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Il Resumo

Este estudo teve como objetivo correlacionar a atividade da plasmina e
as concentracoes de fragdes de caseina no leite longa vida (UAT) produzido em
usina de beneficiamento do Estado de Sao Paulo. O leite cru foi submetido a
pasteurizacdo (72-76 °C, 15-20 segundos), seguida da esterilizacao por processo
de injecao direta de vapor (132-136 °C, 34 segundos), sendo homogeneizado
e envasado assepticamente em embalagens cartonadas. Quatro lotes de UAT
foram analisados para atividade de plasmina e frac6es de caseina apoés 10, 30,
60, 90 e 120 dias de armazenamento. A atividade de plasmina no leite longa vida
aumentou durante o armazenamento, correlacionando-se negativamente com a
concentragéo de o -caseina. A atividade da plasmina apresenta resisténcia a
esterilizac&do do leite pelo processo UAT e aumenta a protedlise do leite longa
vida como consequéncia da degradacéo da o, -caseina.

Palavras-chave: Plasmina; Caseinas, Leite longa vida; Protedlise.

B Summary

The objective of this study was to correlate the plasmin activity and
the concentrations of casein fractions in ultra-high-temperature (UHT) milk
manufactured in a dairy plant in the State of Sao Paulo, Brazil. Raw milk was
pasteurized (72-76 °C, 15-20 seconds), followed by direct steam injection into
the milk (132-136 °C, 34 seconds), then homogenized and aseptically packaged
into cartons. Four replicates of the UHT milk were analyzed for the plasmin activity
and casein fractions after 10, 30, 60, 90 and 120 days of storage. Plasmin activity
significantly increased in the UHT milk during storage and was negatively correlated
with the concentration of a,,-casein. Plasmin is resistant to milk sterilization by
the UHT process, and increases proteolysis of the UHT milk as a consequence
of a,-casein degradation.

Key words: Plasmin; Caseins, UHT milk; Proteolysis.
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Il 1 Introducao

A plasmina é uma enzima enddgena do leite
classificada como uma proteinase alcalina, analoga a
enzima sérica do soro sanguineo bovino; encontra-se
associada as fracdes de caseina no leite, sendo
responsavel por aproximadamente 90% da protedlise total
que ocorre no leite (FERNANDES e OLIVEIRA, 2007). A
plasmina degrada B-, o,- € a,-caseina, sendo que esta
atividade proteolitica € maior em leites provenientes de
vacas com mastites, em fun¢do do aumento na contagem
de células somaticas (CCS) no leite (BASTIAN e BROWN,
1996). Diferentemente da plasmina, as proteases
produzidas por microrganismos psicrotroficos no leite
causam protedlise com maior intensidade nas fracdes
B- e x-, seguidas da og,-caseina (ISMAIL e NIELSEN,
2010; FERNANDES et al., 2008).

A plasmina comp&e um sistema complexo, que
inclui o plasminogénio, os ativadores de plasminogénio,
os inibidores dos ativadores do plasminogénio e o0s
inibidores da plasmina (FERNANDES et al., 2008). Verdi e
Barbano (1991) demonstraram que as células somaticas
no leite apresentam a capacidade de conversao de
plasminogénio em plasmina, resultando em protedlise da
caseina, o que confirma a associacao entre a alta CCS
e 0 aumento da atividade proteolitica da plasmina. No
entanto, os componentes do sistema plasmina interagem
entre si (BASTIAN e BROWN, 1996) e com outros
componentes do leite, como a caseina (METWALLI et al.,
1998) e as proteinas do soro (ISMAIL e NIELSEN, 2010;
SAINT-DENIS et al., 2001), promovendo ou inibindo a
protedlise, dependendo da intensidade do tratamento
térmico e das condicbes de armazenagem do leite.

O leite longa vida se destaca por ser um produto de
prateleira estendida, o que proporciona comodidade ao
consumidor, principalmente em grandes centros urbanos.
As vendas deste tipo de leite no Brasil representam 74% do
volume total de leite fluido comercializado no pais (ABLYV,
2009). Considerando-se a importancia econémica do leite
longa vida no mercado e na dieta da populagé&o brasileira,
existem poucos dados na literatura sobre os fatores que
afetam a qualidade do produto nessas condi¢des. Um
dos principais problemas que afetam a qualidade do leite
longa vida durante o armazenamento é a precipitagdo
indesejavel, ou a gelificacéo, ocasionando uma reducgéo
na sua vida util. A acéo proteolitica da plasmina sobre
as fracdes de caseina do leite tem sido sugerida como
um dos fatores causais da gelificagdo do leite longa
vida durante o armazenamento (FERNANDES et al.,
2008), tendo em vista que a plasmina é uma enzima
termoestavel, capaz de sobreviver a pasteurizacdo e ao
tratamento por esterilizagdo do leite (KOHLMANN et al.,
1988). O objetivo do presente trabalho foi verificar a
relacdo entre a atividade de plasmina e as concentracdes
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das fracBes de caseina no leite longa vida integral durante
120 dias de armazenamento.

I 2 Material e métodos

2.1 Caracterizacéo do leite cru usado na fabricacao
do leite longa vida

O leite longa vida utilizado no experimento foi
produzido em usina de beneficiamento localizada no
municipio de Casa Branca-SP, utilizando-se lotes de leite
cru recolhido em propriedades leiteiras associadas a
industria e entregue na usina em caminhdes isotérmicos.
Antes do inicio de cada lote de leite ser processado
(8.000-15.000 L/lote), foram colhidas amostras em
duplicata de 600 mL do leite cru armazenado no tanque-
silo, para realizacao da contagem de células soméaticas
(CCS) por meio de contador eletronico (Bentley, Chaska,
Minnesota, USA), determinagéo da atividade de plasmina
(SAINT-DENIS et al., 2001) e contagem de microrganismos
mesdfilos e psicrotréficos (APHA, 2004). Cada amostra
foi composta por dez subamostras de 60 mL de leite,
coletadas em intervalos de cerca de 10 minutos,
durante a transferéncia do leite do tanque-silo para o
tanque de equilibrio do pasteurizador. Consideraram-se,
como critério de inclusdo no estudo, quatro lotes de
leite cru cujas duplicatas analisadas apresentaram até
1,0 x 10* unidades formadoras de colénias (UFC) mL™
para mesofilos e 1,0 x 10° UFC mL-" para psicrotréficos
(LUCK, 1987).

2.2 Fabricacéao do leite longa vida

O leite cru foi submetido a pasteurizagéo réapida
(HT-ST) em trocadores de calor a placas, sendo
pré-agquecido a 50 °C, clarificado em centrifuga, aquecido
a 72-75°C por 15-20 segundos, imediatamente resfriado
a 4 °C e estocado temporariamente em baldo isotérmico,
até o inicio do processamento para obtencéo do leite
longa vida. Em seguida, o leite tratado resfriado foi
previamente aquecido a 85 °C em trocadores tubulares,
seguindo posteriormente na linha para injecao de vapor
superaquecido, até atingir a temperatura de 132-135 °C,
por 2-8 segundos. Na sequéncia do processo, o leite foi
submetido a evaporacdo em camara de vacuo parcial
(-0,6 MPa), na qual sofreu um primeiro resfriamento até
cerca de 70 °C, e a passagem em homogeneizadora de
dois estagios (22-25 MPa), retornando ao trocador tubular
para um segundo resfriamento a temperatura de cerca
de 20 °C. O produto foi envasado automaticamente em
embalagens assépticas cartonadas de 1L, em sistema de
torre (TetraPak®). Todas as unidades produzidas em cada
lote ficaram retidas na usina até o término do periodo de
observac&o de amostras do lote, mantidas em estufa a
35 °C por sete dias. Apds a liberacéo de cada lote pela
empresa, foram reservadas dez unidades do produto para
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fins de andlises laboratoriais, as quais foram armazenadas
a temperatura ambiente (22-27 °C) durante 120 dias. As
analises foram efetuadas nos quatro lotes de leite longa
vida, aos 10, 30, 60, 90 e 120 dias apos a fabricacao.

2.3 Determinacao da atividade de plasmina

A atividade da plasmina no leite longa vida foi
determinada por meio da metodologia descrita por
Saint-Denis et al. (2001). Para avaliar a atividade da
plasmina, amostras de leite (1 mL) foram pré-incubadas
por 10 minutos a 37 °C com 1 mL de tampé&o Tris-HCI
100 mM (pH 8,0), contendo acido e-aminocaproico 8
mM e NaCl 0,4 M, e gelatina (4 g.L™"), com objetivo
de dissociar a plasmina das micelas de caseina. A
atividade da plasmina foi determinada quantificando-se
a concentracdo de 7-amido-4-metil cumarina (AMC), um
produto fluorescente liberado pela plasmina a partir de um
peptideo (PIERZCHALA, 1979). A quantificacdo de AMC
foi realizada em detector de fluorescéncia (Shimadzu,
Japao) equipado com célula para cubetas de 1 cm de
percurso optico, utilizando-se excitacdo a 370 nm e
emissao a 440 nm. A curva de calibracéo foi preparada
utilizando-se solugdes padréo contendo 0,5, 1,25, 2,5
e 5,0 yg.mL™" de plasmina, preparadas de acordo com
Saint-Denis et al. (2001). Os resultados foram expressos
em unidades Sigma (US), considerando 1,0 US = 1,0 mM
AMC liberado no ensaio.

2.4 Determinacao das fragoes de caseina

As fragdes individuais de caseina do leite foram
determinadas por meio de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), seguindo rigorosamente 0s
procedimentos descritos por Fernandes et al. (2008).
A separacao e a identificagdo preliminar das proteinas
foram realizadas no sistema CLAE (Shimadzu, Japéao),
equipado com detector de luz UV e coluna Jupiter C18
(4 upm, 4,6 x 150 mm) (Phenomenex, Torrance, USA).
As amostras foram filtradas através de membrana de
PTFE 0,45 pum (Millipore, USA), sendo que 20 pL da
solugéo foram injetados no sistema CLAE. A corrida
cromatografica foi realizada em temperatura ambiente,
nas condicdes preconizadas por Bobe et al. (1998),
detalhadas a seguir. Fases méveis: misturas de solventes A
(acetonitrila + agua + &cido trifluroacético— 100:900: 1)e B
(acetonitrila + agua + acido trifluroacético—900: 100 : 1).
O programa de gradiente foi iniciado com 25% do solvente
B, aumentando-se gradativamente a propor¢cédo do

solvente B imediatamente apds a injecdo da amostra [34%
(4 minutos), 48% (11 minutos), 50% (13 minutos), 10% (17
minutos)], retornando em seguida as condicdes iniciais,
apo6s 2 minutos; Fluxo: 1,0 mL/minuto; Comprimento de
onda do detector: 220 nm. Nestas conducoes, os tempos
de retengéo de o -caseina, o -caseina, p-caseina e
k-caseina foram 10,9 minutos, 9,3 minutos, 11,4 minutos
e 8,3 minutos, respectivamente.

Os resultados das anélises da atividade de
plasmina e das fragdes de caseina no leite UAT aos 10,
30, 60, 90 e 120 dias de armazenamento foram utilizados
para determinar o coeficiente de correlacao de Pearson
(r). O efeito do tempo de armazenamento em fracdes de
caseina no leite longa vida foi determinado utilizando-se
0 procedimento proc mixed do SAS® (SAS, 2004). Em
todos os casos, a significancia foi testada no nivel de
probabilidade de 0,05.

I 3 Resultados e discussao

A CCS nos lotes de leite cru utilizados na fabricacao
do leite longa vida variou de 342.000 a 808.000 células.
mL-", ou 5,53 a 5,91 Log células.mL™" (Figura 1). Os
valores de atividade de plasmina variaram entre 172 e
184 US, sendo correlacionados com a CCS do leite cru
(r=0,9101; P =0,0263). Esses resultados corroboram os
dados reportados por outros autores sobre 0 aumento da
atividade de plasmina em leites provenientes de vacas
com alta CCS (BASTIAN e BROWN, 1996).

A Tabela 1 apresenta os coeficientes de correlacao
entre os niveis de plasmina e as fraces de caseina no leite

6,00 1
5,95 -
5,90 - .
5,85
5,80 -
5,75
5,70 A
5,65 -
5,60 -
5,55 .
5,50 : . .
170 175 180 185

Plasmina (US)*

Figura 1. Contagem de células sométicas (CCS) e concentracbes
de plasmina nos quatro lotes de leite cru utilizado na fabricacéo
do leite longa vida. A respectiva equacdo de regresséo é:
y =0,0277x + 0,8358 (r = 0,9101; P = 0,0263). *US = Unidade
Sigma (1,0 US = 1,0 mM 7-amido-4-metil cumarina).

CCS (Log células mL™")

Tabela 1. Correlactes entre as atividades de plasmina sobre as fracées de caseina do leite UAT integral durante 120 dias de

armazenamento.

Correlagao r
Plasmina x a.,-caseina -0,5074
Plasmina x a,_,-caseina 0,3288
Plasmina x B-caseina -0,4408
Plasmina x k-caseina -0,1287

P Equacao
0,0224 y = 0,0422x + 19,253
0,1570 -

0,0517 -
0,5886 =
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longa vida nos 120 dias de armazenamento. Constatou-se
somente correlacao negativa (r = -0,5074; P = 0,0224)
entre a atividade de plasmina e a concentracdo de
o ,-caseina, sendo observada também uma tendéncia
de correlagcado negativa entre plasmina e B-caseina
(r=-0,4408; P =0,0517). Estes resultados estédo de acordo
com os apresentados por Srinivasan e Lucey (2002), os
quais constataram que a acédo da plasmina degrada
principalmente as fragdes o,,-, 0,,- € B-caseina, sendo
que esta atividade foi capaz de alterar as propriedades de
coagulacao do leite. O aumento na atividade de plasmina
no leite longa vida em relacao ao leite cru confirma a
estabilidade térmica desta enzima, conforme observado
por outros autores, em leites pasteurizados (VERDI e
BARBANO, 1991; BASTIAN e BROWN, 1996).

A Figura 2 apresenta a evolucé&o da atividade de
plasmina e das concentragdes de o ,-caseina no leite longa
vida durante o armazenamento por 120 dias. Observou-se
que 0 aumento dos niveis de plasmina ao longo deste
periodo (r = 0,9823; P = 0,0127) foi acompanhado pela
reducé&o dos niveis de a,,-caseina (r=0,7613; P = 0,0170).
Esta diminuicdo das concentragbes de caseina pode estar
associada em grande parte a CCS (FERNANDES et al.,
2008), o que predispde o leite a uma substancial hidrolise
da ass- e da B-caseina por proteases, havendo diminuigéo
nos niveis destas fracdes no leite (VERDI e BARBANO,
1991). De fato, Fernandes et al. (2008) observaram que a
CCS foi correlacionada a reducao nas concentracoes de
B-caseina no leite longa vida durante o armazenamento,
atribuindo este fato principalmente a plasmina.

A protedlise das caseinas € variavel de acordo
com a origem das proteases. As proteases produzidas
por microrganismos psicrotroficos causam protedlise
com maior intensidade nas fragées B- e k-, seguidas da
o, -caseina (FERNANDES e OLIVEIRA, 2007). Entretanto,

250 14
240 -
F13 o
230 4 E
~ - (@)
S 220 + 22
2 210 - A
g &
g 200 4 L 10 £
o [0}
190 §
180 - M9
170 8

10 30 60 90 120
Dias de armazenamento

Figura 2. Concentraces de plasmina (a) e caseina-as, (O)
no leite longa vida durante o armazenamento por 120 dias.
As respectivas equagbes de regressdo sdo: plasmina:
y = 13,06x + 172 (r = 0,9823; P = 0,0127); caseina-as,:
y =-0,834x + 12,855 (r = 0,7613; P = 0,0170). *US = Unidade
Sigma (1,0 US = 1,0 mM 7-amido-4-metil cumarina).
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estas proteases parecem n&o causar problemas até que
seja alcancado um nivel de, no minimo, 1,0 x 107 UFC.
mL-" de psicrotroficos (ARCURI et al., 2004). No presente
trabalho, somente foram avaliados lotes de leite cru que
apresentaram até 1,0 x 10* UFC.mL™" para mesdfilos e
1,0 x 108 UFC.mL"" para psicrotréficos. Deste modo, a
diminuigao dos niveis de o, ,-caseina observada durante
0 armazenamento do leite longa vida pode ser atribuida
a acéo proteolitica da plasmina, cuja atividade foi
correlacionada a variacdo da CCS no leite cru utilizado
como matéria-prima.

Durante o periodo de armazenamento do leite longa
vida, ndo foram constatadas, por simples observacao
visual, alteracdes de cor ou aspecto nas amostras
analisadas. No entanto, a consequéncia provavel e de
maior importancia das mudancas nas fracdes de caseina
no leite longa vida é a desagregacado das micelas de
caseina, uma vez que este fendbmeno esta envolvido em
diversas alteracbes indesejaveis no leite, sobretudo a
gelificacéo durante a vida de prateleira do produto (DATTA
e DEETH, 2001).

I 4 Conclusodes

A atividade de plasmina no leite cru foi
proporcionalmente maior nos leites com maior CCS, cujos
valores aumentaram durante o armazenamento do leite
longa vida por 120 dias a temperatura ambiente. Durante
esse periodo, o aumento da atividade de plasmina
foi acompanhado de reduc&o das concentracdes de
o, -caseina no leite longa vida.
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