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ATIVIDADE PROTEOLITICA DE PROTEASE PRODUZIDA POR Pseudomonas

fluorescens IB 2312 EM LEITE DESNATADO SUBMETIDO AO PROCESSO DE
HOMOGENEIZACAO A ALTA PRESSAO

Proteolytic activity of protease produced by Pseudomonas fluorescens
IB 2312 in skimmed milk subject to the process of high
pressure homogenization

Claudia Regina Gongalves Pinho!, Bruno Ricardo de Castro Leite Junior'”,
Miguel Meirelles de Oliveira’, Alline Artigiani Lima Tribst', Marcelo Cristianini’

RESUMO

A presenca de proteases termorresistentes produzidas por microrganismos
psicrotroficos tem sido apontada como fator limitante para a vida util do leite UHT,
além de causar modificagdes indesejaveis em derivados lacteos. O processo de
homogeneizagdo a alta pressdo (HAP) ¢ um método ndo térmico de preservacao de
alimentos capaz de promover a seguran¢a microbioldgica e inativacdo de algumas
enzimas. Desta forma, este trabalhou avaliou a atividade proteolitica de protease
produzida por Pseudomonas fluorescens em leite UHT desnatado submetido ao
processo de homogeneizagao a alta pressdo. As amostras de leite foram adicionadas
de 10% de extrato enzimatico desta protease e homogeneizadas em pressdes de até
300 MPa. Os ensaios demonstraram que pressoes da ordem de 300 MPa causaram
uma reducdo de 72,5% na atividade proteolitica. Portanto, o processo a altas pressdes
resulta em significativa inativag@o desta enzima termorresistente, o que possivelmente
favorece a extensdo da vida Util do leite UHT, além de limitar a perda de rendimento
e de qualidade de queijos devido a alteracdes sensoriais indesejaveis de sabor e
textura provocada por esta enzima.
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ABSTRACT

The presence of thermoresistant proteases produced by psychrotrophic
microorganisms have been identified as a limiting factor of the UHT milk shelf-
life, causing undesirable changes in milk products. High pressure homogenization
(HPH) processing is a non-thermal method of food preservation, able to promotes
the microbiological safety and inactivation of some enzymes. Thus, this work
assessed the proteolytic activity of protease produced by Pseudomonas fluorescens
in skim milk subjected to high pressure homogenization process. The milk samples
were added by the protease enzymatic extract (10% v/v) and subjected to pressures
up to 300 MPa. The assays showed that pressures on the order of 300 MPa caused
a 72.5% reduction in proteolytic activity. Therefore, the process at high pressures
resulted in significant inactivation of this thermoresistent enzyme, which possibly
favors the shelf-life extension of the UHT milk and also limits the yield and quality
loss of cheeses due to undesirable sensory changes in flavor and texture caused by

this enzyme.

Keywords: UHT milk, enzyme activity, emerging technologies, thermoresistent

enzyme.

INTRODUCAO

O leite é um produto extremamente
susceptivel a deterioragdo microbiolégica
em funcdo das suas caracteristicas intrinsecas
como pH, atividade de agua e composi¢do
(LEITE JUNIOR etal., 2011; CAVALCANTE
et al., 2013). A protedlise em leite pode ser
causada por proteases nativas e também
por enzimas proteoliticas produzidas por
microrganismos psicrotroficos, especialmente
os do género Pseudomonas sp. (BAGLINIERE
et al., 2013).

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

Estudos mostram que varias espécies de
Pseudomonas, quando presentes em niimero
superior a 10107 UFC mL-!, produzem
proteases extremamente termorresistentes que

podem degradar a caseina e reduzir a vida util
do leite UHT durante a estocagem, resultar
em perda de rendimento e de qualidade dos
queijos devido a altera¢des sensoriais de sabor
e textura (PINTO et al., 2006; BAGLINIERE
etal., 2012; BAGLINIERE et al., 2013), além
da formacgéo de biofilme em trocadores de calor
conforme descrito por Haun (2004). Além
disso, a protease produzida por P. fluorescens
nao ¢ totalmente inativada pelo processo UHT,
apresentando valor D a 140 °C de 1 minuto
(CROMIE, 1992).

Ahomogeneizacao a alta pressao (HAP)
ou alta pressao dindmica (APD) ¢ um processo
ndo térmico desenvolvido com propdsito
de garantir a qualidade microbiologica 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
etal., 2010 a,b; LEITE JUNIOR et al., 2014),
sendo verificado que o processo ¢ capaz de
promover ativacao e estabilizagdo de enzimas
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(LTU et al., 2009a,b; LIU et al., 2010a;
TRIBST et al., 2012a,b). Em outros estudos,
entretanto, foi observada apenas inativagao
enzimatica pela HAP (LACROIX et al.,
2005; WELTI-CHANES et al., 2009; LEITE
JUNIOR et al., 2014). A diferenga entre os
resultados obtidos pode ser associado ao uso
de diferentes equipamentos e condi¢des de
processo (pH, temperatura, complexidade do
meio e presenca de substratos), como também
as caracteristicas intrinsecas das diferentes
enzimas.

Assim como o tratamento térmico, Pinho
et al. (2005a) verificaram que o processo de
homogeneizagao a alta pressao a 200 MPa foi
capaz de inativar 6 ciclos logaritmicos de P.
fluorescens. Entretanto, o principal problema
tecnoldgico existente em leite relacionado
aos microrganismos psicrotroficos ¢ a sua
protease. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade proteolitica da
protease produzida por P. fluerencens 1B 2312
em leite desnatado submetido ao processo de
homogeneizagao a alta pressao.

MATERIAL E METODOS
Leite desnatado

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

Enzima de P. fluorescens

A cultura de P. fluorescens utilizada na
producdo da enzima empregada nos ensaios
foi a IB 2312 do Instituto Bioldgico de Sao
Paulo.

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

repicagem. Apos a reativacdo da cultura, a
produgdo da enzima consistiu em inocular
uma aliquota de 10 mL de P. fluorescens
em 400 mL de caldo TSB (Oxoid, UK) e
posterior incubacao a 30 °C por 48 horas.
Apos este periodo, 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 enzimatico
assim obtido foi armazenado a -18 °C até o
momento de sua utilizagao.

Equipamento e processamento de homo-
geneizacao a alta pressio (HAP)

O equipamento de HAP utilizado foi um
homogeneizador continuo (FGP7400H:350 -
Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Inglaterra)
com pressdo de operagdo variando de 0 a 300
MPa e vazao de, aproximadamente, 270 mL
min'. O homogeneizador ¢ dotado de dois
pistdes intensificadores com acionamento
hidraulico a 6leo, movidos por um motor que
aciona uma bomba que gera a pressurizagao
necessaria no fluido, controlada por uma
valvula manual.

Na saida do equipamento de HAP foi
acoplado um trocador de calor, com o objetivo
de reduzir a temperatura das amostras apds
a saida da valvula, minimizando os efeitos
térmicos do processo. A temperatura do leite
durante o processamento foi monitorada por
trés termopares acoplados na entrada (T1), na
saida da valvula (T2) e na saida 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 pressdes de 200, 250 ¢ 300
MPa. Apos o processo as amostras foram
coletadas em recipientes estéreis. Os ensaios
foram realizados em trés repeticdes em dias
diferentes. Foram preparadas, para controle
do processo, amostras ndao processadas
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com adigdo de enzima (AP CE) e amostras
sem adi¢do de enzima, sendo parte delas
processadas (AP SE) e parte mantida sem
processo (AP _SE). Estas amostras foram
avaliadas para determinac¢do de eventual
atividade proteolitica oriunda do leite UHT
utilizado nos experimentos.

Avaliacio da atividade proteolitica apés
processamento por HAP

A atividade proteolitica 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.
Sfuorescens (10 % v/v) processado por HAP em
diferentes pressoes foram incubadas a 37 °C por
24 horas. Simultaneamente, foram incubadas
amostras de leite processadas e sem enzima
(AP SE), amostras de leite ndo processadas
com adigdo de enzima (AP CE) e amostras de
leite ndo processadas sem enzima (AP _SE) e
um branco com agua deionizada adicionada
de 10% de caldo (Br Enz). Apés o periodo
de incubacgdo, as amostras foram submetidas
a uma dialise para separacdo dos peptideos
obtidos da hidrolise da caseina.

Para a realizagao da dialise das amos-
tras, foram utilizadas membranas de celulose
industrial (Viskaze, Brasil), utilizadas como
envoltério de alimentos embutidos, com dia-
metro achatado de 32 mm e didmetro aberto de
20 mm. A membrana de dialise utilizada tem
capacidade de retencdo especifica de 12.400
Daltons, portanto, permeavel a maioria dos
fragmentos oriundo da atividade proteolitica
(< 12.220 Daltons, segundo Prata (1991)).

Os sacos de dialise foram preparados
conforme descrito por Prata (1991): unidades
de 25 cm de comprimento foram lavadas,
fervidas em agua deionizada e estocadas
sob refrigera¢do por, no maximo, 15 dias.
Os sacos de dialise foram fechados com
um ndé em uma das suas extremidades e,

entdo, adicionados de 10 mL da amostra,
posteriormente, a outra extremidade também
foi fechada. Os sacos foram entdo lavados
com agua deionizada e colocados em tubos
de ensaio contendo 20 mL de agua destilada.
A dialise foi realizada a 37 °C por 2 horas.

Apos esse periodo, os sacos de didlise
foram retirados e procedeu-se a reagdo com
o dialisado (rico em aminoacidos e peptideos
livres) com ninidrina para obtengdo de um
complexo colorido conforme metodologia
descrita por Gomes (1995). Para isto, 1 mL
de dialisado foi adicionado a 1 mL da solugao
de ninidrina (0,2 % em agua) e a mistura foi
aquecida a 100 °C por 15 minutos. Apds o
resfriamento, adicionou-se 3 mL de etanol
60%, e, em seguida, foi feita a leitura da
absorbancia em espectrofotometro a 570 nm.
O branco das amostras foi preparado da mes-
ma maneira que os demais, porém utilizando-
se agua destilada ao invés de leite. Esta
alteracdo nas proporg¢des dos reagentes foi
validada através da constru¢do de uma curva
padrao de alanina (Sigma, USA), para a qual
se obteve um aumento de absorbancia linear
com o aumento de concentragdo do ami-
noacido, com R? de 0,99.

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

AE- (Abs AP,CE - Abs AP, SE - Abs BrEnz)
"7 (Abs AP,CE - Abs AP,SE - Abs BrEnz)

X100 (1)

Onde:
Abs AP CE: absorbancia da amostra pro-
X
cessada a pressdo “x” com enzima;
Abs AP _SE: absorbancia da amostra pro-
X
cessada a pressdo “x” sem enzima;
z: anci AgUL
Abs Br Enz: absorbancia do branco de agua
com enzima;
Abs AP CE: absorbincia da amostra sem
processar com enzima;
: anci
Abs AP SE: absorbancia da amostra sem

processar sem enzima.
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Analise estatistica

O processo ¢ as analises foram realiza-
dos em trés repeticdes e cada analise foi rea-
lizada em triplicata. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando-se o software
STATISTICA 5.0 por meio da anélise de va-
ridncia ANOVA e teste de média (Tukey) ao
nivel de 5 % de probabilidade. Os resultados
foram expressos pela média + desvio padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Monitoramento da temperatura de processo

O processo de HAP causa aumento de
temperatura dos alimentos processados em
funcdo do intenso cisalhamento, turbulén-
cia, impacto e cavitagdo (HAYES; KELLY,
2003; PINHO et al., 2011), que ocorrem
imediatamente ap6s a passagem pela valvula
de homogeneizagdo. O monitoramento de
temperaturas durante o processo ¢ importante
para mensurar o quanto os efeitos observados
no alimento ocorreram em fungdo deste
aumento de temperatura. A temperatura do
leite na entrada da valvula de homogeneizagao
foi de 28,4 °C = 1,4 °C.

A Figura 1 apresenta as temperaturas
registradas apos a passagem do leite na saida
da valvula de homogeneizagdo em funcéo da
pressao de processo. Constatou-se correlagao
linear entre a pressao aplicada e o aumento
da temperatura, com um aumento médio de
18,3 °C a cada 100 MPa.

Apos sair da valvula de homogeneiza-
¢do, o leite processado por HAP apresentou
uma temperatura maxima de 83,7 °C (300
MPa). Em seguida, o leite foi imediatamente
resfriado no trocador de calor e o tempo
de residéncia em altas temperaturas foi de,
aproximadamente, 0,7 s. A temperatura do
trocador de calor foi regulada para obtengao
da mesma temperatura de saida em todos os
tratamentos (média de todos os tratamentos de
28,6 £ 1,6 °C, T3). Para a maior temperatura

(83,7 °C) obtida no processo a 300 MPa, o
tempo necessario para que a amostra atingisse
a temperatura final foi de 5 segundos, sendo
inferior nos processos realizados nas demais
pressaes.
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Figura — Temperatura registrada na saida
da valvula de homogeneizacao/entrada do
trocador de calor dos ensaios realizados em
cada uma das pressdes com uma temperatura
constante de entrada de 28,4 + 1,4 °C apos o
processo de HAP

Avaliacio da atividade proteolitica da
protease de P. fluorescens submetida ao
processo de HAP

A atividade proteolitica na amostra de
leite ndo processada a HAP foi de 216,0 £ 5,0
U mL"! e a atividade enzimatica proteolitica
residual das amostras processadas a HAP em
diferentes pressdes ¢ mostrada na Tabela 1.

As amostras processadas em pressoes
< 200 MPa apresentaram intensa taxa de
coagulacdo, nao sendo possivel obter um
dialisado homogéneo e, consequentemente,
leituras de atividade enzimatica adequadas.
Esta intensa coagulagdo pode ter sido causada
pelo aumento da atividade proteolitica
ap6s a homogeneizagdo a alta pressao,
especialmente considerando-se que o processo
foi previamente descrito como capaz de
aumentar a atividade de enzimas similares
(TRIBST etal., 2012a; LEITE JUNIOR et al.,
2014). Em pressdo de 200 MPa, foi observado
uma atividade enzimatica igual a da amostra
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controle e, em pressdes superiores, ocorreu
uma inativagdo parcial da enzima, com re-
dugdo maxima de 72,50 % de atividade apos
HAP a 300 MPa.

Tabela 1 — Percentual de atividade enzimatica
proteolitica em leite UHT desnatado apos
processamento de HAP

Pressdao (MPa) A. E. (%)*
Controle** 100,00 + 9,8°
200 102,53 + 4,5°

250 43,58 £2,5°

300 27,50 £5,1°

*

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 1B 2312
ndo submetida ao processo de HAP.

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

Considerando-se que o processamento
de HAP ¢ proposto para substitui¢do do trata-
mento térmico de leite com melhor retencao
de nutrientes e caracteristicas sensoriais, ele
precisa ser realizado em pressdes superiores
a 250 MPa, para garantia da inativag@o ade-
quada de microrganismos (PINHO et al,
2004; PINHO et al., 2005ab; PEDRAS et al,
2014). Assim, ¢ possivel concluir que nas
condigdes de processo de HAP requeridas
para substitui¢do da pasteurizagao de leite,
certamente ocorrera uma reducao da atividade

proteolitica de P. fluorescens 1B 2312. O leite
obtido desta forma passa a ser interessante
para a producdo de derivados lacteos, espe-
cialmente queijos, para os quais a redugdo
da atividade proteolitica permite a obtencao
de um produto com melhor rendimento
devido a menor perda de peptideos para
soro promovendo manutencdo da rede do
gel rigida e consistente, além de melhorar o
perfil sensorial, possivelmente, com menores
alteragdes durante a estocagem limitando o
desenvolvimento de off flavours e texturas
quebradigas (LEITE JUNIOR et al., 2014).

Além disso, os resultados destacam a
possibilidade de inclusao da homogeneizagao
a alta pressdo como um pré-tratamento para
producao de leite UHT, visto que causa uma
inativacdo enzimatica superior as obtidas
neste processamento térmico, e, assim, pode
garantir uma maior estabilidade do leite
durante a estocagem.

CONCLUSOES

O processo de homogeneizagao a alta
pressdo ¢ capaz de reduzir a atividade pro-
teolitica das amostras de leite desnatado
adicionadas de protease produzida por P.
fluorescens 1B 2312 em pressdes superiores
a 250 MPa, sendo que pressoes da ordem de
300 MPa causam uma reducdo de cerca de
72,5% na atividade enzimatica. Portanto, a
tecnologia de HAP apresenta aplicabilidade
para ser utilizada como uma operagao unitaria
para reducao da atividade de protease de P.
fluorescens, com possivel extensdo da vida de
prateleira do leite e derivados.
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