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Resumo. Temperaturas de resfriamento do leite facilitam a multiplicação de 

microrganismos psicrotróficos que produzem enzimas termorresistentes com potencial 

para degradar os componentes do leite. Visando avaliar o comportamento de 

microrganismos psicrotróficos em leite cru refrigerado, este estudo teve por objetivo 

verificar a multiplicação e atividade enzimática de leites contaminados intencionalmente 

com tais microrganismos em temperatura de refrigeração. Também teve a intenção de 

avaliar a atividade enzimática durante a pasteurização lenta (LTBT). Para isso, 

microrganismos psicrotróficos produtores de enzimas proteolíticas foram isolados de leite 

cru refrigerado. Esses microrganismos foram testados quanto ao seu tempo de geração em 

temperatura de 7 ± 1o C por oito dias em dois diferentes meios: Caldo cérebro coração 

(BHI) e leite desnatado reconstituído a 10% (LDR). Também foram avaliados quanto à 

produção de proteases e suas respectivas atividades enzimáticas durante a pasteurização 

lenta. Os resultados demonstraram que os isolados não atingiram a fase estacionária na 

curva de crescimento bacteriano durante os oito dias de incubação. Além disso, atividades 

das enzimas proteolíticas foram detectadas mesmo após o tratamento térmico, indicando 

resistência das mesmas às temperaturas da pasteurização lenta. Concluindo, para evitar 

perdas econômicas associadas à atividade enzimática, sugere-se que haja maior controle 

sanitário do ambiente de produção, assim como reduzidos períodos de armazenamento 

anteriores ao processamento térmico, visando reduzir a multiplicação de psicrotróficos 

proteolíticos. 

Palavras-chave: Atividade enzimática, curvas de crescimento, pasteurização lenta 

Behavior’s study of psychrotrophic microorganisms isolated from 

cooled raw milk 

Abstract. Milk cooling temperatures facilitate the multiplication of psychrotrophic 

bacteria that produce thermoresistant enzymes with potential to degrade milk’s 

components. Aiming to evaluate the behavior of psychrotrophs in cooling raw milk, this 

study aimed to verify the multiplication and enzymatic activity of milk intentionally 

contaminated with such microorganisms at refrigeration temperature. Also, it was intended 

to evaluate the enzymatic activity during long pasteurization (LTST). For this, proteolytic 

psychrotrophs were isolated from refrigerated raw milk. These microorganisms were tested 

for their generation time at a temperature of 7 ± 1° C for 192 hours in two different media: 

Brain Heart Infusion broth (BHI) and 10% reconstituted skim milk (LCR). They were also 

evaluated for the production of proteases and their respective enzymatic activities during 

slow pasteurization. The results demonstrated that the isolates did not reach the stationary 
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phase in the bacterial growth curve during the eight days of incubation. Furthermore, 

proteolytic enzyme activities were detected even after heat treatment, indicating resistance 

to slow pasteurization temperatures. In conclusion, to avoid economic losses associated 

with enzymatic activity, it is suggested that there is greater sanitary control of the 

production environment, as well as reduced storage periods prior to thermal processing, in 

order to reduce the multiplication of proteolytic psychrotrophs. 

Keywords: enzymatic activity, growth curves, long pasteurization 

Introdução 

A refrigeração é uma das soluções mais eficazes na redução das perdas econômicas devido à 

deterioração provocada por microrganismos mesófilos, que se multiplicam rapidamente no leite 

armazenado em temperatura ambiente. No entanto, as baixas temperaturas facilitam a multiplicação de 

microrganismos psicrotróficos, que se tornaram prevalentes na microbiota do leite cru refrigerado. Estes 

microrganismos são conhecidos por produzir enzimas líticas que degradam principalmente proteínas e 

gorduras (Vithanage et al., 2016; Zhang et al., 2020). Os tratamentos térmicos convencionais aos quais 

é submetido o leite para consumo humano, elimina grande parte dos microrganismos psicrotróficos, 

porém as enzimas podem resistir à temperatura elevada, estando ativas após a morte do microrganismo que 

as produziram (Baur et al., 2015; Marchand et al., 2017; Stoeckel et al., 2016a; Stoeckel et al., 2016b). 

As perdas econômicas relacionadas às proteases de origem microbiana estão ligadas à redução do 

rendimento e alteração das características intrínsecas dos derivados lácteos. Por isso, medidas 

preventivas como controle sanitário dos ambientes da produção, assim como a redução no tempo de 

armazenamento do leite antes do processamento são desejáveis à melhoria da qualidade deste produto. 

Menores contaminações iniciais por microrganismos psicrotróficos (obtidos com o controle higiênico 

do ambiente), assim como tratamento térmico realizado o mais rápido possível (evitando a multiplicação 

destes microrganismos) são úteis na redução da produção de enzimas, já que este processo se inicia 

quando as contagens de microrganismos psicrotróficos atingem valores superiores a seis ciclos 

logarítmicos (Muir & Kjaerbye, 1996; Nörnberg et al., 2009; Reche et al., 2015; Zhang et al., 2020). 

Visando avaliar o comportamento de microrganismos psicrotróficos em leite cru refrigerado, este 

estudo teve por objetivo verificar a multiplicação e atividade enzimática de leites contaminados 

intencionalmente com tais microrganismos em temperatura de refrigeração. Além disso, teve a intenção 

de avaliar a atividade enzimática durante a pasteurização lenta. 

Material e métodos 

Amostras de leite cru refrigerado foram coletadas em triplicata em duas diferentes oportunidades, 

diretamente de tanque de resfriamento de uma unidade produtora de leite. As amostras foram 

armazenadas em frascos estéreis, acondicionadas em temperaturas inferiores a 10° C e encaminhadas 

ao Laboratório de Inspeção e Tecnologia de Leites e Derivados, Ovos e Mel da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul. 

No laboratório, diluições decimais foram inoculadas em Ágar de Contagem Padrão (PCA) e mantidas 

a 36 ± 1° C por 48h para contagem de microrganismos mesófilos, enquanto a contagem de psicrotróficos 

foi realizada após armazenamento por 10 dias a 7 ± 1° C (Mörschbächer et al., 2018). Com base nas 

diferentes morfologias das colônias observadas durante a contagem, os microrganismos foram isolados 

e mantidos em cultura pura. 

Os microrganismos mesófilos foram testados quanto a sua capacidade de se multiplicar em 

temperaturas de refrigeração, sendo inoculados em Ágar Triptona de Soja (TSA) e armazenados em 

temperatura de 7°±1°C durante 10 dias. A capacidade de produzir enzimas proteolíticas dos isolados foi 

avaliada conforme BRASIL (1993). Para verificar a qualidade do meio teste foi utilizada como controle 

positivo a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), uma cepa sabidamente proteolítica. A identificação 

dos microrganismos psicrotróficos proteolíticos foi realizada por espectrometria de massa com 

ionização de dessorção a laser e análise de tempo de voo (MALDI TOF MS, AutoflexSpeed®, programas 

FlexControl® e Biotyper®-Bruker, Alemanha), usando o método de extração do ácido fórmico com 

etanol (Almuzara et al., 2015; Jang & Kim, 2018). 
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Curvas de crescimento 

Os microrganismos psicrotróficos proteolíticos foram testados quanto ao seu tempo de geração na 

temperatura de 7 ± 1° C em dois diferentes meios: Caldo infusão de cérebro e coração (BHI) e em meio 

leite desnatado reconstituído a 10% (LDR). As contagens foram feitas às 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 

168 e 192 horas após a inoculação, realizando diluições decimais sucessivas inoculadas em PCA e 

incubadas 7 ±1 C por 10 dias. Todas as análises foram feitas em triplicata. 

Atividade enzimática durante a pasteurização lenta 

Cada um dos microrganismos psicrotróficos proteolíticos isolados foi cultivado em BHI por sete dias 

a 7 ± 1° C para obtenção de concentração de 109 UFC/mL (unidades formadoras de colônias/mililitro). 

Para confirmar essa concentração foi utilizada a escala nefelométrica de Mc Farland, selecionando o 

tubo cinco como comparação, obtendo-se meios que apresentavam concentração próxima a 1,5 bilhões 

de microrganismos. Um mililitro deste conteúdo foi transferido para um frasco contendo 99 mL de LDR, 

resultando em uma contagem de 106 UFC/mL e acondicionado a 7 ± 1° C por 72 horas.  

Para testar a termo resistência das proteases produzidas pelos microrganismos psicrotróficos 

proteolíticos isolados, os frascos foram retirados da refrigeração e submetidos à pasteurização lenta, 

sendo coletadas amostras para mensuração da atividade enzimática à medida que o leite era aquecido. 

Foram quantificadas as atividades enzimáticas nas temperaturas de 10°, 20°, 30°, 40°, 50°, 60°, 65°C e 

durante os 10, 20 e 30 min de manutenção na temperatura de 65°C. A determinação da atividade foi 

realizada pelo método de hidrólise da gelatina solúvel descrito por Nörnberg et al. (2009). 

Resultados e discussão 

As médias dos resultados das contagens de microrganismos mesófilos e psicrotróficos podem ser 

visualizadas na tabela 1. 

Tabela 1. Médias das contagens de microrganismos mesófilos e psicrotróficos das amostras de leite cru refrigerado. 

Os valores médios das contagens de mesófilos e psicrotróficos são semelhantes aos obtidos em 

estudos anteriores realizados no Rio Grande do Sul. Porém, cabe ressaltar que é possível grande variação 

nestes números, já que as contagens de microrganismos estão associadas a fatores que variam de acordo 

com a unidade produtora, sendo eles a região onde o leite é produzido, o tipo de ordenha, o estado 

sanitário do rebanho, o manejo dos animais, a higienização de equipamentos utilizados na ordenha e 

armazenamento do leite, entre outros (Arcuri et al., 2008; Borges et al., 2009; Reche et al., 2015; Silveira 

& Bertagnolli, 2014; Vargas et al., 2014). 

Ao todo, foram isolados nove microrganismos psicrotróficos. Desses, apenas três apresentaram 

capacidade de produzir proteases e foram identificados como pertencentes aos gêneros Buttiauxella, 

Alcaligenes e Pseudomonas. Buttiauxella spp. e Alcaligenes têm sido identificados em leite cru 

refrigerado e derivados lácteos, porém normalmente não estão associados a produção de proteases. 

Entretanto, Pseudomonas é um gênero comumente associado à produção de enzimas líticas, sendo 

frequentemente isolado em leite cru refrigerado devido à sua capacidade de se multiplicar em 

temperaturas de refrigeração e de produzir biofilmes nos equipamentos de ordenha e armazenamento do leite 

(Moonga et al., 2020; Teh et al., 2014; Vithanage et al., 2016; von Neubeck et al., 2015; Zhang et al., 2020). 

Curvas de crescimento 

Os resultados da multiplicação dos microrganismos em BHI e LDR são apresentados nas figuras 1, 

2 e 3. Foi observado que os isolados tiveram uma fase inicial com menores taxas de crescimento, o que 

perdurou por aproximadamente 12 horas. Nas 180 horas seguintes os microrganismos se multiplicaram 

lentamente, não atingindo a fase estacionária bem definida no período avaliado. As taxas de crescimento 

médio (TCM) foram calculadas pela diferença entre o número de microrganismos inicial e final 

divididos pelo número de horas contabilizadas, sendo o resultado expresso em UFClog10/h. A TCM 

para os microrganismos isolados são – em LDR e BHI - respectivamente: Buttiauxella sp. 0,052 e 0,047 

Coleta 1 2 

Mesófilos totais 5,23 ± 0,27 6,45 ± 0,32 

Psicrotróficos totais 5,29 ± 0,29 5,29 ± 0,17 
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UFClog10/h; Alcaligenes sp. 0,056 e 0,054 UFClog10/h; Pseudomonas sp. 0,046 e 0,047 UFClog10/h. 

Pode-se observar que a TCM da Buttiauxella sp. foi maior no leite, porém, ao visualizar a curva de 

crescimento, é observado um declínio no número de microrganismos no BHI nas últimas 24h, o que 

afetou diretamente no cálculo desta taxa. Alcaligenes sp. teve comportamento semelhante nos dois meios 

avaliados, com exceção do período entre as 12 e 36h, onde houve maior crescimento no BHI. A TCM 

deste microrganismo foi superior no LD. Já a Pseudomonas sp. obteve maior TCM em BHI, 

apresentando pequenas diferenças entre as curvas obtidas nos dois diferentes meios. 

 
Figura 1. Curva de crescimento de Buttiauxella sp. em BHI e LD na 

temperatura de 7 ±1° C. *Os números apresentados na figura 

acima, que possuem a mesma cor da legenda, referem-se aos 

valores médios adicionados ou subtraídos dos desvios padrões 

calculados. 

 
Figura 2. Curva de crescimento de Alcaligenes sp. em BHI e LD na 

temperatura de 7 ± 1° C. *Os números apresentados na figura acima, 

que possuem a mesma cor da legenda, referem-se aos valores médios 

adicionados ou subtraídos dos desvios padrões calculados. 

 
Figura 3. Curva de crescimento de Pseudomonas sp. em BHI e LD na 

temperatura de 7 ± 1° C. *Os números apresentados na figura acima, 

que possuem a mesma cor da legenda, referem-se aos valores médios 

adicionados ou subtraídos dos desvios padrões calculados. 
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Estudos realizados por Stoeckel et al. (2016a) e Stoeckel et al. (2016b) avaliaram as fases do 

crescimento a 6° C de cepas de espécies do gênero Pseudomonas sp. e observaram que elas atingiam a 

fase estacionária dentro de 3-4 dias. O mesmo não ocorreu no presente estudo, já que não se observou a 

fase estacionária do crescimento bacteriano após oito dias a 7 ± 1° C. 

Microrganismos psicrotróficos quando submetidos a temperaturas próximas a 7 ± 1 C apresentam 

fases de adaptação mais longas quando comparadas a dos mesófilos em temperaturas superiores a 30 ± 

1 C. Isso foi determinante na definição dos tempos de refrigeração máximos permitidos pela legislação, 

onde são permitidas 48h de armazenamento do leite cru na propriedade rural em temperaturas iguais ou 

inferiores a 4° C (Baur et al., 2015; BRASIL, 2018; Marchand et al., 2017; Stoeckel et al., 2016a; 

Stoeckel et al., 2016b; Xin et al., 2017; Yuan et al., 2019). 

Atividade enzimática durante a pasteurização lenta 

Os resultados da atividade enzimática do LDR contaminado com Pseudomonas sp., Alcaligenes sp 

e Buttiauxella sp.  durante a pasteurização lenta é apresentado na figura 4.  

 
Figura 4. Atividade enzimática (U/mL) do leite contaminado com Pseudomonas sp., 

Alcaligenes sp. e Buttiauxella sp durante a pasteurização lenta. 

Antes de iniciar o aquecimento (temperatura de 10° C) o LDR contaminado com Alcaligenes sp. 

apresentava a maior atividade enzimática. À medida que ia aquecendo ela diminuiu, porém houve 

aumento na última aferição (aos 65°C por 30 min). Esse comportamento errático também foi observado 

no LDR contaminado com Pseudomonas sp. e Buttiauxella sp., havendo aumentos e diminuições 

durante a pasteurização lenta. Entretanto, ao final do tratamento térmico, todos os LDR apresentaram 

atividades enzimáticas residuais, ou seja, as enzimas proteolíticas não foram completamente inativadas 

pelo aquecimento. 

Estudos anteriores também identificaram atividades de enzimas proteolíticas após os tratamentos 

térmicos, sendo a pasteurização e o tratamento UHT não são suficientes para inativar tais enzimas. 

Estudo realizado com proteases produzidas por cepas de Pseudomonas sp., determinou que algumas 

delas resistiam a temperaturas superiores a 100° C (Marchand et al., 2009; Pinto et al., 2015; Stoeckel 

et al., 2016a; Stoeckel et al., 2016b). 

A medida de atividade proteolítica pelo método de gelatina solúvel indica presença de proteases, 

porém sua origem não é necessariamente microbiana. O leite contém uma grande variedade de enzimas 

que podem ter origem na própria glândula mamária ou nas células sanguíneas. Enzimas próprias do 

leite, como a plasmina, podem ter sua atividade aumentada durante o tratamento térmico, já que ocorre 

a inativação térmica dos inibidores da conversão de plasminogênio (zimogênio) em plasmina 

aumentando os níveis dela no leite. No entanto, a plasmina não está associada à degradação da caseína 

como as proteases de origem microbiana, cujas atividades alteram os sítios da principal molécula 

proteica láctea, afetando o rendimento e a qualidade dos seus derivados (Ismail & Nielsen, 2010; 

Marchand et al., 2017; Stoeckel et al., 2016; Stoeckel et al., 2016). 

Devido ao efeito das proteases microbianas no leite e seus derivados, a redução da contaminação por 

microrganismos psicrotróficos produtores destas enzimas é essencial à qualidade desses produtos. 
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Zhang et al. (2020) demonstraram que leites armazenados em temperatura de 7° C por cinco dias 

atingem contagens superiores a 7log10UFC/ml de microrganismos psicrotróficos o que, segundo Muir 

& Kjaerbye (1996) é mais que suficiente para produção de enzimas, sendo que esta se inicia em 

contagens acima de 6log10UFC/mL. Portanto, a adoção de medidas higiênico-sanitárias rigorosas no 

ambiente de produção para evitar que microrganismos psicrotróficos contaminem o leite (já que a maior 

parte deles tem origem no ambiente) e a redução no tempo de armazenamento a frio é sugerida para o 

controle de qualidade deste produto. 

Considerações finais 

Os microrganismos psicrotróficos que compõe a microbiota do leite cru refrigerado podem ser 

responsáveis pela produção de enzimas líticas e, consequentemente, pela degradação de componentes 

do leite. Para evitar perdas econômicas associadas à atividade enzimática, sugere-se que haja maior 

controle sanitário do ambiente de produção, assim como reduzidos períodos de armazenamento 

anteriores ao processamento térmico, visando reduzir a multiplicação de psicrotróficos proteolíticos. 
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