
 289Atividade proteolítica de protease produzida por Pseudomonas fluorescens IB 2312...

Rev. Inst. Laticínios Cândido Tostes, Juiz de Fora, v. 69, n. 4, p. 289-296, jul./ago., 2014

Artigo  DOI: 10.14295/2238-6416.v69i4.333
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pressure homogenization
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RESUMO

A presença de proteases termorresistentes produzidas por microrganismos 
psicrotróficos tem sido apontada como fator limitante para a vida útil do leite UHT, 
além de causar modificações indesejáveis em derivados lácteos. O processo de 
homogeneização à alta pressão (HAP) é um método não térmico de preservação de 
alimentos capaz de promover a segurança microbiológica e inativação de algumas 
enzimas. Desta forma, este trabalhou avaliou a atividade proteolítica de protease 
produzida por Pseudomonas fluorescens em leite UHT desnatado submetido ao 
processo de homogeneização à alta pressão. As amostras de leite foram adicionadas 
de 10% de extrato enzimático desta protease e homogeneizadas em pressões de até 
300 MPa. Os ensaios demonstraram que pressões da ordem de 300 MPa causaram 
uma redução de 72,5% na atividade proteolítica. Portanto, o processo à altas pressões 
resulta em significativa inativação desta enzima termorresistente, o que possivelmente 
favorece a extensão da vida útil do leite UHT, além de limitar a perda de rendimento 
e de qualidade de queijos devido a alterações sensoriais indesejáveis de sabor e 
textura provocada por esta enzima.
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INTRODUÇÃO

O leite é um produto extremamente 
susceptível à deterioração microbiológica 
em função das suas características intrínsecas 
como pH, atividade de água e composição 
(LEITE JÚNIOR et al., 2011; CAVALCANTE 
et al., 2013). A proteólise em leite pode ser 
causada por proteases nativas e também 
por enzimas proteolíticas produzidas por 
microrganismos psicrotróficos, especialmente 
os do gênero Pseudomonas sp. (BAGLINIÈRE 
et al., 2013). 

Pseudomonas fluorescens é uma im-
portante espécie desse gênero e produz uma 
metaloprotease extracelular que desestabi-
liza a micela de caseína por hidrólise, afetando 
a vida de prateleira do leite UHT e a qualidade 
dos derivados lácteos (PINTO et al., 2010; 
JONGHE et al., 2011; MACHADO et al., 
2013).

Estudos mostram que várias espécies de 
Pseudomonas, quando presentes em número 
superior a 106-107 UFC mL -1, produzem 
proteases extremamente termorresistentes que 

podem degradar a caseína e reduzir a vida útil 
do leite UHT durante a estocagem, resultar 
em perda de rendimento e de qualidade dos 
queijos devido a alterações sensoriais de sabor 
e textura (PINTO et al., 2006; BAGLINIÈRE 
et al., 2012; BAGLINIÈRE et al., 2013), além 
da formação de biofilme em trocadores de calor 
conforme descrito por Haun (2004). Além 
disso, a protease produzida por P. fluorescens 
não é totalmente inativada pelo processo UHT, 
apresentando valor D a 140 ºC de 1 minuto 
(CROMIE, 1992). 

A homogeneização à alta pressão (HAP) 
ou alta pressão dinâmica (APD) é um processo 
não térmico desenvolvido com propósito 
de garantir a qualidade microbiológica dos 
alimentos, sem afetar seus atributos sensoriais 
e nutricionais (TRIBST et al., 2009; PEDRAS 
et al., 2012; 2014). O efeito da HAP em 
enzimas foi estudado por diversos autores 
(LACROIX et al., 2005; WELTI-CHANES 
et al., 2009; LIU et al., 2009 a,b; LIU
et al., 2010 a,b; LEITE JÚNIOR et al., 2014), 
sendo verificado que o processo é capaz de 
promover ativação e estabilização de enzimas 
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(LIU et al., 2009a,b; LIU et al., 2010a; 
TRIBST et al., 2012a,b). Em outros estudos, 
entretanto, foi observada apenas inativação 
enzimática pela HAP (LACROIX et al., 
2005; WELTI-CHANES et al., 2009; LEITE 
JÚNIOR et al., 2014). A diferença entre os 
resultados obtidos pode ser associado ao uso 
de diferentes equipamentos e condições de 
processo (pH, temperatura, complexidade do 
meio e presença de substratos), como também 
às características intrínsecas das diferentes 
enzimas.

Assim como o tratamento térmico, Pinho 
et al. (2005a) verificaram que o processo de 
homogeneização a alta pressão a 200 MPa foi 
capaz de inativar 6 ciclos logarítmicos de P. 
fluorescens. Entretanto, o principal problema 
tecnológico existente em leite relacionado 
aos microrganismos psicrotróficos é a sua 
protease. Desta forma, o objetivo deste 
trabalho foi avaliar a atividade proteolítica da 
protease produzida por P. fluerencens IB 2312 
em leite desnatado submetido ao processo de 
homogeneização à alta pressão.

MATERIAL E MÉTODOS

Leite desnatado

Os ensaios foram realizados utilizando-
se leite desnatado UHT (0,48 ± 0,03 % de 
gordura) proveniente de um único lote e 
adquirido em estabelecimento comercial do 
município de Campinas, SP.

Enzima de P. fluorescens

A cultura de P. fluorescens utilizada na 
produção da enzima empregada nos ensaios 
foi a IB 2312 do Instituto Biológico de São 
Paulo.

A cultura congelada em Skim Milk 
(Oxoid, UK) foi reativada em dois repiques 
sucessivos em caldo TSB (Oxoid, UK), 
com incubação a 30 °C por 24 horas a cada 

repicagem. Após a reativação da cultura, a 
produção da enzima consistiu em inocular 
uma alíquota de 10 mL de P. fluorescens 
em 400 mL de caldo TSB (Oxoid, UK) e 
posterior incubação a 30 °C por 48 horas. 
Após este período, o caldo foi centrifugado 
duas vezes a 4.000 rpm por 20 minutos e em 
seguida, aplicou-se um tratamento térmico 
(80 °C por 30 segundos) de modo a eliminar 
as células vegetativas. O extrato enzimático 
assim obtido foi armazenado a -18 °C até o 
momento de sua utilização.

Equipamento e processamento de homo-
geneização à alta pressão (HAP)

O equipamento de HAP utilizado foi um 
homogeneizador contínuo (FGP7400H:350 - 
Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra) 
com pressão de operação variando de 0 a 300 
MPa e vazão de, aproximadamente, 270 mL 
min-1. O homogeneizador é dotado de dois 
pistões intensificadores com acionamento 
hidráulico a óleo, movidos por um motor que 
aciona uma bomba que gera a pressurização 
necessária no fluido, controlada por uma 
válvula manual. 

Na saída do equipamento de HAP foi 
acoplado um trocador de calor, com o objetivo 
de reduzir a temperatura das amostras após 
a saída da válvula, minimizando os efeitos 
térmicos do processo. A temperatura do leite 
durante o processamento foi monitorada por 
três termopares acoplados na entrada (T1), na 
saída da válvula (T2) e na saída do trocador 
de calor (T3). 

Leite UHT desnatado adicionado de 
10 % (v/v) de caldo contendo a protease de P. 
fluorescens foi submetido ao processamento 
de HAP nas pressões de 200, 250 e 300 
MPa. Após o processo as amostras foram 
coletadas em recipientes estéreis. Os ensaios 
foram realizados em três repetições em dias 
diferentes. Foram preparadas, para controle 
do processo, amostras não processadas 
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com adição de enzima (APoCE) e amostras 
sem adição de enzima, sendo parte delas 
processadas (APxSE) e parte mantida sem 
processo (APoSE). Estas amostras foram 
avaliadas para determinação de eventual 
atividade proteolítica oriunda do leite UHT 
utilizado nos experimentos.

Avaliação da atividade proteolítica após 
processamento por HAP

A atividade proteolítica sobre as amostras 
processadas foi determinada por meio de 
método espectrofotométrico descrito por 
Gomes (1995). Para isto, as amostras de leite 
UHT desnatado contendo a protease de P. 
fluorescens (10 % v/v) processado por HAP em 
diferentes pressões foram incubadas a 37 ºC por 
24 horas. Simultaneamente, foram incubadas 
amostras de leite processadas e sem enzima 
(APxSE), amostras de leite não processadas 
com adição de enzima (APoCE) e amostras de 
leite não processadas sem enzima (APoSE) e 
um branco com água deionizada adicionada 
de 10% de caldo (Br Enz). Após o período 
de incubação, as amostras foram submetidas 
a uma diálise para separação dos peptídeos 
obtidos da hidrólise da caseína. 

Para a realização da diálise das amos-
tras, foram utilizadas membranas de celulose 
industrial (Viskaze, Brasil), utilizadas como 
envoltório de alimentos embutidos, com diâ-
metro achatado de 32 mm e diâmetro aberto de 
20 mm. A membrana de diálise utilizada tem 
capacidade de retenção específica de 12.400 
Daltons, portanto, permeável à maioria dos 
fragmentos oriundo da atividade proteolítica 
(< 12.220 Daltons, segundo Prata (1991)).

Os sacos de diálise foram preparados 
conforme descrito por Prata (1991): unidades 
de 25 cm de comprimento foram lavadas, 
fervidas em água deionizada e estocadas 
sob refrigeração por, no máximo, 15 dias. 
Os sacos de diálise foram fechados com 
um nó em uma das suas extremidades e, 

então, adicionados de 10 mL da amostra, 
posteriormente, a outra extremidade também 
foi fechada. Os sacos foram então lavados 
com água deionizada e colocados em tubos 
de ensaio contendo 20 mL de água destilada. 
A diálise foi realizada a 37 ºC por 2 horas. 

Após esse período, os sacos de diálise 
foram retirados e procedeu-se a reação com 
o dialisado (rico em aminoácidos e peptídeos 
livres) com ninidrina para obtenção de um 
complexo colorido conforme metodologia 
descrita por Gomes (1995). Para isto, 1 mL 
de dialisado foi adicionado a 1 mL da solução 
de ninidrina (0,2 % em água) e a mistura foi 
aquecida a 100 ºC por 15 minutos. Após o 
resfriamento, adicionou-se 3 mL de etanol 
60%, e, em seguida, foi feita a leitura da 
absorbância em espectrofotômetro a 570 nm.
O branco das amostras foi preparado da mes-
ma maneira que os demais, porém utilizando-
se água destilada ao invés de leite. Esta 
alteração nas proporções dos reagentes foi 
validada através da construção de uma curva 
padrão de alanina (Sigma, USA), para a qual 
se obteve um aumento de absorbância linear 
com o aumento de concentração do ami-
noácido, com R2 de 0,99. 

A atividade enzimática percentual 
residual (A.E.) foi calculada de acordo com 
a Equação 1:

A.E.=   (1)

Onde:
Abs APxCE: absorbância da amostra pro-
cessada à pressão “x” com enzima; 
Abs APxSE: absorbância da amostra pro-
cessada à pressão “x” sem enzima; 
Abs Br Enz: absorbância do branco de água 
com enzima;
Abs APoCE: absorbância da amostra sem 
processar com enzima; 
Abs APoSE: absorbância da amostra sem 
processar sem enzima.
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Análise estatística

O processo e as análises foram realiza-
dos em três repetições e cada análise foi rea-
lizada em triplicata. Os dados foram analisados 
estatisticamente utilizando-se o software 
STATISTICA 5.0 por meio da aná lise de va-
riância ANOVA e teste de média (Tukey) ao 
nível de 5 % de probabilidade. Os resultados 
foram expressos pela média ± desvio padrão. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Monitoramento da temperatura de processo

O processo de HAP causa aumento de 
temperatura dos alimentos processados em 
função do intenso cisalhamento, turbulên-
cia, impacto e cavitação (HAYES; KELLY, 
2003; PINHO et al., 2011), que ocorrem 
imediatamente após a passagem pela válvula 
de homogeneização. O monitoramento de 
temperaturas durante o processo é importante 
para mensurar o quanto os efeitos observados 
no alimento ocorreram em função deste 
aumento de temperatura. A temperatura do 
leite na entrada da válvula de homogeneização 
foi de 28,4 ºC ± 1,4 ºC. 

A Figura 1 apresenta as temperaturas 
registradas após a passagem do leite na saída 
da válvula de homogeneização em função da 
pressão de processo. Constatou-se correlação 
linear entre a pressão aplicada e o aumento 
da temperatura, com um aumento médio de 
18,3 ºC a cada 100 MPa. 

Após sair da válvula de homogeneiza-
ção, o leite processado por HAP apresentou 
uma temperatura máxima de 83,7 ºC (300 
MPa). Em seguida, o leite foi imediatamente 
resfriado no trocador de calor e o tempo 
de residência em altas temperaturas foi de, 
aproximadamente, 0,7 s. A temperatura do 
trocador de calor foi regulada para obtenção 
da mesma temperatura de saída em todos os 
tratamentos (média de todos os tratamentos de 
28,6 ± 1,6 ºC, T3). Para a maior temperatura 

(83,7 ºC) obtida no processo a 300 MPa, o 
tempo necessário para que a amostra atingisse 
a temperatura final foi de 5 segundos, sendo 
inferior nos processos realizados nas demais 
pressões. 

Figura – Temperatura registrada na saída 
da válvula de homogeneização/entrada do 
trocador de calor dos ensaios realizados em 
cada uma das pressões com uma temperatura 
constante de entrada de 28,4 ± 1,4 °C após o 
processo de HAP

Avaliação da atividade proteolítica da 
protease de P. fluorescens submetida ao 
processo de HAP

A atividade proteolítica na amostra de 
leite não processada a HAP foi de 216,0 ± 5,0 
U mL-1 e a atividade enzimática proteolítica 
residual das amostras processadas a HAP em 
diferentes pressões é mostrada na Tabela 1.

As amostras processadas em pressões 
< 200 MPa apresentaram intensa taxa de 
coagulação, não sendo possível obter um 
dialisado homogêneo e, consequentemente, 
leituras de atividade enzimática adequadas. 
Esta intensa coagulação pode ter sido causada 
pelo aumento da atividade proteolítica 
após a homogeneização à alta pressão, 
especialmente considerando-se que o processo 
foi previamente descrito como capaz de 
aumentar a atividade de enzimas similares 
(TRIBST et al., 2012a; LEITE JÚNIOR et al., 
2014). Em pressão de 200 MPa, foi observado 
uma atividade enzimática igual a da amostra 
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controle e, em pressões superiores, ocorreu 
uma inativação parcial da enzima, com re-
dução máxima de 72,50 % de atividade após 
HAP a 300 MPa. 

Tabela 1 – Percentual de atividade enzimática 
proteolítica em leite UHT desnatado após 
processamento de HAP

 Pressão (MPa) A. E. (%)*
 Controle** 100,00 ± 9,8a

 200 102,53 ± 4,5a

 250 43,58 ± 2,5b

 300 27,50 ± 5,1b

* valor médio (n = 3); médias com letras diferentes 
diferem entre si estatisticamente pelo teste de 
Tukey (p<0,05). **Controle: Amostra de leite UHT 
adicionado da protease de P. fluorescens IB 2312 
não submetida ao processo de HAP.

Alguns trabalhos prévios avaliaram o 
efeito da HAP sobre proteases nativas e mi-
crobianas presentes no leite. Hayes et al. 
(2005) observaram inativações de 85%, 90% 
e 96% de proteases endógenas do leite em 
processos de HAP realizados a 150, 200 e 250 
MPa, respectivamente. Já Hayes; Kelly (2003) 
observaram inativação de 65% da plasmina 
presente após processamento a 200 MPa. A 
comparação destes resultados com os obtidos 
no presente estudo mostram que a protease de 
P. fluorescens é mais resistente à HAP do que 
as proteases endógenas do leite.

Considerando-se que o processamento 
de HAP é proposto para substituição do trata-
mento térmico de leite com melhor retenção 
de nutrientes e características sensoriais, ele 
precisa ser realizado em pressões superiores 
a 250 MPa, para garantia da inativação ade-
quada de microrganismos (PINHO et al, 
2004; PINHO et al., 2005ab; PEDRAS et al, 
2014). Assim, é possível concluir que nas 
condições de processo de HAP requeridas 
para substituição da pasteurização de leite, 
certamente ocorrerá uma redução da atividade 

proteolítica de P. fluorescens IB 2312. O leite 
obtido desta forma passa a ser interessante 
para a produção de derivados lácteos, espe-
cialmente queijos, para os quais a redução 
da atividade proteolítica permite a obtenção 
de um produto com melhor rendimento 
devido a menor perda de peptídeos para 
soro promovendo manutenção da rede do 
gel rígida e consistente, além de melhorar o 
perfil sensorial, possivelmente, com menores 
alterações durante a estocagem limitando o 
desenvolvimento de off flavours e texturas 
quebradiças (LEITE JÚNIOR et al., 2014).

Além disso, os resultados destacam a 
possibilidade de inclusão da homogeneização 
a alta pressão como um pré-tratamento para 
produção de leite UHT, visto que causa uma 
inativação enzimática superior às obtidas 
neste processamento térmico, e, assim, pode 
garantir uma maior estabilidade do leite 
durante a estocagem.

CONCLUSÕES

O processo de homogeneização à alta 
pressão é capaz de reduzir a atividade pro-
teolítica das amostras de leite desnatado 
adicionadas de protease produzida por P. 
fluorescens IB 2312 em pressões superiores 
a 250 MPa, sendo que pressões da ordem de 
300 MPa causam uma redução de cerca de 
72,5% na atividade enzimática. Portanto, a 
tecnologia de HAP apresenta aplicabilidade 
para ser utilizada como uma operação unitária 
para redução da atividade de protease de P. 
fluorescens, com possível extensão da vida de 
prateleira do leite e derivados.
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