade,
geralmente aerobicos, ndo fermentadores, istocutidzam carboidratos como fonte

de energia ou 0s degradam por outras vias metabdtjue ndo a fermentacdo. Esse
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género é constituido por espécies que tem menengsos de multiplicacdo (4 a 12
horas), numa faixa de temperatura entre 0°C aM@QR, 1996).

Uma importante caracteristica dos psicrotroficaatrados no leite e produtos
derivados € a sua capacidade de sintese, durdase ¢0g, de enzimas extracelulares
que degradam os componentes do leite. Ainda quentlua pasteurizagdo do leite a
grande maioria dos psicrotroficos seja destruidée @atamento térmico tem pouco
efeito sobre a atividade das enzimas termorresesterproduzidas por estes
microrganismos (MUIR, 1996; CUNHA e BRANDAO, 200BANTOS e FONSECA,
2003).

Segundo Desamasures e Gueguen (1997), em extaisiht relatando os
resultados do monitoramento da qualidade do leiteefrigerado, apontaram o género
Pseudomonagomo 0 mais importante em termos de contaminacawoomologica.
Wiedmannet al (2000) e Pintet al. (2004) também relatam que o principal género da
microbiota psicrotréfica envolvida na producdo daeimas no leite cru é o género
PseudomonasEsse género inclui espécies que se caracterizamaesentar alta
diversidade genética (MARTIN& al.,2003) e mecanismos fisiologicos de adaptacéo e
crescimento a baixas temperaturas (JAY, 2002).

A microflora inicial influencia grandemente nessaaligfade do leite cru e
consequentemente dos produtos com ele fabricadogchicas usuais de manuseio de
leite cru freqlentemente resultam em altas contagdn psicrotroficos antes da
fabricacdo de produtos lacteos, que atraves deasivédades proteoliticas e lipoliticas
produzem substancias indesejaveis aos produtos$EGKH e SANTOS, 2000). Apesar
da importancia dos psicrotroficos, o Ministério Algricultura ndo estipula um padrdo
de qualidade e identidade do leite, baseado nagemt de unidades formadoras de
colonia destes microrganismos. No Brasil ndo existea regulamentacdo sobre a
qualidade microbiologica do leifa naturadestinado a fabricagdo de produtos lacteos
especificos. Apesar disso, com base nos dadostetatlira parece imprudente a
fabricacdo de produtos a partir do leite em queordagem de psicrotréficos tenha
excedido a 1WFC/mL, pois neste caso é grande a possibilidaderdaenca de
enzimas degradativas extracelulares. Mesmo nasetatopas de refrigeracao propostas
pela legislacdo brasileira para a conservacdo e f@a fonte de produgdo e no
estabelecimento industrial pode ocorrer perda ddidpade da matéria-prima se um

controle efetivo de contaminacdo inicial ndo falimdo (MARTINSet al.,2004).
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Na atual conjuntura de desenvolvimento da cadeiairatystrial do leite, é
pertinente que se faca uma andlise dos pontosositjue podem levar a um alto risco
de contaminacao do leite com microrganismos psiiobs (SANTOS e FONSECA,
2003). H4 uma grande necessidade de associarakigenacdo as boas praticas de
fabricacdo para que se evite ou monitore a contsgém do leite por microrganismo
psicrotréficos (FONSECA e SANTOS, 2000).

2.4. Origem dos microrganismos psicrotroficos no i

Os microrganismos psicrotréficos quandesentes no leite refrigerado, em
particular no “in natura” sugerem alteracdes ndidade do produto final. A ocorréncia
desse grupo bacteriano no leite depende diretardardeequacao ou ndo do manejo da
propriedade. Leite produzido sob condi¢Bes adegudedigiene, podera conter menos
que 10% de psicrotroficos em relacdo a microbiotal,t mas naquele produzido em
condicOes higiénicas inadequadas, esse grupo raombpodera contribuir com mais
de 75%. A contaminacdo dos produtos lacteos potétas psicrotréficas pode
originar-se do suprimento de &agua de qualidade emaata, deficiéncias de
procedimentos de higiene e mastite (ENEROTH, 2@02@00b; JAY, 2002; MURPHY
e BOOR, 2000). Portanto, procedimentos de higiegdzaempregados na cadeia
produtiva do leite constituem pontos importantes @aobtencdo de uma matéria-prima
de alta qualidade.

Fontes ambientais de contaminacao do leite inclaémgua utilizada na limpeza
do equipamento e em outras tarefas. E de fundamemartancia que a agua para
estes fins seja potavel, com baixa contaminacdo cpbformes e outros géneros
bacterianos comadPseudomonase Bacillus (COUSIN, 1982). O leite pode ser
contaminado quando entra em contato com a sugedéciequipamento e/ou utensilios
de ordenha, assim como no proprio tanque de refgge do leite mal ou nunca
higienizados. A contagem bacteriana total do Ipitde aumentar significativamente
guando em contato com equipamentos nos quais azang sanitizacao sao deficientes,
pois os microrganismos proliferam nos residuos aie Ipresentes em recipientes,
borrachas, juncdes e qualquer outro local onde@e@mimulo de residuos de leite.

Durante o intervalo entre as ordenhas, enquant@@as estdo deitadas, ocorre
intensa contaminacao da pele dos tetos e do Utrareipalmente se o ambiente estiver

altamente contaminado. A cama ou local de permaméas animais pode abrigar
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elevadas cargas microbianas, podendo atingir umeagem bacteriana de 18 1G°
UFC/mL (BRAMLEY, 1982; HOGAN et al., 1989).

2.5. Microrganismos psicrotroficos: consequénciasanqualidade do leite

O controle deste grupo de bactérias tamddmental importancia no
prolongamento da vida util do leite e seus deriga@anbora a pasteurizacao elimine a
maioria dos microrganismos presentes no leiteersaise que quando o leite €
armazenado sob frio, os microrganismos psicrowéficdesenvolvem atividades
metabdlicas, como fermentacdo de carboidratosligdr de proteinas e gorduras
(SANTANA, 2001). A degradacdo desses componentedede contribui para a
reducdo de sua qualidade, especialmente nos gasaotganolépticos normais (sabor e
odor). Além disso, esses microorganismos podemugio@nzimas termoestaveis, as
quais sdo responsaveis pelas alteracdes bioquimdsapasteurizacdo (MUIR, 1996).
Gomes (1988) enfatiza que a flora psicrotroficaleite € responsavel pela grande
producdo de enzimas, quer proteoliticas e/ou tipaH. Cousin (1982) relata que as
enzimas proteoliticas decorrentes Rieudomonaspp. sao sintetizadas a 4°C, mas a
concentragcdo é aumentada em temperaturas ent@£80°C.

As enzimas proteoliticas, produzidas por organssmsicrotroficos, mantém
atividade enzimatica mesmo apos o tratamento de pelo UAT (COUSIN, 1982).
Gomes (1996), afirma que as proteases produzidasegsas bactérias, mesmo em
concentragdes infimas, podem hidrolisar as praeha leite, ocasionando sabor
amargo e gelificagédo no leite UAT. Uma ampla garagpbblemas de qualidade de
produtos lacteos pode estar associada a acdo deages e lipases de origem
microbiana como: alteracdo de sabor e odor dg legiela de consisténcia na formacao
do codgulo para fabricacdo de queijo e gelificad@ideite longa vida (COUSIN, 1982;
KOHLMANN et al, 1991; MUIR, 1996).

Datta e Deeth (2001) também citam gelificacdoeite IUHT durante o periodo
de estocagem como um grande problema causado parasnde psicrotréficos. Essas
enzimas estao relacionadas também com defeitoerss@aCELESTINCet al, 1996;
WIKING et al, 2002), e, instabilidade térmica do leite (ADAMSEal, 1976). Estas
enzimas de origem microbiana podem estar localizadantro das bactérias
(intracelulares), associadas a parede celularplpsmaticas) ou serem excretadas para
0 meio (extracelulares) (SANTOS e FONSECA, 2003. ehzimas intracelulares e
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aquelas associadas com a parede celular podenbe@dias no leite quando ocorre a
lise celular das bactérias, apds o tratamento ¢érmi desta forma, em conjunto com as
enzimas extracelulares, apresentar acao sobrengsooentes do leite (KOHLMANN
et al, 1991). Portanto, essas enzimas apresentam grapdgéancia na qualidade e na
vida de prateleira de produtos lacteos como queigite longa vida e creme de leite
(SWAISGOOD e BOSOGLU, 1984).

Ja as proteases produzidas por bactérias psiccasGgem sobre a caseina e de
forma semelhante a quimosina, liberando o caseiompeptideo — CMP, porém
apresentam menor especificidade (DATTA e DEETH,12008la industria de queijos,
0s produtores tém sérios problemas com relacaerabmento dos mesmos, devido a
atuacdo de bactérias, principalmente psicrotrgfisabre a proteina do leite. Também
0S microrganismos utilizam em seu metabolismo sutmnponentes do leite, podendo
produzir produtos metabodlicos de sabores e odmtankos, assim como enzimas
termoestaveis que vao trazer ao alimento alterapdesejaveis. Ranis e Lewis (1995)
afirmam que mesmo em produtos finais que tenham eontagem bacteriana dentro
dos padrdes legais, este tipo de transformacaoquudeer. Sorhaug e Stepaniak (1997)
também citam que a estocagem do leite a frio s@pdrdesenvolvimento de bactérias
produtoras de acido, mas selecionam microrganispsdsrotroficos produtores de
proteases. Estas afetam, predominantememe;aseina, enquantofacaseina e a-
caseina sd0 menos susceptiveis. A pasteurizacadras dratamentos subsequentes
destroem ou removem estes microrganismos, masinasés e lipases exocelulares
termorresistentes produzidas por eles representarimgportante fator de deterioracao
do leite durante a estocagem.

A K-caseina, por estar situada na camada externaceétarde caseina, € a mais
susceptivel ao ataque das proteases dos micramgzs)isem especial por enzimas
produzidas porPseudomonagCOUSIN, 1982). Essa proteina, ao ser hidrolizada,
provoca desestabilizacdo da micela, levando a tagiu do leite, e esta alteracao
bioquimica esta associada com a gelatinizacédoitioltsga-vida (LAW et al., 1977,
MUIR, 1996). Fairbairn e Law (1986), também afirararque a hidrélise de proteinas
do leite pelas proteinases provenientes de psifiais, determina a coagulacdo do
leite, alteracdo de sabor e reducdo do rendimemtprocessamento de derivados. O
produto da hidrolise de fracdes de caseinas resuwtssurgimento de peptideos

responsaveis pelo sabor amargo (FAIRBAIRN e LAWG)9



24

Adams et al. (1975) relatam que, quanto maiomgptede estocagem do leite
cru, maior sera a acado de enzimas proteoliticase sobeite UAT. Mckellar (1981)
afirma que o leite pasteurizado € mais resisteqi@odlise microbiana do que o leite
UAT. Mottar (1981), avaliando leite UAT durante qeeriodo de estocagem, observou
a influéncia de enzimas proteoliticas originadaspgsicrotroficos, concluindo que, das
amostras analisadas, 97% continham proteases tsistentes e que, portanto, a
qualidade microbiologica do leite cru, em particuts indices de contaminacdo de
psicrotréficos, determina a natureza e a quantidadeas enzimas termorresistentes.

Outra acdo bioquimica em relacdo a qualidadeitibdea lipdlise originada por
microrganismos psicrotréficos, sendo essa alterédgiecorrente da atividade de lipases
microbianas, provocando hidrélise dos triglicer&lem liberando acidos graxos de
cadeia curta, responsaveis pelo surgimento de ®diesagradaveis no leite. Estas
enzimas sdo termorresistentes e se mantém ativesnonem temperaturas muito
baixas (GOMES, 1996). Essas alteracfes nao tém smnaneseveridade daquelas
produzidas pelas enzimas proteoliticas, sendo gse géneros Pseudomonas,
Achromobactere Serratiaproduzem enzimas lipoliticas termorresistentes, qieisP.
fragi e P. fluorescenséo as principais produtoras (SHAH, 1994).

Outra enzima que apresenta relevancia na qualdiadeite, e que é produzida
por microrganismos psicrotréficos, € a fosfolipamage a fosfolipase C ou lecitinase,
tem papel fundamental na industria laticinista (GINJ 1982), pois causa 0
rompimento do globulo de gordura, facilitando acaegas lipases. De acordo com Muir
(1996),Pseudomonaspp. eBacillus cereusao as espécies microbianas que sintetizam
esta enzima, cuja acdo € a hidrélise na membras@lifbdica que envolve os
triglicerideos, favorecendo de imediato a atuagélipaise sobre os acidos graxos livres.

Segundo Silva (2004), a inexisténcia de especiieacde composicdo e
requisitos fisico-quimicos e microbioldgicos pardeide cru destinado ao processo
“UAT” tem gerado discussbes sobre a qualidade d&éénmmasgprima utilizada pelas

industrias brasileiras.
2.6 Adesao e formacéao de biofilmes
Biofilmes sdo complexos ecossistemas microbiol@iembebidos em uma

matriz de polimeros organicos, aderidos a uma #uojger (COSTA, 1999;
CARPENTIER e CERF, 1993). Os biofilmes contém pat#s de proteinas, lipideos,
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fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e viteagj entre outros, que formam uma
espécie de crosta, debaixo da qual, os microrgasismntinuam crescer, formando um
cultivo puro ou uma associacdo com outros micrasgaps. No biofilme os
microrganismos estdo mais resistentes a acdo ddeeaggquimicos e fisicos, como
aqueles usados no procedimento de higienizagdo IRAR998; MOSTELER e
BISHOP, 1993). A matriz de polimeros extraceluldEERS) de natureza polissacaridea
ou proteica, também conhecida como glicocalix, exgd exteriormente & membrana
externa das células Gram-negativas e ao peptidaogli das Gram-positivas
(COSTERTON et al., 1985), é sintetizada por polases, constituindo-se em uma
estrutura complexa bem hidratada (MOSTELER e BISHOB3).

Segundo Forsythe (2002Rseudomonassédo capazes de produzir grande
quantidade de exopolissacarideos que contribuera pamdesdo e formacdo de
biofilmes em superficies utilizadas no processamdatleite e derivados.

O alimento pode ser contaminado por bactédateriorantes e patogénicas
indesejaveis provenientes de biofilmes. Portantéorenacdo de biofilmes conduz a
sérios problemas de higiene e perdas econémicadodavdeterioracdo do alimento e
persisténcia de patdgenos, reduzindo o prazo deladal dos produtos desde o
processamento até a comercializacdo. A formacédofienes em superficies metélicas
também conduz a mudancas no grau do processo mes&oy reduzindo a vida atil de
equipamentos industriais (VALCARG# al.,2002).

As falhas nos procedimentos de higienizacdo pemmipee os residuos aderidos
aos equipamentos e superficies transformem-se é¢emgi@ fonte de contaminacao.
Sob determinadas condi¢cdes, os microrganismos seerad interagem com as
superficies e iniciam crescimento celular. Essatipiighcdo da origem a colénias e
quando a massa celular € suficiente para agregaremtes, residuos e outros
microrganismos, esta formado o que se denomindrb@{COSTERTON et al., 1985).

Vérios fatores contribuem para a adesfonda bactéria a determinada superficie
e dependem ndo s6 da fisiologia do microrganismas também da natureza do
substrato (COSTA, 1999), as células bacterianasyson carga negativa e de potencial
de hidrogénio (pH) em torno de 3; nas Gram postavaarga negativa € originaria dos
acidos teicoicos e teicurbnicos da parede e dapgmideos do glicocalix: nas Gram
negativas dos lipopolissacarideos e proteinas dabma@a externa em conjunto aos

polimeros do glicocalix.
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Dentre os microrganismos que podemiqyaar de processos de adeséo e
podem gerar problemas de salde publica ou de omemomica, ressaltamos:
Pseudomonas aerugingdadseudomonas fragi, Pseudomonas fluoresddingococcus
spp.e Enterococcus faeciugCRIADO et al., 1994; ANDRADE et al., 1998; LERICHE
e CARPENTIER, 1995). Como exemplos de patogénicodemos citar:Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmon#iigphimurium, Escherichia coli
0157:H7,Staphylococcus aure@Bacillus cereugLERICHE e CARPENTIER, 1995;
SMITH e FRATAMICO, 1995).



3. RESULTATS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho estdo apresentadosnma de artigos aceitos ou
enviados para publicacdo em revistas cientificaadaCsubtitulo deste capitulo

corresponde a um destes artigos.

3.1 Bactérias psicrotroficas e atividade protemditno leite cru refrigerado. Artigo
aceito para publicacdo no periédiota Scientiae Veterinariae

3.2 Proteolytic activity among psychrotrophic baetasolated from refrigerated raw
milk. Artigo enviado para publicagcdo no periodibdernational Journal of Dairy
Technology

3.3 Proteolytic activity of a psychrotrophBurkholderia cepaciastrain isolated from
refrigerated raw milk. Artigo enviado para publidgagno peridédicailchwissenschaft
Milk Science International

Os artigos apresentados neste trabalho fazem ganeocesso de isolamento,
identificacdo e caracterizacdo de bactérias ps@ficas presentes no leite bovino cru
refrigerado.

Este trabalho teve inicio com a coleta de amosteateite cru refrigerado de
caminhdes tanque e de silos de armazenamento dantlistrias de laticinios do Rio
Grande do Sul. Foram determinadas as contagens tabactérias psicrotréficas e
atividade proteolitica, ndo existindo uma corretadé@eta entre os dois parametros no
conjunto de amostas analisadas. A contagem deopsiicos apresentou um padréo
semelhante para amostras coletadas no tanquemsmiéru no silo de armazenamento,
com minimos no més de julho, coincidindo com o ingena regiao sul do Brasil.

Foi realizada a triagem de 249 colonias isolattaeite cru resfriado. Destas,
142 foram identificadas como bactérias proteoltiodas quais, 90% foram Gram-
negativas e 10% Gram-positivas. Estes isoladosnfgrasquisados para verificar sua
capacidade proteolitica, selecionando-se cultuugs apresentaram halos superiores a
10mm, com base em testes morfol6gicos e bioquimicos

Um isolado foi selecionado, identiicae a enzima por ele produzida foi
pesquisada e caracterizada. A determinacdo daladie sua caracterizacdo foram

feitas de modo a verificar sua estabilidade emratites condicbes. Também foi
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observado sua capacidade de coagular leite UATéade e formagédo de biofilme.
Esta bactéria foi identificada corBurkholderia cepacea.
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3.1. ARTIGO 1

3.1. Bactérias psicrotroéficas e atividade proteolita no leite cru refrigerado.

Psychrotrophic bacteria and proteolytic activity in refrigerated raw milk

3.1.1 Resumo

O resfriamento prolongado do leite na propriedada,posterior coleta e transporte do
produto em caminhfes tanque isotérmicos pode plissitp desenvolvimento de
microrganismos psicrotroficos. Estes microrganisnooshecidos pela sua habilidade
em se desenvolver a temperaturas menores que &f@imgnte sao eliminados pelos
tratamentos térmicos aplicados ao leite, ao caoatrde algumas de suas enzimas
proteoliticas e lipoliticas, as quais resistem mEsmo ao tratamento UAT. Neste
trabalho, foram determinadas contagens de bactgrgsrotroficas e atividade
proteolitica de amostras de leite cru refrigeraoiidas de dois laticinios. As contagens
médias foram entre 6,0 e 6,5 log UFC/mL, ndo exdstidiferencas significativas entre
as duas plantas industriais. Houve grande variknié na atividade proteolitica das
amostras, existindo diferenca significativa entaéores médios das duas plantas. Nao
houve correlagdo entre atividade proteolitica etagens de psicrotréficos, sugerindo
que a protedlise esta associada com linhagensitspede bactérias. Recentemente a
Instrucdo Normativa 51 estabeleceu que o leite deveefrigerado e armazenado na
propriedade rural, aumentando a importancia pragicendustrial desse grupo de
bactérias. Com a substituicdo do leite cru tipoe® peite cru refrigerado, o qual deve
ser resfriado na propriedade e pode ter até 7°3RHQUFC/mL de mesoéfilos totais no
momento de seu recebimento na usina, a preocugab@e o grupo dos psicrotroficos

aumenta ainda mais no mercado laticinista brasileir

Descritores leite, refrigeracéo, protease, bactérias
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3.1.2 Abstract

The prolonged milk refrigeration in the dairy faramd its transport in insulated
containers on trucks, has given products with logulity standards since prolonged
refrigeration allow the development of psychrotngpimicro-organisms. These micro-
organisms, known by their ability to develop at pematures lower than 7°C, are
normally eliminated through heating treatments iggpto milk, on contrast to their
proteolytic and lipolytic enzymes, which often vatAnd even UHT treatments. In this
work, psychrotrophic counts and proteolytic acyivitf raw milk samples from two
dairy plants were determined. The average counts between 6.0 and 6.5 log cfu/mL,
without significant differences between the daifants. Proteolytic activity varies
greatly among samples, and a significant differewes observed between the mean
values of both dairy plants. A correlation betwegnoteolytic activity and
psychrotrophic counts was not observed, suggesiaigproteolysis is associated with
specific bacterial strains. Recently, Normativetdngtion 51 has established that milk
should be refrigerated and stored on the dairy fdmas increasing the practical and
industrial importance of this group of bacterianRailk type C has been substituted by
refrigerated raw milk, which should be refrigeratedthe dairy farm and could present
up to 7,5x18logcfu/mL of total mesophiles at the moment it ésaived at the dairy
plant. Thus, the presence of psychrotrophics bes@aneassue of greater concern within

the Brazilian dairy market.

Key words: milk, refrigeration, protease, bacteria
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3.1.3Introducao

O armazenamento do leite cru sob refrigeracao Ipibssia reducédo de custos
operacionais de producao e evita perdas dessaiaatiéna pela atividade acidificante
de bactérias mesofilicas. Entretanto, o armazenanpen periodos prolongados pode
resultar em queda de qualidade dos produtos ladmado ao crescimento e a atividade
enzimatica de bactérias psicrotroéficas [7,19].

Embora representando menos 10% da mideomeial em condigdes sanitarias
adequadas, a populacdo de microrganismos psicgomsoho leite cru pode alcancar
elevadas concentracdes em condi¢cdes mais pred@iagjiene [7,30]. Este é um fato
preocupante, pois embora a maioria seja destri@dldapasteurizacéo, os psicrotroficos
sdo capazes de produzir enzimas lipoliticas e @fotas termorresistentes, que
mantém sua atividade apds a pasteurizacdo ou mepo® 0 tratamento por UAT
(Temperatura Ultra Alta). Alguns problemas relaeidos a qualidade dos produtos
lacteos, como alteracéo de sabor e odor do letdapde consisténcia e gelatinizacéo ao
longo da vida comercial do leite UAT, podem estsoaiados a acdo de proteases e
lipases de origem bacteriana [4,31,33]. A geladigdo constitui-se num dos principais
problemas que afetam a qualidade do leite UAT. Adgpesquisadores acreditam que
esta € induzida, inicialmente, pela acdo de pretedasrmorresistentes presentes
naturalmente no leite e/ou provenientes de bastépancipalmente do grupo dos
psicrotroficos [16,18]. Estas enzimas apresentaapacidade de degradar as caseinas e
promover a agregacao das micelas do leite [8,3fde imprudente a fabricacdo de
produtos a partir do leite em que a contagem derqisbficos tenha excedido a
6logUFC/mL, pois neste caso é grande a possibéiddd presenca de enzimas
hidroliticas extracelulares [19,23].

A implementagdo do armazenamento do leite crugefdo na fonte de
producéo iniciou-se no Brasil, na década de 9@Jsezgulamentada pela publicagédo da
Instrucdo Normativa 51, do Ministério da AgricuiuPecuaria e Abastecimento, de 18
de setembro de 2002 que entrou em vigor em 1° e jde 2005 nas regides sul,
sudeste e centro-oeste [2]. Nesse processo derecagde do leite pelo frio, recomenda-
se gue, na segunda hora ap6s a ordenha, a tempeatatia estar a 4°C, condicdo esta
que pode favorecer a proliferacdo de microrganispsisrotréficos [23]. Na maioria
das propriedades leiteiras, a temperatura de eefiggo oscila entre 5 a 10°C, o que

configura, um resfriamento marginal do leite, cimtindo para multiplicacdo de
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microrganismos psicrotroficos [27]. Mesmo nas terapeas de refrigeracdo propostas
pela legislacao brasileira para a conservacaoitdorie estabelecimento industrial, pode
ocorrer perda de qualidade da matéria-primareecontrole efetivo de contaminacao
inicial ndo for realizado [18].

Neste artigo investigou-se a presenca de bactgsiasotroficas em amostras de
leite cru refrigerado de dois laticinios do Rio @&fa do Sul e sua correlagdo com a
atividade proteolitica detectada nestas amostéasdiScutidos os aspectos relacionados
com a presenca de bactérias psicrotroficas e pititas no leite cru refrigerado e suas

consequéncias para a qualidade do leite e prothdtzns.

3.1.4 Materiais e Métodos

Amostras de leite cru refrigerado foram coletadadals laticinios do Estado do
Rio Grande do Sul. Foram coletadas 50 amostragadesarmazenamento do primeiro
laticinio (L1) durante o ano de 2005, e 20 amosimatanque isotérmico de caminhdes
e 20 amostras do silo de armazenamento do segwsidbekecimento (L2) durante
2006. Amostras de 100mL foram coletadas em frassté&reis e transportados %7
imediatamente ao laboratério.

As amostras foram submetidas a diluicbes seriattad ® em &gua peptonada
(0,1%) esteril. As sucessivas diluicdes foram imadas em placas de PCA (Mast
Diagnostics, Merseyside, UK) para determinacao aldagem total de psicrotroficos.
As placas foram incubadas por 10 dias®@ & as contagens realizadas em placas
contendo entre 30 e 300 col6nias [21].

A atividade proteolitica foi analisada pelo métodi® hidrolise de gelatina
solavel [15]. Aliquotas de 1@@ foram diluidas em 1QfL de tampdo acetato de
amonio pH 5,5. Adicionou-se [0 de cisteina 0,1 M e ap6s 5 min a reacéo foi aciai
pela adicdo de 3@Q de solucdo 10mg/mL de gelatina (Sigma, St. LOUISA). A
mistura foi incubada por 60 min a°87 adicionou-se 660 de isopropanol e os tubos
foram incubados por 15 min em banho de gelo. Asstna® foram centrifugadas por 10
min a 10.000g e os sobrenadantes resultantes removidos com ipata Pasteur. A
absorbancia a 280nm foi determinada em espectro&itd Hitachi U1100. Uma
unidade de atividade enzimatica representa a glzaigi de enzima necessaria para
modificar Apgoem 0,01/h a 3.
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A associacao entre contagem de bactérias psificatsGe atividade proteolitica
das populacbes em amostras de leite cru refrigefaidtestada pela correlagcdo de
Pearson. Diferencas entre dois tipos de populaigias analisadas através do teste
para amostras simples. A analise de varianciatflizada para determinar diferencas
entre populacbes de bactérias psicrotréficas edatle proteolitica em diferentes
amostras. A analise estatistica foi realizada comlgoritmo Origin 5.0 (Microcal
Software, Northampton, USA).

3.1.5 Resultados

Os valores médios de bactérias psicrotroficasvé@uéis em PCA foi entre 6,0 e
6,5 logUFC/mL para amostras obtidas nos diferelatesnios (Tabela 1). As amostras
ndo apresentaram diferencas significativas nosismile contagens de populacdes de
bactérias psicrotroficas (analise de variancia dslidas repetidas: = 0,668;P =
0,515). Nao foram observadas diferencas signifiaatinos niveis de bactérias
psicrotréficas entre os dois laticinios (teste= -1,184;P = 0,243).

Os valores médios de atividade proteolitica vaniaeatre 3 e 12U/mL (Tabela
1). Observou-se grande variabilidade na atividadateplitica, algumas amostras
apresentaram elevada atividade, enquanto que agubtisisaram atividade muito baixa.
As amostras apresentaram diferencas significatives valores médios de atividade
proteolitica (anélise de variancia de medidas igpet = 13,132;P = 1,04 x 1F). A
comparacao entre a atividade proteolitica deteaadamostras de leite cru indicou que
existem diferengas significativas entre os difegeriaticinios (testé t = -8,508;P =
2,01 x 10'%, com atividade proteolitica superior nas amogtrasenientes do laticinio
L1.

A distribuicdo da atividade proteolitica detectat®s amostras de leite cru
refrigerado em relacdo as contagens de bactéiia®ipdficas das respectivas amostras
pode ser visualizada na Figura 1. Nao foi obseruaad correlacéo significativa entre a
populacao de psicrotroficos e atividade protealitias amostras estudadas (Tabela 2).
Embora a correlacdo seja negativa, pode ser olokeryae a maioria das amostras
apresentaram contagens entre 6 e 7 logUFC/mL. Agdg estas amostras em fungéo
da atividade proteolitica podem ser formadhssters,incluindo 40% das amostras do

laticinio L1 e 50% das amostras do laticinio L2y(FFa 1).
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3.1.6 Discussao

A contaminacdo dos produtos lacteos por bactésmsgroficas pode originar-
se do suprimento de agua de qualidade inadequetieiédcias de procedimentos de
higiene e mastite [20]. Estes microrganismos margéancapacidade de multiplicacéo
em condicdes de refrigeracdo e tendem a se toredoipinantes na microbiota do leite
cru [9,14]. Isto sugere que a refrigeracdo do lere até a chegada na unidade de
processamento, prevista na legislacdo de no maxXi@o[2], ndo é suficiente para a
manutencdo da qualidade microbiolégica da matéimap dependendo de quanto
tempo que este leite fique submetido a esta comdigi@a contaminacéo inicial elevada
do leite pode promover o aumento da populacdo paéalogUFC/mL conferindo
prejuizos econdmicos a industria de laticiniosy® fprna a situacéo do leite, que chega
até ao laticinio cornontagens elevadas, bastante preocupante.

As contagens médias observadas neste trabalho Bimaitares as descritas por
Pinto et al. [22], que encontraram contagem médiaattérias psicrotroficas de 6 log
UFC/mL no leite cru refrigerado. Contagens elevatiabactérias psicrotréficas no leite
bovino tém sido relatadas em diferentes regideBrdsil (Tabela 3). Estes resultados
sao preocupantes, pois quando o nimero de psiicog@tinge contagens superiores a
6logUFC/mL sugere-se a producgédo significativa dezireas termorresistentes
responsaveis por alteracbes como a gelatinizacéo leite UAT, além do
desenvolvimento de sabor residual no leite pagtedoi [6,23].

Bactérias psicrotréficas por si ndo representampumblema muito sério para
industria, pois séo eliminadas pelo tratamentoit&anentretanto as enzimas produzidas
e secretadas por estes microrganismos apresenggtios edeteriorantes. Tais enzimas
sdo frequentemente muito estaveis ao calor e eatest a0 processo térmico
convencional utilizado no leite [16,18]. Uma amg@éana de problemas de qualidade de
produtos lacteos pode estar associada a acdo deages e lipases de origem
microbiana, como alteracdo de sabor e odor dg lestiela de consisténcia na formacao
do coagulo para fabricacédo de queijo e gelatinzacéleite UAT [8,33].

A atividade proteolitica das amostras de leite refugerado apresentou uma
ampla variagdo, mesmo assim foram observadas mif@seentre as médias dos
diferentes laticinios. Muitos relatos da atividguteteolitica de bactérias psicrotréficas
do leite baseiam-se na formacdo de halos de pis#eéin placas de agar, embora

alguns autores descrevam a quantificacdo desidad® proteolitica [3,17]. Entretanto,
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as metodologias para determinagcdo de protedlideiteogeralmente sdo distintas e ndo
permitem uma comparacéao direta dos resultadosasbt@ quantificacdo da atividade

proteolitica de 52 amostras de leite cru obtidasinaia revelou que a protedlise

aumentou durante o armazenamento a 4°C e 7°C, doas 2°C [17]. No entanto, ndo

se estabeleceu uma relacdo entre atividade pihotaok contagens de bactérias
psicrotréficas.

Embora o potencial deteriorante das proteases deérlas psicrotroficas seja
reconhecido, ndo existe uma correlacdo direta erdrgagens de psicrotréficos e
atividade proteolitica. Isto sugere que a composiga microflora de bactérias
psicrotréficas do leite cru tenha um papel impdearo desenvolvimento da protedlise.
Algumas espécies de microrganismos psicrotréfiergus 0s principais responsaveis
pela producdo de enzimas termorresistentes. Nest&as, espécies deseudomonas
gue produzem metaloproteases extracelulares tezsistentes tém sido associadas a
degradacdo de proteinas do leite [8,9,14,19]. A alg& proteases de psicrotroficos é
distinta entre as fracdes protéicas do leitx-éaseina € a caseina mais susceptivel a
acao destas enzimas, sendo que as proteinas ddcsteite sdo resistentes ao ataque
das proteases [13]. A hidrolise decaseina desestabiliza as micelas, que coagulam, e
esta alteracdo bioquimica € associada a gelatévzdg leite UAT.

A gelatinizacdo constitui-se em um dos ppais problemas que afetam a
gualidade do leite UAT. O processo UAT promove manto da viscosidade do leite,
mas nado a sua coagulacao, ja que o tempo de agqreoid curto. Durante o periodo de
armazenamento, a viscosidade do leite aumenta, fadnacdo do gel (gelatinizacéo),
indicando que o produto ndo esta mais apto pamsumo [32]. Alguns pesquisadores
acreditam que o fenbmeno de gelatinizacdo € induidcialmente, pela acdo de
enzimas (proteases) termorresistentes presentegjralngente, no leite e/ou
provenientes de bactérias, principalmente do gugm psicrotroficos. Estas enzimas
apresentam a capacidade de degradar as caseimam@/@r a agregacao das micelas
do leite [10,12].

As proteases microbianas séo ainda responsaveisigsénvolvimento de sabor
residual no leite pasteurizado, amargor no leitd |U&Apela deficiéncia de determinados
processos na producdo de queijos, como a perdamimento e aparecimento de
defeitos [6,30].
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3.1.7 Conclusao

As amostras de leite obtidas de dois laticinioR&oapresentaram contagens de
bactérias psicrotroficas similares ao observadooptnos autores em diferentes regides
do Brasil. A presenca de contagens elevadas deopsficos no leite evidencia a
existéncia de falhas em procedimentos de manipulagahigienizacdo, podendo
comprometer a qualidade e diminuir a vida de peateldo produto final. A falta de
correlacéo entre as contagens de psicrotréficosaevi@ade proteolitica indica que o
fenbmeno da protedlise estad principalmente assocadinhagens especificas de
bactérias psicrotroficas com elevada capacidaderatedlise. A producdo de enzimas
hidroliticas termorresistentes por bactérias psigficas pode ocasionar alteracdes

indesejaveis no leite UAT, como a gelatinizacaodesenvolvimento de sabor amargo.
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Tabela 1 Valores médios de contagens de bactérias psificats e atividade
proteolitica em leite cru refrigerado obtido emsdiatticinios do Estado do
Rio Grande do Sul

Laticinio® n Psicrotroéficos totais (log Atividade proteolitica
UFC/mLY (U/mL)°

L1 50 6,43 +0,35 12,3+9,1

L2 A 20 6,36 + 0,78 43+7,3

L2 B 20 6,24 +£ 0,63 3,3+5,2

& Foram coletadas 50 amostras do silo de armazemarderaticinio L1, 20 amostras
do tanque isotérmico de caminhdes (A) e 20 amodtraslo de armazenamento (B) do
estabelecimento L2.

P Contagens de psicrotréficos determinadas em p@ed3CA incubadas por 10 dias a
7°C.

¢ Atividade proteolitica determinada pela hidréligegelatina soltvel [15].
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Tabela 2 Andlise da correlacdo entre atividade protealitie contagens de
psicrotroficos em leite cru refrigerado obtido eoisdaticinios do Estado
do Rio Grande do Sul

Laticinio n r P

L1 50 5,46 x 10 0,999
L2 A 20 0,213 0,368
L2 B 20 0,246 0,296

Os valores de atividade proteolitica e contagembatérias psicrotroficas das 50
amostras do silo de armazenamento do laticinic2Dlamostras do tanque isotérmico
de caminhdes (A) e 20 amostras do silo de armazaman(B) do estabelecimento L2,
foram submetidos ao teste de correlacdo de Pea@®rparametros e P foram
calculados através do algoritmo Origin 5.0.
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Tabela 3 Contagens de microrganismos psicrotréficos emstna® de leite bovino
obtidas em diferentes regides do Brasil

Tipo de leite Local Amostras Psicrotréficos Referéncia
(log UFC/mL)

Cru refrigerado RS 90 50a7,62 Este estudo

Cru RS 120 5,52 [28]
(véarias > 8,0)

Cru refrigerado em tarros MG 5 > 6,0 [1]

Cru refrigerado a granel MG 5 >5,0 [1]

Cru, pasteurizado RS, GO, SP 18 6,1%7,94 [29]

desnatado e UAT

Cru refrigerado ES 20 4,@47,59 [11]

Cru transportado em SC 125 3,4a8,23 [25]

temperatura ambiente

Cru transportado SC 125 2,3a10,0 [25]

refrigerado

Cru MG 50 4,%7,45 [26]

Pasteurizado tipo C MG 50 2,48 [26]

Pasteurizado tipo C RJ 43 2,18 a 5,15 [5]

Pasteurizado tipo C SP 31 2,83 [24]

Pasteurizado tipo B SP 31 2,31 [24]
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3.2. ARTIGO 2

3.2 Proteolytic activity among psychrotrophic bactea isolated from refrigerated

raw milk

3.2.1 Abstract

Psychrotrophic bacteria were isolated from refiaged raw milk of a processing
plant at Southern Brazil. Psychrotrophic countseamstween 4.9 and 7.8 log CFU/mL,
and 5.3 to 7.2 lo@FU/mL, for samples collected at the truck andrttik storage silo,
respectively. Among the bacterial isolates, 90% ew&ram-negative. Most strains
presented low proteolytic activity, but strains Bbtirkholderia cepaciaKlebsiella
oxytocaand Aeromonassp. showed higher than 20 U/mL on azocasein astratds
Crude proteases from selected strains were resist@onventional heat treatments and

caused coagulation of UHT milk after 5 days storaig@om temperature.

Key words: protease, proteolysis, raw milk, spoilage baateri
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3.2.2 Introduction

The quality of a food product is directly linkedttee quality of the raw material
employed in its production. Storage of refrigeratad milk at the dairy farm is a
practice that aims to reduce milk spoilage due dwlifying activity of mesophilic
bacteria (Cempirkova 2002; Nicoderaeal 2005). The refrigerated storage of milk
may enable the growth of psychrotrophic bacteria, whach destroyed through the
conventional milk heating processes used at daitgntp However, many
psychrotrophic microorganisms produce and secratieolytic enzymes with spoiling
effects Several of these enzymes are heat resistant éatddd@¢o reduced shelf-life of
milk and dairy products (Cousin 1982; Koka and W&mir2000; Chenet al. 2003).
Furthermore, their presence is not only linked nolasirable alteration in appearance
and flavor, but residual activity of bacteria pades can be related to gelation of milk
and coagulation of milk proteins as well (Harwallearal 1993; Tondoet al 2004).
Development of astringency in some raw milk and pasteurized or ultra-high-
temperature (UHT)-sterilized milk samples duringrage has been related to the
production of polypeptides by proteases that servUHT treatment (Sgrhaug and
Stepaniak 1997). Residual activity of bacterialtpases has been associated with losses
in cheese yield, formation of off-flavors, gelatiohmilk, and coagulation of UHT milk
proteins during storage (Datta and Deeth 2003).

Although the effects of proteolytic psychrotroptiacteria have been already
described concerning dairy products, the infornmai® mostly centered on the genus
PseudomonagEneroth et al. 1998; Nicodemeet al 2005; Martinset al 2006).
Relatively few information regarding other specifimicroorganisms and their
proteolytic enzymes are available (Tonebal 2004). The objective of the present
study was to characterize the microflora of psytphic bacteria in raw milk, which
was collected from the thermal insulated contaioethe milk truck and from the
storage silo of a dairy plant. The enzymatic atigi of the isolated bacteria that

presented higher proteolytic capacity were paytietiaracterized.
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3.2.3 Materials and methods

3.2.3.1 Samples

Raw milk samples 0100 ml refrigerated a4-7°C were collected monthly, from
March to December 2006, from the truck containethatmoment it arrived at a dairy
plant (n=20), and from the industrial dairy storaggo (n=20). Samples were
appropriately homogenized and placed into steldsgtubes to be transported to the

laboratory at refrigerated conditions.

3.2.3.2 Isolation of psychrotrophic bacteria

Samples of 1 ml were serially diluted in 9 ml of 06 sterile peptone water and
0.1 ml of each dilution was plated onfelate Count Agar (Mast Diagnostics,
Merseyside, UK), being incubated &tCr7for up to10 days (Oliveira and Parmalee
1976). Microorganisms that grew at such conditionseneonsidered psychrotrophic
and were isolated for evaluation of proteolytichatt on milk agar plates (50 g/l
peptone, 30 g/l yeast extract, 12 g/l ad@®o (v/v) skim UHT milk). The isolates were
inoculated by stick and incubated for 24 h al@7The presence of clearing zones
indicating proteolysis was evaluated. Bacteriaturels were kept in milk agar plates at

4°C for further analysis

3.2.3.3 Identification of bacteria

The identification of selected psychrotrophiticroorganisms was based on
morphological and biochemical tests accorditecFaddin (2000), comparing data with
standard species, and using API kits with the amlgf results through APILAB Plus
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, France)Morphological, cultural and physiological
characteristics were compared to data describé&@ergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holtet al 2000)

3.2.3.4 Production of proteolytic enzymes

Psychrotrophic bacteria that produced halos highan 10 mm in milk agar
plates were inoculated in mineral mediudrbg/l NaCl, 0.4g/l K;HP Oy, 0.3g/1 KoHPOy)
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containingl10 g/l casein with pH adjusted to07 Enzyme production was obtained by
incubation of psychrotrophic isolates for up @Y at30°C in an orbital shaker at 120
rpm. After that, a sample of the culture was centritbgel0,000g for 5 min in1.5 ml
tubes to separate cell biomass and supernatd® supernatant was used as crude

enzyme for the analysis of proteolytic activity endeveral conditions.

3.2.3.5 Enzyme activity

Proteolytic activity was determined as describestwhere (Thy®t al. 2004),
using azocasein (Sigma, St. Louis, MO, USA) as tsates Enzyme solution 100 pl)
was mixed with100 pl of 0.1 M phosphate pHr.0, and then 10@l of 10 mg/ml
azocasein was adde@ihe mixture was incubated at 37°C for 60 min dmel reaction
was interrupted by adding 50 of 30% (w/v) trichloroacetic acid. After centrgation
at 10,000 x g, 80@l of the supernatant was mixed with 20i0of 1.8 M NaOH. The
absorbance at 420 nm was measured in a HitachiOO-$fectrophotometer (Hitachi,
Tokyo, Japan). One enzymatic unit was defined aseahzyme quantity needed to
increase absorbance at 420 nm in 0.01 in the @ssaitions.

The effect of protease inhibitors was determinédr gore-incubation of the
enzyme preparations with 1 mM phenylmethylsulfoiybride (PMSF), 5 mM EDTA
or 2 mMp-chloromercury benzoat@CMB) for 10 min at 28C.

3.2.3.6 Effect of thermal treatments on proteolyti@activity

Crude enzymes were incubated in 0.1 M phosphaferbpil 7.0 at either 6C
for 30 min, 75 or 10 for 20 s, or 14ZL for 10s, and then residual activity was
measured as described above.
3.2.3.7 Milk coagulation assay

Crude enzymes were filtered through 0.22 mm mendsrghlillipore, Bedford,

TX, USA) and mixed with UHT milk in sterile tubes teach a final activity of 5 U/ml.

Tubes were incubated at ®5for up to 5 days. Milk coagulation was observed b
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visual inspection at different times. As a contritle enzymes were inactivated by
heating at 10 for 15 min.

3.2.4 Results and discussion

3.2.4.1 Psychrotrophic bacterial counts

The counts of psychrotrophic bacteria showed vahetseen 4.9 and 7.8 log
cfu/ml, and 5.3 to 7.2 logfu/ml, for refrigerated raw milk samples collectedm the
thermal container of the milk truck and milk stogagjlo, respectivelyThe counts of
psychrotrophic bacteria presented a similar pati@samples collected at the insulated
thermal container or at the storage silo with lowalues in the fifth month, i.e. July,
coinciding with winter in Southern Brazil (Figurég. 1

Hantsis-Zacharov and Halpern (2007) observed psyphic counts between
3 and 4 log cfu/ml in milk samples collected thrbuD months in 4 farms in Israel.
They found that psychrotrophic counts varied dursgpsons and showed similar
dynamics of populations of mesophilic bacteria. Toeints observed in the present
study were similar to those described by Burdeval (2002) for milk samples from
Western Europe, but higher to those found by S@®8) in milk samples at industrial
silos milk plant, which varied between 3.4 and ®§ cfu/ml, and by Pinteet al
(2006), which varied between 1.7 and 6.1 log cfu/2nl and 5.4 log cfu/ml, and 4.9
and 5.8 log cfu/ml, for samples collected at ddagmers’ individual and collective
milk containers and at a milk plant silo, respesiy The microflora made up of
psychrotrophic bacteria, generally producing thergsistant enzymes, is the main
cause of spoilage of refrigerated raw milk samp&shaug and Stepaniak 1997). Raw
milk from dairy farms, vendors and dairy processorgndia showed psychrotrophic
counts of 3.66, 4.96 and 5.03 log cfu/ml, respetyiytKumerasaret al 2007). Stability
studies indicate that reducing storage temperdtane 7°C to 2C significantly reduces
the psychrotropic growth and proteolytic and ligm\activities.

Although total counts alone is a sufficient indaraof hygienic quality of raw
milk, determination of psychrotrophic counts as @mplementary indicator can
contribute to the explanation of seasonal problémsilk processing (Cempirkova
2002).
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3.2.4.2 |dentification of prevailing bacteria

A total of 249 colonies were obtained from platascubated at °C.
Psychrotrophic isolates showing proteolytic acyivan milk agar plates were selected
and identified. The 142 psychrotrophic bacterialages identified in this study are
listed in Table 1. From these, 90% were Gram-negaind 10% were Gram-positive.
The predominance of Gram-negative bacteria, istlasteefrigerated raw milk samples,
is in accordance to results obtained by other rekess (Cousin 1982; Muir 1996;
Enerothet al. 2000; Pintcet al 2006).

Among the identified psychrotrophic Gram-negativacteria, 82% were
glucose-fermenting, from which the predominant smecwere Enterobacter spp.
(30%), Escherichia coli (16.4%), andKlebsiella spp. (12.5%). The presence of
psychrotrophicEnterobacteriaceagn milk has been already described (Suarez and
Ferreiros 1991). Most of thEnterobacteriaceastrains (73 out of 75) isolated from
milk and dairy products in a previous study wergcpsotrophic, with the exception of
Enterobacter cloacaestrains (Wesselset al 1989). Enterobacteriaceaewere
predominant psychrotrophs in Spanish fresh ewetesh made from raw milk, and
more than 73% produced proteolytic and lipolytizygnes at TT (Santost al. 1996).

The Enterobacteriaceadamily is mainly represented by the geriigbsiellg
Escherichia CitrobacterandEnterobacter being strains oEnterobacterandKlebsiella
do not considered from fecal origig. coliis the leading coliform, being an indicator of
fecal contamination in processed food. The presehedevated coliform counts in raw
milk may increase the possibility to find it in dexd milk products, which represents a
hazard to foodln this regard, a study on microbiological qualbifypasteurized milk in
Rio de Janeiro, Brazil, indicated that among 208&irs$ ofE. coliisolated, 46 (22.1%)
were serologically classified as enteropathogebilvg et al. 2001).

Among the non-fermentative Gram-negative bacteri®8%), the genus
Pseudomonasvas prevalent, even though corresponding to ar&@fdof the total
identified Gram-negative bacteria. The predominaoteéhe genusPseudomonass
contaminant in refrigerated raw milk has been dbedr(Martinset al 2006). Eneroth
et al (2000) observed a higher frequency of isolatibthe generd&seudomonaé’2 to
77%) in raw milk samples, in pasteurized milk sagspland in dairy plants room

temperature samples
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A study on diversity among 264 psychrotrophic isgdafrom dairy farms in
Israel showed that the dominant classes wePeoteobacteria (geneseudomonas
and Acinetobacte), Bacilli (generaLeuconosto@and Lactococcul and Actinobacteria
(genus Microbacteriunm). Most isolates have demonstrated either lipolydic both
lipolytic and proteolytic activities, but few onlyroteolytic activity (Hantsis-Zacharov
and Halpern 2007). Milk samples from farms, silasd trucks of Finland yielded 180
colonies obtained at°C (Munsch-Alatossava and Alatossava 2006). Among th
psychrotrophic isolates showing spoilage featuaelarge amount was identified Bs
fluorescens and pseudomonads seemed to constitute the daimgnaump of spoiling
psychrotrophs. Those authors also found some stiEiAcinetobacter Burkholderia
andStenotrophomonagenera.

It has been suggested that species@hetobacter Burkholderig as emergent
hazardous bacteria to human health (Moetreal 2001). The excessive response of
genetically predisposed people to pathogenic psyaphic bacteria has been
hypothesized as causative for Crohn’s disease (Hegal 2003). Members of the
Burkholderia genus are among the most abundant bacteria inetihvironment,
presenting a high versatility to survive and growhmghly diverse conditions. Thus,
these microorganisms may contaminate raw milk eitheough soil contamination of
the udder or by dust contamination of bulk tankstlo® farm. Some strains can be
opportunistic or obligate pathogens causing huraamal or plant diseases (Compant
et al. 2008; Mahenthiralingarat al. 2008).

3.2.4.3 Proteolytic activity

Among the isolated psychrotrophic bacteria, 25 sftbWwalos above 10 mm in
milk agar plates, being selected for quantificatddproteolytic activity with azocasein.
These strains also showed proteolytic activity itkragar plates incubated at@. The
proteolytic activities of the strains were obserwedasein broth medium. Most of the
strains showed azocaseinolytic activity inferiorli® U/ml. The strains that presented
activity superior to 20 U/ml are described in TaBleéOneBurkholderia cepaciatrain
showed the higher activity among the isolated ssraiwo Klebsiella oxytocastrains
were observed among the more proteolytic bactéiaighly proteolyticK. oxytoca
strain was previously selected among diverse psyaphic bacteria isolated from
another dairy plant in this same State (Tomtlal 2004). The enzyme produced by
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such microorganism showed high resistance to cdioreal heat treatment employed in
pasteurization and UHT. Psychrotropltioterobacteriaceasetrains isolated from raw
milk in the present study were largely non-proteolytic alk mgar medium. This is in
agreement to that observed by Wesseisal (1989), which showed that most
psychrotrophicEnterobacteriaceastrains isolated from milk and dairy produatsre
non-proteolytic on milk agar, although limited nuend ofE. cloacaeandK. oxytoca
strains were positive at both®5and 7°C.

The enzymes produced by these psychrotrophic elaere mainly inhibited
by EDTA, but weakly by PMSF @@CMB (Table 2). The inhibition by EDTA indicates
that the enzymes belong to the metalloprotease aygeoteinases. This result agrees
with the fact that most dPseudomonaspp. and other milk psychrotrophs produce a
single type of monomeric neutral metalloproteasaeth woH optima of 6.5-8.0
(Rajmoharet al. 2002; Nielsen 2002; Chet al 2003; Stepaniak 2004).

The heat stability of the enzymes was tested afterbation for 30 min at 6C.
The results are showed in Table 3. Protease actviK. oxytocastrain 8B3 was very
stable after heat treatments, maintaining at 1688t its initial activity. None of the
crude enzymes tested showed total loss of actiaty, a significant decrease was
observed forAeromonassp. The elevated heat resistance to conventioaatments
used in milk processing resembles the proteolytitviies of P. fluorescensP-26
(Uplackshet al 1994) anK. oxytoca(Tondoet al. 2004).

3.2.4.4 Milk coagulation

The addition of crude proteases to sterile milkutesl in extensive coagulation
after 5 days at room temperature. This effect weseved for all strains listed in Table
2, indicating that these psychrotrophic bacteria eHectively cause spoilage in milk
and dairy products.

Microbial proteases from psychrotrophic bacteriavehabeen related to
coagulation or gelation of milk proteins, but ralaty few studies have demonstrated
such defects by direct addition of proteases tk m@mples (Datta and Deeth 2003;
Tondoet al 2004). UHT milk produced with low quality milk ggchrotrophic counts
4.7 log cfu/ml, proteolytic activity 0.71 U/ml) stived an increase of 74.7% in soluble
N values after 180 days versus 33.8% observedifir quality milk (3.2 log cfu/ml,



52

0.42 U/ml). In addition, the number and concentratof peptides determined by RP-
HPLC were lower in the high quality milk (Topetal 2006).

3.2.5 Conclusion

Gram-negative bacteria were isolated with higheeqilency among the
proteolytic psychrotrophic bacteria isolated froefrigerated raw milk of Southern
Brazil. The refrigeration of raw milk, for prolonged petgof time, at the dairy farm or
at the dairy plant, can enhance its quality losssmtering the possibility of selection of
proteolytic psychrotrophic bacteridhe potential risk of these psychrotrophic baeteri
to quality milk reinforce the relevance to monithiese microorganisms in milk and
dairy products.
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Figure 1. Counts of psychrotrophic bacteria isolated frofmigerated bovine milk from
March (month no. 1) to December 2006. $amples collected at the insulated thermal

container of the milk delivery truckl®) Samples collected at the industrial milk plant

storage silo.



Table 1.Psychrotrophic microorganisms isolated of raw rmlliSouthern Brazil

Microorganisms Truck Silo Total
Gram-negative (total) 61 128
Escherichia coli 11

Aeromonasp.
Citrobacter freundii
Citrobactersp.
Citrobacter amalonaticus
Klebsiellasp.

Klebsiella ozanae
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella oxytoca
Enterobacter cloacae
Enterobacter asburiae
Enterobacter agglomerans
Enterobacter gergoviae
Enterobacter aerogenes
Enterobacter sakazaki
Serratia marcescens
Serratia plymuthica
Proteus mirabilis
Pseudomonasp.
Pseudomonas aeruginosa
Burkolderia cepacia
Burkolderia gladioli
Brevundimonas diminuta
Cedecia lapagei
Acinetobactesp.

Arizona hinshawii
Bordetella trematum
Butiauxiella agrestis
Erwinia chrysantemi
Kluivera ascorbata
Morganella morganii
Moraxellasp.
Gram-positive (total)
Enterococcussp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Micrococcussp.
Bacillussp.

TOTAL
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Table 2Isolated bacteria that presented higher protenéditivities.
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Strain Activity (U/ml) EDTA

Inhibition (%)

PMSF pCMB

Burkholderia cepacid A4 8011
Klebsiella oxytoc88B3 55+ 20
Burkholderia cepaci2A7 63 +2

Aeromonasp.10B7 35+12

Klebsiella oxytocd A5 532

85

90

92

92

96

12 8
25 3
0 6
28 12

14 6




59

Table 3. Heat resistance of proteolytic enzymes of seleggygthrotrophic bacteria

isolated from raw milk

Residual  Activity (%)
Strain 60C/30 min  78C/20s  106C/20s  142C/10s
Burkholderia cepacid A4 45 82 47 36
Klebsiella oxytoca88B3 88 100 91 60
Burkholderia cepaci2A7 48 55 42 15
Aeromonasp.10B7 22 38 25 10
Klebsiella oxytocd A5 92 98 75 47
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3.3 ARTIGO 3

3.3 Proteolytic activity of a psychrotrophic Burkholderia cepaciastrain isolated

from refrigerated raw milk

3.3.1 Abstract

The proteolytic activity of a psychrotrophic stragf Burkholderia cepacia
isolated from refrigerated raw milk was charactdliz The proteolytic activity on
azocasein showed maximum activity at pH 6-7 andedse at acid and alkaline pHs.
The enzyme showed relative thermal stability in thege 40-5%C during 25 min,
maintaining at least 80% its initial activity at°@ Milk coagulation assay showed that
the crude protease from. cepaciacaused coagulation in day 2 for skimmed milk,
whereas coagulation was observed from day 5 forlevholk. The adherence of this
strain to stainless steel was evaluated, and thststa had around Aifu/cnf,
regardless the different immersion time evaluafBoe strain 1A4 showed elevated
proteolytic activity at pH 6-7 and 40°C, high mitkagulating-activity, and elevated
capability to adhere to stainless steel. Theseltsesndicate thatB. cepaciamay

represent a potential hazadous to milk and dawmgyets.

Key words: adherenceBurkholderia cepaciamilk spoilage, proteolysis
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3.3.2 Introduction

Milk refrigeration at the farm and during transpbeid an important impact on
the microbiological quality of milk, by decreasitite presence of mesophilic bacteria,
the main responsible for acidification. Howevdre trefrigeration temperature at the
milk farms in Brazil often ranges between 5 andClOwhich configure a sub-
refrigeration, contributing to growth of psychrgifoc microorganisms (Cousin 1982;
Enerhot et al., 1998). Although most psychrotropltace destroyed by the conventional
thermal treatments employed at food industry, sweatments have minor effects on
their enzymes (Tondo et al., 2004). The intracatl@inzymes and those associated with
the cell wall can be released to the milk whenliheterial lysis takes place, after the
thermal treatment and, in this way, together witl éxtracellular enzymes, hydrolyze
milk components (Chen et al., 2003). In this coftexmajor factor that influence the
quality of dairy products produced with raw millostd at 7C or less for prolonged
periods is the multiplication of psychrotrophic mamibiota producing thermostable
enzymes (Sorhaug and Stepaniak, 1997). Among thenfbla effects caused by
psychrotrophic bacteria are the milk gelation aatédoration of sensory characteristics
(Datta and Deeth, 2003; Hill, 1988; Shah, 1994).

In addition, the elevated growth of psychrotropmicroorganisms may generate
an adequate substratum for adherence of bactetdting in biofilms (Costerton et al.,
1999; Kusumaningrum et al., 2003). Gram-negativetdra like Pseudomonasre
largely recognized by their capability to produaege amounts of exopolysaccharides,
which contribute to adhesion and biofilm growth €bkard and Ausubel, 2002). The
cell physical interaction with a surface through trazellular materials like
polysaccharides or proteins, produced by the haaoterwithstands biofilm formation
(Carpentier, 1997). Thus, microorganisms continaegtow, generating a highly
appropriate substratum for the adherence of otheteba, including the pathogenic
ones (Costerton et al. 1999). This explains whyases of equipment and tools used in
food production are focuses of bacterial contanonatfHola and Thorpe, 1999);
besides, organisms are more resistant to the aofiashemical and physical agents
(Sinde and Carballo, 2000). Bacterial adherencuttaces depends on several factors,
such as nature and free energy, hydrophobicityeragpchemical composition, and the

presence of proteins on the surface (Carballo.e1892; Hood and Zotolla, 1997). It is
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known that the surface chemical composition infae=n on adhesion and bacterial
proliferation (Katsikogianni and Missirlis, 2004).

The aim of this work was to evaluate the proteolgctivity of aB. cepacia
strain isolated from refrigerated raw milk, and itglk-coagulating capability and

adhesion to stainless steel surfaces.

3.3.3Materials and methods

3.3.3.1 Microorganism

A psychrotrophic and proteolytiBurkholderia cepaciatrain 1A4 isolated from
refrigerated raw milk was used. The strain was taaed in BHI broth containing 20%
(v/v) glycerol at -20°C. The bacterium was cultactwice in TSB at 3 and then
plated in milk agar plates before experiments.

3.3.3.2 Production of protease

A colony from milk agar plate was inoculated in erial medium (0,5 g/L NacCl,
0,4 g/L K.HPQ,, 0,3 g/L KHPQy), containing 10 g/L casein, pH adjusted to 7.0e Th
production of protease was in 250 ml flasks coiginrs0 ml of the medium by
incubation for 72h at 37°C in orbital shaker. Thiuwre was centrifuged at 10,000 x g
for 10 min and the supernatant was used as crugjgnn

3.3.3.3 Proteolytic activity

Proteolytic activity was assayed using azocaseign{8®, St. Louis, MO, USA)
as substrate (Thys et al. 2004). The enzyme sal1i6Opl) was mixed with 10Qul of
0.1 M sodium phosphate buffer pH 7. Then, 00f 10 mg/ml azocasein was added.
The mixture was incubated for 60 min at 37°C amdrdaction was stopped by adding
500ul trichloroacetic acid (TCA) 30% (w/v). After ceiitrgation at 10.000 g for 5 min,
800Qul of supernatant were mixed with 3@0of 1.8 M NaOH. The absorbance at 420
nm was measured in a Shimadzu UV1240 spectrophteon{&himadzu, Tokyo,
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Japan). One enzyme unit was defined as the ambantaused an increase of 0.01 in
the absorbance at 420 nm in the assay conditidmgs(@t al. 2004).

3.3.3.4 Characterization of proteolytic activity

The effects of temperature and pH on the proteolytitivity were determined.
Thermal stability was evaluated by pre-incubatiérihe enzyme for up to 25 min at
40°C, 45°C and 50°C. The assay for optimum pH vea®ldped using 0.1 mol/L of
either sodium citrate buffer (pH 4 and 5), sodiunogphate buffer (pH 6, 7, and 8), or
sodium carbonate buffer (pH 9 and 10).

3.3.3.5 Milk coagulation

B. cepacialA4 was grown in TSB or 24h at 37 °C. The cultwes centrifuged
at 10,000 x g for 5 min and the supernatant wasrétl through a 0.2@m membrane.
Different amounts of this crude enzyme preparatith U/ml protease) were added to
either whole or skim UHT milk. These samples wai@ibated at room temperature for
up to 7 days. Milk coagulation was visually insgectat regular intervals of 24 h.
Aliquots of thermally inactivated enzyme (100°Crin) served as controls.

Aliquots of the samples were adjusted to pH 4.6 \&itmol/L HCI, followed by
centrifugation at 11,600 x g for 20 min to preapét caseins and denatured soluble
whey proteins. The concentration of amino acidshe resulting supernatants was

measured by the ninhydrin method (Moore and St@b1)L

3.3.3.6 Adherence to stainless steel

Stainless steel AISI 316 (Metalbras, Porto Ale@m®zil) coupons of 2 x 2 cm and
0.1 cm thick were used. Before the adhesion testspons were degreased with a
neutral detergent (3%, v/v) for one hour, rinsedhwi0% (v/v) ethanol, and then
washed with distillated water. After that, the conp were dried at 60°C for two hours
and autoclaved at 121°C, for 15 min in sealed tRessoni and Gaylarde 2000).

The coupons were immersed in 10 ml of TSB contair8nlog cfu mf* of B.
cepacialA4. Three coupons of stainless steel were imrdars¢éhe cultures for 15, 30

and 60 min, without shaking, at room temperatures(inaningrum et al., 2003). After
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that, the coupons were washed with PBS (phosphdtertsaline; pH 7.2) to remove
the poorly adhered cells. The stainless steel amipeere immersed in 10 ml of PBS
before sonication process using a bath sonicatbtHQUE USC 700) with ultrasonic
frequency of 40 kHz. Each coupon was sonicate® fperiods of 10 min, aiming the
release of adhered cells from coupons surfaces.

Decimal dilutions of PBS containing each sonicatedpons were made, and 20
ul of each dilution were plated in TSA. The platesre incubated for 24 hours at 37°C
and the cfu ci were determined (Hood and Zotolla, 1997). All dueints were made

in triplicate and each experiment was repeatedetwic

3.3.3.7Biofilm growth assay

The capability ofB. cepacialA4 to form biofilms was determined using the
microplate assay involving crystal violet stainifBurton et al., 2007). A 2Qul
inoculum ofB. cepacia(105 cfu/ml) was added to 280 TSB in 96-well polystyrene
microplates (Nunc, Rockville, USA). Microplates wencubated at 4, 10, or %5 for
up to 96 h. After incubation, the medium was gemdgynoved and microplates were
washed three times with distilled water. Microptateere stained for 15 min with a 4
mg/mL crystal violet solution, washed three timathwlistilled water, and air-dried for
60 min. The stain was then dissolved in #00f 95% (v/v) ethanol and the absorbance

at 570 nm was measured (O'Tolle and Kolter, 1998).
3.3.4 Results and discussion
3.3.4.1 Proteolytic activity ofB. cepacia

B.cepacialA4 was grown in casein broth. The proteolyticivaigt increased
linearly for up to 72 h, when reached maximum aigtiof 85.9 U/ml. Notable activity
was also detected at 24 h (48 U/ml) and 48 h (@2l).

The investigation for the optimum pH fd@urkholderia cepaciaproteolytic
activity, was made in the range of pH 4 to 10. Maxin activity was observed between
pH 6 and 7, and a reduced level of activity underemacidic and alkaline pHs ws

observed (Fig.1).
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The effect of temperature on the activityBf cepaciaprotease was evaluated.
The maximum proteolytic activity was observed withihe range 35-45°C, with
accentuated decrease outside this range (Fig. Pig. thermal stability, evaluated
within 25 min, at the temperatures of 40°C, 459l &0°C, showed different behavior.
When the enzyme was incubated at 40°C, a high &vattivity was observed within
the established time maintaining at least 80% ef ithtial activity (Fig. 2B). By
regression analysis, the residual activity coresdawith time through a cubic equation
was observedRe = 0.994). At the temperature of 45°C, the enzylmened a linear
reduction of its activity during the incubation &n{Fig. 2B), with aR* = 0.913. At
50°C, there was a rapid reduction of the activitthin five minutes, remaining about
52% of the initial activity (Fig. 2B). However, thentinued incubation caused little
additional inactivation and at least 40% residudivdy was observed. A polynomial
relationship was observed wittRa = 0.981.

Therefore, at the temperature of 40°C, the enzyhwved higher stability
throughout the established time. Even at higherpaatures, about 40% residual
activity was detected indicating that the protdolwctivity of B. cepaciacould resist to

thermal treatments and be harmful to milk protelnsng processing and storage.
3.3.4.2 Milk coagulation

The evaluation of the effect @. cepaciaprotease on milk coagulation was
carried out throughout consecutive seven days, isyal inspection of skimmed and
whole UHT milk samples atrtificially spoiled withéhrenzyme. The results are shown in
Table 1. The enzyme added to the skimmed milk,peddently of quantity (0.8, 1.6, or
4 U/mL), promoted milk coagulation from the day vhile the milk samples with
inactivated enzyme (control group) did not coagdatConcerning the whole milk
samples, coagulation was also observed, but testdrom the fifth day, while control
samples did not coagulate until the seventh daythef evaluation. The fact that
proteolysis occurs with higher velocity in skimmenlk samples in relation to whole
UHT milk samples was also observed by Garcia-Retcal. (1999), indicating that the
proteolysis extension is influenced by the fat lgmesent in milk, in accordance to
researches done by Lopez-Fandifio et al. (1993).cbheentration of free amino acids
increased during incubation time, whereas the galuere nearly constant for mock

incubated samples (Fig. 3). These results indidh@ the enzyme effectively
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hydrolyzed milk proteins and an increased amounfre¢ amino acids and soluble
peptides are present in the milk serum. This suggémt the enzyme continues to
hydrolyze proteins after coagulation.

Gelation/gelatinization is one of the mpmnoblems that affect UHT milk quality.
The UHT process promotes the increase of milk @ggobut not its coagulation, since
heating time is short. During storage, milk vis¢psincreases until there is gel
formation (gelatinization) showing that the produstnot proper for consumption
anymore. The mechanisms involved in the gelatimmatphenomenon comprise
basically alteration of milk proteins, associatiand dissociation of calcium ions,
formation of polymers derived from Maillard reactjdormation and dissociation &f
casein complex with whey proteins, and the pawitgn of innate milk enzymes
(plasmin) and proteases of psychrotrophic bactgfity, 1988; Chen et al. 2003). The
gelatinization phenomenon is induced, initially, bye action of thermal-resistant
enzymes (proteases) present, naturally, in the wnilklerived from bacteria, mainly
those of the psychrotrophic group (Tondo et al. 200’hese enzymes present the
ability of degrading caseins and promote the aggreg of micelles. When the
psychrotrophich bacteria counts reaches a leveltdd® CFU/mL, protease production
by such microorganisms is able to degrade conditkeuantities of casein. According
to Shah (1994), UHT milk samples, stored at 30POwsng protease levels higher than
one nanogram/ml can present a bitter flavor ancergahe gelatinization. Degrading
action of proteases from psychrotrophic microorgiansi is distinct among milk protein
fractions.k-casein is the most susceptible to the action esg¢henzymes, while whey
proteins are relatively protease-resistant. Kokd #Weimer (2000) reported that the
action of these psychrotrophic bacteria, mainly pheteases from th®seudomonas
spp., is similar to that presented by chymosin,eamyme employed in enzymatic
coagulation for cheese production. Faster appearaoic the phenomenon of
gelatinization in UHT milk is associated to the exéty of heating process and to the

levels of contamination due to the presence of p®fophic microorganisms.
3.3.4.3 Adherence capacity and biofilm formation

The capacity oB. cepacialA4 to adhere to stainless steel was investigdted.

adherence levels on the stainless steel coupore aveund 16CFU/em, independent
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from the different immersion times evaluat€@%(.05). The values observed for 15, 30,
and 60 min were 2.56 x 104.0 x10" and 1.52 XLO'CFU/cm2, respectively.

Microbial adherence to surfaces can occur dire¢tiyough contact with
contaminated materials or indirectly through baatemparticles present in the
atmosphere, when the process of bacterium adhésidne substratum is initialized
(Kusumaningrum et al., 2003). Some studies reatt hacterial adhesion consists in a
cell attraction by the surface, followed by adsmmptand later by adherence by the
bacterium cell (Katsikogianni and Missirlis, 2008urfaces with more free energy,
such as steel and glass, are less hydrophobic.eTsadaces generally allow less
bacterial adherence than hydrophobic surfaces, sscleflon, nylon, and the vast
variety of polymers, among which polyethylene (®irahd Carballo, 2000). However,
elevated counts d8. cepacialA4 were found on stainless steel substratumcatutig
that this strain has a high capability to adhei @otentially form biofilms.

The biofilm formation byB. cepaciawas evaluated by crystal violet staining of
extracellular polysaccharides. This strain showedirereased biofilm formation on
microplates, in a temperature-dependent manner. @igAlthough low absorbance
values were observed afG} it suggest that this bacteria could adhere antbtm
biofilms even at refrigeration temperatures. Thrais of B. cepaciashowed similar
capability than other recognized food spoilage Isgei bacteria likePseudomonas
putida Citrobacter freundiiandProteus vulgaristo form biofilms at low temperatures
(Michaels et al., 2003).

Psychrotrophic gram-negative bacteria have beetecklto deleterious effects
on milk, but research has been mostly focusedPseudomonaspp. (Enerhot et al.,
1998; Martins et al. 2006). There is growing evitkethat other genus may have similar
relevance (Tondo et al., 2004) by producing strprajeolytic activity. In addition, the
potential for biofilm formation increases their istance to usual sanitization and

cleaning procedures, which represent a risk to foddstry.
3.3.5 Conclusion

Burkholderia cepaciaisolated from refrigerated raw milk, presentsghHevel
of proteolytic activity, maximized at pHs from 6 Toand at 40°C. This enzyme caused
coagulation of skimmed and whole milk samples withiand 5 days, respectivel{s.
cepaciashowed a high level of adherence to stainlesd ste@ capability to form
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biofilms even at refrigeration temperatures, whioly represent a hazard to food
industry. This is a concern for milk industry besauhe potential contamination of

equipment and tools, since stainless steel is widetd.
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Table 1. Coagulation of
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71

skimmed and whole UHT mslkmples byBurkholderia

Milk Enzyme Days
samples (U/ml) 1 2 3 4 5 6 7
Control* - - - - - - -
Skimmed 4 - + + + + + +
1.6 - + + + + + +
0.8 - + + + + + +
Control* - - - - - - -
Whole 4 - - - - + + +
1.6 - - - - + + 4
0.8 - - - - + + +

*Control, 4 U/ml enzyme inactivated at 100° C $@rmin.
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Figure 4. Crystal violet staining of biofilms forohdy B. cepacialA4. Values were
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4 DISCUSSAO GERAL

As contagens de bactérias psicrotréficas apresantaim padrdo semelhante
durante o periodo de coleta, independente da or{gaminhdes-tanque e de silos de
armazenamento), com valores mais baixos no quiéf isto é, julho coincidindo com
o inverno no sul do Brasil. Hantsis-Zacharov antpkla (2007) observaram contagens
de psicrotréfricas entre 3 e 4logUFC/ml em amodiieeite coletadas ao longo de 10
meses em 4 fazendas em Israel. Eles encontraratagems de psicrotréficas que
variavam ao longo das estacfes e que denotavamidam&emelhante as populacdes de
bactérias mesofilicas. As contagens observadasesemie trabalho sdo semelhantes
aguelas descritas por Burdova et al. (2002) em @masosle leite do Leste Europeu,
porém mais altas do que as encontradas por SiBa8Jkm amostras de leite estocado
em usinas de beneficiamento de leite, as quaiaraani entre 3,4 e 5,9logUFC/ml, e por
Pinto et al. (2006), que variaram entre 1,7 e glkC/ml, 2,1 e 5,4logUFC/mlI, e entre
4,9 e 5,8logUFC/ml, em amostras coletadas nas daseprodutoras, em reservatorios
individuais e coletivos e no silo de estocagemnuiistria, respectivamente. Embora
contagens totais por si sO sejam um indicador ddidpde higiénica do leite cru, a
contagem de psicrotroficas € um indicador compleéaneque pode contribuir para
explicar os problemas sazonais no processamentd CEMPIRKOVA, 2002).

A microflora composta de bactérias psicrotréficgeralmente produtora de
enzimas termoresistentes, é a principal causa @gial@cdo das amostras de leite cru
refrigerado (SORHAUG e STEPANIAK, 1997). Amostras|dite cru de propriedades
leiteiras, do comércio e de plantas de beneficiamea india apresentaram contagens
de psicrotréficas de 3,66, 4,96 e 5,03logUFC/mipeetivamente (KUMERASAN et
al., 2007). Os autores indicam que reduzindo a ¢eatpra de estocagem d¥C7para
2°C reduz de modo significativo o desenvolvimento pacrotréficas e atividades
proteoliticas e lipoliticas.

No presente trabalho, um total de 249 colbniasnio@btidas em placas
incubadas a°C. Isolados de psicrotréficas denotando atividadgeplitica em placas
de agar leite foram selecionadas e identificadags @42 isolados de bactérias
psicrotréficas e proteoliticas identificadas ngsaquisa, 90% foram Gram-negativas.

A predominancia de bactérias Gram-negativas, isslaeim amostras de leite cru
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refrigerado esta de acordo com resultados obtido®ytros pesquisadores (COUSIN,
1982; MUIR, 1996; ENEROTH et al., 2000a; PINTO let2006).

Entre as bactérias psicrotroficas Gram-negativakentificadas, as espécies
predominantes forar&nterobacterspp. (30%),Escherichia coli(16,4%), eKlebsiella
spp. (12,5%). A presenca Baterobacteriaceagsicrotroficas no leite tem sido descrita
(SUAREZ e FERREIROS, 1991). A maioria das variedatEEnterobacteriaceaé?3
de 75) isoladas de leite e derivados em um trakaterior foram psicrotréficas com a
excecdo de variedades denterobacter cloacae(WESSELS et al.,, 1989). As
psicrotréficas predominantes em queijos feitoseite kru de ovelhas na Espanha eram
Enterobacteriaceaee mais de 73% produziram enzimas proteolitidgsotiticas a 7C
(SANTOS et al., 1996). A famili&nterobacteriacea@ representada principalmente
pelos génerosKlebsiella Escherichia Citrobacter e Enterobactey sendo que
variedades d&nterobactere Klebsiellando sdo consideradas de origem fdgatoli é
o coliforme principal, sendo um indicador de contamgdo fecal em alimentos
industrializados. A presenca elevada de contagensotiformes em leite cru pode
aumentar a possibilidade de encontra-los em predderivados do leite, o que
representa um sério impedimento ao consumo do @tnedustrializado.

Dentre as bactérias Gram-negativas nao fermentdpravaleceu o género
Pseudomonasembora correspondesse por volta de 8% do totddadeérias Gram-
negativas identificadas. A predominancia do gémseudomonasomo contaminante
de leite cru refrigerado foi descrita (MARTINS dt, 2006). Eneroth et al. (2000b)
observaram uma grande frequéncia de isolados deyaggPseudomonaé’2 a 77%)
em amostras de leite cru, leite pasteurizado e demtyra ambiente em industrias de
laticinios.

Um estudo sobre a diversidade entre psicrotrofemmsfazendas leiteiras em
Israel apontou que as classes dominantes exaRToteobacteria, Bacilli e
Actinobacteria, sendo que a maioria dos isoladossaptaram atividades lipoliticas ou
lipoliticas e proteoliticas, mas poucas acusarammeste atividade proteolitica
(HANTSIS-ZACHAROV e HALPEM, 2007). Amostras de keitle fazendas, silos e
caminhdes na Finlandia produziram 180 col6nia8Ca(MUNSCH-ALATOSSAVA e
ALATOSSAVA, 2006). Entre as psicrotréficas isoladapresentando aspectos de
deteriorizacdo, uma grande quantidade foi idemtifec comoP. fluorescens e

pseudomonas pareciam constituir o grupo dominanfestrotroficas de deteriorizacao.
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Os autores também encontraram algumas variedadegé&eros décinetobacter
Burkholderiae Stenotrophomonas

Proteases de bactérias psicrotroficas tém sidcioeladas com coagulacdo ou
gelatinizac&o das proteinas do leite, mas relardenpoucos estudos tém demonstrado
tais efeitos por adicdo direta de proteases asteamode leite (DATTA e DEETH,
2003; TONDO et al.,, 2004). Leite UAT produzido cdeite de baixa qualidade
(contagens psicrotréofricas de 4,7logUFC/ml, atidelaproteolitica de 0,71 U/ml)
apresentou um aumento de 74,7% em N soluvel cooremlapds 180 dias versus
33,8% observados em relagéo a leite de boa queli@®a log UFC/ml, 0,42 U/ml).
Além disso, 0 numero e concentragcdo de peptideesndi@ado por RP-HPLC foram
baixos no leite de boa qualidade (TOPCU et al.6200

A enzima deB. cepacialA4 adicionada ao leite desnatado, independente de
quantidade, promoveu a coagulacdo do leite a pdotisegundo dia, enquanto que
amostras de leite com enzimas inativadas (gruptralel ndo coagularam. Quanto as
amostras de leite integral, a coagulacdo tambérab®érvada, mas ela iniciou a partir
do quinto dia, enquanto as amostras do grupo dentém coagularam até o sétimo dia
da avaliacdo. O fato de a protedlise ter ocorridma velocidade maior nas amostras de
leite desnatado em relagdo ao leite integral tamioérmbservada por Garcia-Risco et
al. (1999), indicando que a extensao da proteélisgluenciada pelo nivel de gordura
presente no leite (LOPEZ-FANDINO et al., 1993).

A gelatinizacdo € um dos maiores problenpas afetam a qualidade do leite
UAT. O processo UAT promove o aumento da visco®ddd leite, mas ndo sua
coagulacdo j4 que o tempo de aquecimento € pequBum@nte a estocagem, a
viscosidade do leite aumenta até que ha a formdeagel (gelatinizacdo) apontando
que o produto ndo esta mais apropriado para consdOsimecanismos envolvidos no
fenbmeno da gelatinizacdo compreendem basicamietacdo das proteinas do leite,
associagao e dissociacdo de ions de célcio, foordeggolimeros derivados da reacdo
de Maillard, formacéo e dissociagdo do complexaaseina e a participacdo de enzimas
do leite (plasmina) e proteases de bactérias psdficas (HILL, 1988; CHEN et al.,
2003). O fendbmeno da gelatinizacdo € induzido,idmente, pela acdo de enzimas
resistentes ao calor (proteases) presentes, deafoatural, no leite ou derivados de
bactérias, principalmente aquelas do grupo dagghsificas (TONDO et al., 2004).
Estas enzimas apresentam a habilidade de degraskinas e promovem a agregacao

de micelas. Quando as contagens de bactérias tpdfmas alcancam um nivel de
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10°UFC/mL, a producdo de protease por tais microosgans € capaz de degradar
consideraveis quantidades de caseina. De acord&baim (1994), as amostras de leite
UAT, estocadas a 30°C, apresentando niveis de agmtemaiores que um
nanograma/mL, podem apresentar um gosto amargo frer so processo de
gelatinizagdo. A acdo degradadora de proteasesiceonganismos psicrotroficos &
distinta entre as fracbes da proteina do leHeasein € a mais susceptivel a acao destas
enzimas, ao passo que as proteinas do soro sdamlante mais resistentes a
protease. Koka e Weimer (2000) relataram que a deétas bactérias psicrotrofricas,
principalmente a protease @seudomonaspp., € semelhante aquela apresentada pela
quimosina, uma enzima empregada em coagulacdo &@mznpara a manufatura de
queijos. A presenca mais rapida do fendbmeno datigekcdo no leite UAT estd
associada ao processo de aquecimento severo dvas te contaminacdo devido a
presenca de microorganismos psicrotroéficos.

Bactérias gram-negativas psicrotroficas tém sid@acienadas aos efeitos
nocivos ao leite, mas a pesquisa tem se concentraals naPseudomonasspp.
(ENEROTH et al., 1998; MARTINS et al., 2006). Ha @wmmento de evidéncias que
outro género possa ter relevancia similar (TOND@Igt2004) pela producdo de uma
forte atividade proteolitica. Além disso, o potahcpara a formagédo de biofilme
aumenta sua resisténcia aos processos usuaisieleehgglimpeza, o que representa um

alto risco para a industrializacdo de alimentos.



5 CONCLUSOES

Bactérias Gram-negativas foram isoladas com maieqiEncia dentre os
psicrotroficos proteoliticos obtidos de leite cafrigerado. A refrigeracéo do leite cru,
por periodos prolongados, na fonte de producédoaoindiistria, pode comprometer a
sua qualidade, considerando a possibilidade dec&selde bactérias psicrotroficas
proteoliticas.

No decorrer dos anos, comecaram a symgiblemas, principalmente pela
interpretacdo errbnea de que o processo UAT cartiglos os problemas anteriores da
matéria-prima, principalmente os de ordem micrdgima, uma vez que promoveria a
“esterilizacdo do produto”. Mas tem sido comum arapimento de defeitos, como a
gelificacéo, sedimentacdo, coagulacdo parcial tal &0 estufamento de embalagens,
mesmo em produtos dentro do prazo de validade.

A linhagem ddBurkholderia cepaciaisolada a partir de leite cru refrigerado
apresenta elevada atividade proteolitica, maxinaizad pHs de 6 a 7 e temperatura de
40°C, além disso possui poder coagulante e capbrida aderéncia e de formar

biofilmes.
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