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Atividade de plasmina e plasminogénio no leite longa vida com alta e baixa
contagem de células somaticas durante o armazenamento

Activity of plasmin and plasminogen in ultra high temperature milk with high
and low somatic cell counts during storage

Carlos Humberto Corassin' Roice Eliana Rosim'
Carlos Augusto Fernandes de Oliveira™

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
contagem de células somaticas (CCS) do leite na atividade de
plasmina e plasminogénio durante o periodo de
armazenamento do leite longa vida integral. Os leites crus
foram categorizados em grupos de CCS de baixa (342.000-
487.000 células mL"') e alta contagem (603.000-808.000
células mL"). Dois lotes de leite longa vida em cada categoria
de CCS foram analisados para determinacdo de plasmina e
plasminogénio apés 10, 30, 60, 90 e 120 dias de
armazenamento em temperatura ambiente. Para a fabricagdo
do leite longa vida, o leite cru foi submetido a pasteuriza¢do
rapida seguida da esterilizag¢do industrial do leite por injeg¢do
de vapor pelo método direto e embalagem asséptica do
produto. A CCS ndo apresentou efeitos sobre as caracteristicas
fisico-quimicas do leite cru, e nem sobre a atividade de
plasmina e plasminogénio nos leites cru e longa vida,
armazenados por 120 dias. Entretanto, independentemente
da CCS, a atividade de plasmina e plasminogénio aumentou
no leite longa vida ao longo do armazenamento, indicando a
possibilidade de aumento da protedlise no produto durante
sua vida de prateleira.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of somatic
cell counts (SCC) in milk on plasmin and plasminogen activities
of ultra high temperature (UHT) milk during storage. Raw
milks were categorized in SCC groups of low (342,000-487,000
cells mL™) and high cells (603,000-808,000 cells mL"). Two
replicates of UHT milks within each SCC category were analyzed
for plasmin and plasminogen activities after 10, 30, 60, 90
and 120 days of storage at room temperature. For manufacture
of UHT milk, raw milk was pasteurized and sterilized by direct

vapor injection process, followed by aseptic packaging. SCC
had no effect on physical-chemical characteristics of raw milk,
and on plasmin or plasminogen activities in raw and UHT
milks during 120 days of storage. However, independently of
the SCC in raw milk, the activity of plasmin and plasminogen
increased in UHT milk during storage, hence indicating a
possible increase in proteolysis in the product during its shelf-

life.
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INTRODUCAO

Os tratamentos a temperaturas ultra-altas
tém experimentado uma expansdo espetacular nas
ultimas décadas e, atualmente, aplicam-se a muitos
setores da industria alimenticia, principalmente as
industrias lacteas, para esterilizagdo industrial do leite
e obtengdo de produtos de longa duragdo (EARLY,
1998). Entretanto, com esta tecnologia, surgiram
também novos desafios, entre eles, a manuten¢do da
qualidade do produto durante a vida de prateleira. Neste
contexto, alteragdes da estrutura fisica do leite, entre
elas a gelatinizagdo, constituem um dos principais
fatores que podem afetar o tempo de vida 1til do leite
longa vida (FERNANDES et al., 2008). Dentre os fatores
que influenciam a gelatinizagdo do leite, destaca-se,
principalmente, a a¢do de enzimas proteoliticas, as quais
em grande parte sdo termoestdveis, permanecendo
ativas mesmo apo6s oS processos usuais de
pasteurizagdo ou esterilizacdo do leite. Efeitos
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adicionais dessas enzimas manifestam-se também na
forma de alteragcdes no sabor dos produtos lacteos
(RENEAU & PACKARD, 1991), de modo que o tempo
de prateleira dos produtos lacteos de longa duragéo pode
ser estimado pela degradagdo enzimatica (MUIR, 1996).

Existem no leite 50 diferentes tipos de
enzimas nativas, porém a principal atividade proteolitica
enddgena no leite é decorrente da agdo da plasmina,
enzima normalmente associada a fra¢do de caseina
(RICHARDSON, 1983). A plasmina do leite ¢ idéntica a
plasmina do sangue, diferindo apenas no peso
molecular (MUIR, 1996). A proteolise originaria da
plasmina perfaz aproximadamente 90% da proteolise
total (BARRY & DONNELLY, 1981). O plasminogénio,
que também estd presente no leite, pode ser
prontamente ativado e convertido em plasmina
(RICHARDSON, 1983). VERDI & BARBANO (1991)
evidenciaram que as células somaticas apresentam esta
capacidade de conversdo, resultando em protedlise da
caseina. Esse fato confirma a associagdo entre a alta
contagem de células somaticas (CCS) e o aumento da
atividade proteolitica da plasmina, uma vez que o0s
leucocitos e as enzimas extracelulares bacterianas ndo
sdo capazes de converter o plasminogénio em plasmina.

O aumento da CCS esta relacionado a
mastite em vacas leiteiras, uma vez que durante a
evolugdo da doenga ha um influxo maior dessas células
para a glandula mamaria, conduzindo a elevagdo do
seu numero no leite e, consequentemente, de enzimas
naturalmente presentes nessas células, sobretudo de
plasmina (POLITIS etal., 1992). No leite com baixa CCS,
pode-se observar uma taxa normal de ativagdo do
plasminogénio para plasmina. No entanto, uma taxa
acentuadamente maior ocorre em leites com alta CCS
(DERHAM & ANDREWS, 1982). KENNEDY & KELLY
(1997) demonstraram que a atividade da plasmina no
leite cru com 800.000 células mL™! foi aproximadamente
duas vezes maior que no leite com CCS menor que
150.000 células mL".

A plasmina exerce forte acao proteolitica
sobre as fracdes de caseina asi, as2¢ b, sendo que essa
atividade aumenta com a severidade da mastite e,
consequentemente, com o aumento da CCS no leite
(BASTIAN & BROWN, 1996). Entretanto, o
armazenamento, o tratamento térmico e o pH estdo entre
os mais importantes fatores afetando o sistema
plasmina no leite e derivados (BURBRINK & HAYES,
2006). A estabilidade térmica da plasmina é pH
dependente, sendo estavel a pasteurizagdo em pH acido
ou neutro, e rapidamente inativada em pH alcalino
(MUIR, 1996). Os ativadores de plasminogénio sdo
estaveis ao pH e a temperatura e estdo associados
predominantemente a fracdo de caseina
(RICHARDSON, 1983).

Considerando arelagdo direta entre a CCS e
atividade enzimatica do leite, o presente trabalho teve

como objetivo avaliar as atividades de plasmina e
plasminogénio durante o periodo de armazenamento
do leite longa vida integral, produzido a partir de leite
contendo diferentes niveis de células somaticas.

MATERIAL E METODOS

O leite utilizado no experimento foi
proveniente de usina de beneficiamento, localizada no
municipio de Casa Branca/SP, utilizando-se quatro lotes
de leite longa vida produzidos no periodo de agosto a
dezembro de 2008. Antes do inicio de cada lote de leite
a ser processado (8.000-15.000L lote™), foram colhidas
amostras em duplicata de 600 mL do leite cru armazenado
no tanque-silo. Cada amostra foi composta por 10 sub
amostras de 60mL de leite, coletadas em intervalos de
cerca de 10min, durante a transferéncia do leite do
tanque-silo para o tanque de equilibrio do
pasteurizador. Imediatamente apds a coleta, as amostras
de leite cru foram submetidas a determinagdo de pH e
acidez titulavel (IAL, 1985), além de solidos totais,
gordura, proteina total e lactose, utilizando-se um
analisador automatico (Boeco, Alemanha). Em seguida,
as amostras foram enviadas para realizagdo da contagem
de células somaéticas, através de contador eletronico
(Bentley, Chaska, Minnesota, USA).

O leite cru foi submetido a pasteurizagdo
rapida (HT-ST) em trocadores de calor a placas, sendo
pré-aquecido a 50°C, clarificado em centrifuga, aquecido
a72-75°C por 15-20 segundos, imediatamente resfriado
a4°C e estocado temporariamente em baldo isotérmico
até o inicio do processamento para obtenc¢do do leite
longa vida. A esterilizagdo industrial do leite
pasteurizado foi realizada em um sistema continuo,
construido pela empresa Tetra-Pak. Nesse sistema, o
leite tratado resfriado foi previamente aquecido a 85°C
em trocadores tubulares, seguindo posteriormente na
linha para inje¢@o de vapor superaquecido até atingir a
temperatura de 132-135°C, por 2-8 segundos. Em
seguida, o leite foi submetido a evapora¢do em camara
de vacuo parcial (onde sofreu um 1° resfriamento até
cerca de 70°C) e homogeneizado em homogeneizadora
de dois estagios, retornando ao trocador tubular para
um 2° resfriamento a temperatura de cerca de 20°C. O
produto foi embalado automaticamente em embalagens
assépticas cartonadas de 1L, em sistema de torre. Todas
as unidades produzidas em cada lote ficaram retidas na
usina até o término do periodo de observacao de amostras
do lote, mantidas em estufa a 35°C por sete dias.

Apds a liberacdo de cada lote pela empresa,
seguindo as normas do regulamento técnico de
identidade e qualidade do leite UAT/UHT (BRASIL,
1997), foram reservadas 10 unidades do produto para
fins de analises laboratoriais, as quais foram
armazenadas a temperatura ambiente (22-27°C) e
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protegidos da incidéncia solar durante 120 dias. As
analises foram efetuadas nos quatro lotes de leite longa
vida, aos 10, 30, 60, 90 e 120 dias ap6s a fabricagao.

As atividades da plasmina e do
plasminogénio foram determinadas através da
metodologia descrita por SAINT-DENIS et al. (2001).
Para avaliar a atividade da plasmina, amostras de leite
(1mL) foram pré-incubadas por 10min. a 37°C com ImL
de tampao Tris-HC1 100mM (pH 8,0), contendo acido
e-aminocaproico 8mM e NaCl 0,4M e gelatina (4g L)
com objetivo de dissociar a plasmina das micelas de
caseina. Na determinacdo da atividade do
plasminogénio, essa proenzima ¢ convertida em
plasmina ativa (KORYCKA-DAHL et al., 1983;
ROLLEMA etal., 1983), pela incubac@o de 1mL de leite,
em presenca de solugdo de uroquinase, por 60min a
37°C. A atividade da plasmina e a atividade derivada
apods a ativagdo do plasminogénio pela uroquinase
foram determinadas quantificando-se a concentragio
de 7-amido-4-metil cumarina (AMC), um produto
fluorescente liberado pela plasmina a partir de um
peptideo (PIERZCHALA etal., 1979). A quantificagdo
de AMC foi realizada em um detector de fluorescéncia
(Shimadzu, Japao), equipado com célula para cubetas
de 1cm de percurso optico, utilizando-se excitagdo a
370nm e emissao a 440nm. A curva de calibragdo foi
preparada utilizando-se as solu¢des padrao contendo
0,5,1,25,2,5¢5,0ng mL"' de plasmina, preparadas de
acordo com SAINT-DENIS et al. (2001). Os resultados
foram expressos em unidades Sigma (US), considerando
1,0US=1,0mM AMC liberado no ensaio.

Os quatro lotes (repeticdes) de leite longa
vida estudados foram categorizados em dois grupos,
de baixa e alta CCS. Desse modo, o delineamento
utilizado para avaliar os efeitos da CCS sobre a
atividade enzimatica no leite longa vida durante o
armazenamento foi o de blocos casualizados com
medidas repetidas no tempo em cinco ocasides (10, 30,
60, 90 e 120 dias de armazenamento). A analise
estatistica das atividades de plasmina e plasminogénio
foi realizada utilizando-se o procedimento proc mixed
do SAS® (SAS, 2004), sendo o posterior estudo de
regressdo feito através de contrastes ortogonais. As
diferencas entre as médias dos grupos foram avaliadas
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados obtidos
nas analises fisico-quimicas e de atividade de plasmina
e plasminogénio no leite cru utilizado na fabricagio do
leite longa vida. As contagens médias de células
somaticas nos leites categorizados como baixa e alta

Tabela 1 — Contagem de células somaticas (CCS), caracteristicas fisico-
quimicas e atividades de plasmina e plasminogénio no leite cru
dos grupos de alta e baixa CCS'.

Parametros Baixa CCS Alta CCS
(Cﬁ);gtaielﬁier;il}ll)las somaticas 5.61+0.11° 5,85+ 0,09*
pH 6,41 +0,31 6,65+0,17
Acidez (°D) 16,5 + 0,50 16,5 + 0,50
Proteina (%) 3,45+0,03 3,47+0,01
Gordura (%) 3,78 £ 0,03 3,24+0,19
Lactose (%) 4,51 +£0,04 4,53 +0,01
Solidos totais (%) 12,46 + 0,04 11,96 £ 0,17
Plasmina (US?) 173,50 + 1,50 179,50 + 4,50
Plasminogénio (US?) 145,50 + 8,50 128,50 + 1,50

! Resultados expressam a média + desvio padrio de duas amostras
analisadas em duplicata.

% US — Unidade Sigma (1,0US=1,0mM 7-amido-4-metil cumarina (AMC).
b Médias seguidas de letras distintas, em uma mesma linha, diferem pelo
teste de Tukey (P<0,05).

CCS foram diferentes (P<0,05), sendo 408.110 células
mL"! (5,61Log células mL"') e 698.014 células mL!
(5,85Log células mL), respectivamente. Nao houve
diferenca (P>0,05) nos valores de pH, acidez titulavel,
gordura, proteina total, lactose e solidos totais obtidos
nos leites com baixa e alta CCS. Além disso, os valores
obtidos nas analises estiveram de acordo com a
legislacdo, apresentando variagcdes semelhantes as
observadas por VIDAL-MARTINS et al. (2005) para o
leite cru, utilizado para fabricacao de leite longa vida.
Os niveis de plasmina e plasminogénio também nao
diferiram (P>0,05) nos dois tipos de leite cru, o que
contraria os dados reportados por KENNEDY &
KELLY (1997), os quais observaram maior atividade da
plasmina no leite cru com 800.000 células mL™, quando
comparado ao leite com 150.000 células mL-'. Ressalte-
se que no presente estudo, a diferenca entre a CCS dos
tipos de leite foi menor, em relacdo aos niveis utilizados
no estudo de KENNEDY & KELLY (1997).

A auséncia de efeitos da CCS (P>0,05) sobre
a atividade de plasmina e plasminogénio também foi
observada durante o armazenamento do leite longa
vida, conforme esta apresentado nas tabelas 2 e 3,
respectivamente. No entanto, observou-se um aumento
linear (P<0,05) da atividade de plasmina e
plasminogénio no leite longa vida durante o
armazenamento por 120 dias. A presenga de plasmina
no leite longa vida evidencia a sua capacidade de
resisténcia ao calor de esterilizagdo do leite, conforme
relatado por outros autores (KORYCKA-DAHL etal.,
1983; VERDI & BARBANO, 1988; BASTIAN &
BROWN, 1996) com relacao a pasteurizagdo do leite.
Adicionalmente, o aumento da atividade de plasmina
no leite longa vida ao longo do armazenamento (Tabela 2)
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¢ preocupante, tendo em vista a possibilidade de
aumento da atividade proteolitica durante a vida de
prateleira do produto, conforme relatado no estudo de
MANIJI etal. (1986).

No presente trabalho, a atividade de
plasminogénio também aumentou durante o
armazenamento do leite longa vida (Tabela 3),
discordando dos relatos de RICHARDSON (1983),
segundo o qual a concentragdo de plasminogénio
decresce durante o armazenamento do leite cru ou
pasteurizado, e de VERDI & BARBANO (1991), os quais
observaram que a atividade de plasminogénio pode
ser anulada pelo aquecimento do leite a 63°C por 30
minutos. Contudo, ndo ha relatos prévios sobre a
atividade de plasminogénio no leite longa vida, o que
dificulta a comparacdo dos resultados obtidos no
presente estudo. O aumento da atividade de
plasminogénio foi coerente com o aumento
concomitante de plasmina no leite longa vida ao longo
do armazenamento. VERDI & BARBANO (1991)
observaram que as células somaticas constituem os
principais fatores responsaveis pela conversao de
plasminogénio em plasmina. Desse modo,
considerando que o contetido das células somaticas
permanece no leite apds o processamento, estima-se
que a principal contribuicdo para o aumento da
atividade de plasmina no leite longa vida armazenado
por 120 dias tenha sido o plasminogénio, ativado por
constituintes das células somaticas (DE RHAM &
ANDREWS, 1982). Entretanto, no presente estudo, ndo
foram observados efeitos da CCS isoladamente, ou de
interacdes entre CCS e o tempo de armazenamento

Tabela 2 - Atividade de plasmina no leite longa vida durante 120
dias de armazenamento'.

ccs®

Dial0 Dia30 Dia60 Dia90 D
120
Baixa 179,5  199,0 209,5 233,0 240,0
Alta 196,0  194,5 201,5 2245 2340
Erro padrao 7,90 5,59 3,52 4,5 4,14
Fonte de variagdo ~ ----- P valor (nivel descritivo do teste) -----
CCS 00,7478
Dia 00,0127
CCS*Dia 00,5656

! Resultados expressam a média de duas amostras analisadas em
duplicata.

2 US — Unidade Sigma (1,0US=1,0mM 7-amido-4-metil cumarina
(AMC).

> CCS nos grupos: 342.000-487.000 células mL™" (baixa) e
603.000-808.000 células mL™" (alta).

* Efeito linear: y=0,4671x+182,19 (R?=0,783).

Tabela 3 - Atividade de plasminogénio no leite longa vida durante
120 dias de armazenamento'.

ccs’ . . . . Dia

Dia 10 Dia30 Dia60 Dia90

120

Baixa 151,0 159,0 174,5 189,0 208,0
Alta 146,5 161,5 167,0 186,5 196,5
Erro padrao 1,38 1,25 3,15 1,31 5,25
Fonte de variagdo  ---- P valor (nivel descritivo do teste) ----
Cccs 0,3017
Dia 0,0007*
CCS*Dia 0,5374

! Resultados expressam a média de duas amostras analisadas em
duplicata.

2 US — Unidade Sigma (1,0US=1,0mM 7-amido-4-metil cumarina
(AMCQ).

* CCS nos grupos: 342.000-487.000 células mL™ (baixa) e
603.000-808.000 células mL™" (alta).

" Efeito linear: y=0,4801x+144,19 (R?=0,930).

(P>0,05), sobre a atividade de plasmina ou
plasminogénio no leite longa vida.

O aumento da atividade de plasmina e
plasminogénio durante o armazenamento do leite longa
vida pode acarretar um aumento da protedlise do
produto, com possiveis modificagdes na viscosidade
(VIDAL-MARTINS etal., 2005), inclusive a ocorréncia
de gelatinizagdo (FERNANDES et al., 2008b). A
atividade proteolitica dessas enzimas pode provocar
também alteracdes no sabor dos produtos lacteos
(RENEAU & PACKARD, 1991), diminuindo o tempo
de prateleira dos produtos lacteos de longa duragdo
pela degradagdo enzimatica. Ressalta-se a necessidade
de estudos para avaliar a importancia dos niveis de
atividade de plasmina e plasminogénio constatadas no
presente trabalho para as alteragdes fisicas e quimicas
do leite longa vida durante a sua vida de prateleira.

CONCLUSAO

As contagens médias de células somaticas observadas
no leite (408.110 € 698.014 células mL') ndo apresentam
efeitos sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite
cru e atividades de plasmina e plasminogénio nos leites
cru e longa vida armazenados por 120 dias em
temperatura ambiente. Entretanto, a atividade de
plasmina e plasminogénio aumenta com o tempo de
armazenamento, independentemente da CCS no leite,
o que pode determinar um aumento da protedlise da
caseina no leite longa vida ao longo da vida de
prateleira.
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