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RESUMO

O soro caprino € um subproduto da produgdo queijeira e muitas vezes
descartado sem nenhum tratamento como efluente, tornando-se uma fonte de
poluicdo. Como alternativa, a utilizacdo de soro de queijo para a producao de
bebidas lacteas tem sido uma opgcdo muito atraente, notadamente devido ao
seu valor nutricional. Culturas probioticas sdo constituidas de microrganismos
gue conferem beneficios a saude do hospedeiro, melhorando seu equilibrio
intestinal, podendo ser utilizadas em bebidas fermentadas. Este trabalho teve
por objetivo avaliar a influéncia de diferentes culturas de lactobacilos com
potencial probidtico sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas e
sobre o padrédo de degradacéao proteica de soro de queijo de cabra tipo coalho
em po reconstituido fermentado. O processo de fermentacédo foi realizado em
guatro tratamentos, C1, C2, C3 e C4, adicionados, respectivamente, das
culturas de Lactobacillus casei BGP93, Lactobacillus paracasei BGP1, L.
paracasei LPC37 e Lactobacillus rhamnosus LR32, todos eles também
adicionados de Streptococcus thermophilus TA40 como cultura starter. Foram
monitorados os valores de pH, acidez titulavel, S. thermophilus e Lactobacillus
sp. no soro reconstituido ap6s a adicdo das culturas antes da fermentagéo (Tl),
depois da fermentacdo (TF), e apés um (D1l) e sete (D7) dias de
armazenamento a 4 °C. Foi avaliado o uso da espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) como método alternativo para a determinacédo de populacdes de
Lactobacillus sp. As analises de grau de protedlise pelo método o-ftaldialdeido
(OPA), cromatografia liquida ultrarrdpida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-UFLC) e eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) foram realizadas para avaliar a degradacdo proteica nas
amostras ao longo do processamento e armazenamento. O soro contendo o
microrganismo L. rhamnosus (C4) foi o que obteve pH mais baixo (4,83) e
acidez mais alta (0,637g de acido latico/100 g) apés 7 dias de armazenamento.
A viabilidade de Lactobacillus sp. em todos os tratamentos (C1, C2, C3 e C4)
obedeceram aos critérios nacionais para alimentos probioticos, mantendo-se
acima de 9 log UFC na porgéo diaria recomendada (200 ml). O método NIR
mostrou-se adequado no método de calibracdo para os valores de
Lactobacillus sp.; no entanto, faz-se necesséria quantidade maior de amostras
de cada tratamento para melhorar a performance dos modelos de calibragcéo e
na construcdo de modelos de predicdo a serem realizados em trabalhos
posteriores. O teor proteico foi proximo de 25 mg/g em todos os tratamentos
durante todos os periodos de amostragem e, portanto, sem diferencas
significativas entre eles (p > 0,05). Os cromatogramas do soro reconstituido
sem adi¢cdo da cultura apresentaram diferencas em relacdo aqueles obtidos
para os tempos TI, TF, D1 e D7 em todos os tratamentos, provavelmente
devido ao tratamento térmico aplicado nas amostras antes da adicdo das
culturas. O grau de protedlise nao diferiu significativamente entre os
tratamentos (p > 0,05); entretanto, pela andlise do conjunto de resultados
obtidos, incluindo os dados de cromatografia e eletroforese para o tratamento
C1, no qual houve o aparecimento de fracdes com baixo peso molecular,
verificou-se uma tendéncia de maior atividade proteolitica no soro contendo a
cultura probiodtica L. casei BGP93.

Palavras chaves: soro de queijo de cabra, probidticos, protedlise.



ABSTRACT

The goat milk whey is a by-product of cheese production and often
discharged without any kind of treatment as effluent, becoming a source of
pollution. Instead, the use of whey to produce dairy drinks has been a very
attractive option, remarkably because of its nutritional value. Probiotic cultures
contain microorganisms that bring health benefits to the host by improving its
intestinal balance, and they can be used in fermented beverages. This study
aimed to evaluate the influence of different potential probiotic lactobacilli
cultures on the physicochemical and microbiological features, and also on the
pattern of protein degradation on reconstituted and fermented goat Coalho
Cheese whey powder. The fermentation process was performed in four trials,
Cl, C2, C3 and C4, added, respectively, of Lactobacillus casei BGP93,
Lactobacillus paracasei BGP1, L. paracasei and Lactobacillus rhamnosus
LPC37 LR32, all of them also added of Streptococcus thermophilus TA40 as
starter culture. Titratable acidity, pH values, and viability of both S. thermophilus
and Lactobacillus sp. were monitored in the reconstituted whey after adding
cultures before fermentation (TI), after fermentation (TF), and after 1 (D1) and 7
(D7) days of storage at 4 °C. The use of near infrared spectroscopy (NIR) was
evaluated as an alternative method for the determination of Lactobacillus sp.
populations. The analyses of proteolysis by the method o-phthaldialdehyde
(OPA), ultrafast reversed phase high-performance liquid chromatography (RP-
UFLC) and sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) were performed to evaluate the protein degradation in samples
throughout the processing and storage period. The whey added of L.
rhamnosus (C4) obtained the lowest pH (4.83) and the highest acidity (lactic
acid 0.637g / 100 g) after 7 days of storage. The viability of Lactobacillus sp. in
all trials (C1, C2, C3 and C4) obeyed the Brazilian criteria for probiotic foods,
remaining above 9 log CFU in the recommended daily serving portion (200 ml).
The calibration procedure for Lactobacillus sp. values in NIR analysis was
adequate; however, it is required additional samples of each trial to improve the
performance of calibration models and the construction of prediction models to
be performed in future studies. The protein content was around 25 mg/g in all
treatments over all sampling periods and, therefore, no significant difference
between them was verified (p > 0.05). The chromatograms of the reconstituted
whey without addition of cultures showed differences from those obtained for
the TI, TF, D1 and D7 sampling periods in all trials, probably due to the thermal
treatment of samples prior to the addition of cultures. The degree of proteolysis
did not differ significantly between treatments (p > 0.05); however, according
with the analysis of all the results, including electrophoresis and
chromatography data for the C1 trial, in which low molecular weight fraction was
formed, there was a trend towards of higher proteolytic activity in goat cheese
whey added of the probiotic culture L. casei BGP93.

Keywords: Goat cheese whey, probiotics, proteolysis.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento na prevaléncia de doencas
relacionadas a alimentacdo, como doencas cardiovasculares, obesidade,
hipertenséo, diabetes e até mesmo o cancer. A producédo de novos alimentos
funcionais esta crescendo em resposta ao aumento do conhecimento sobre a
relacdo dos alimentos e a saide (HERNANDEZ-LEDESMA; CONTRERAS;

RECIO, 2011).

O uso de leite e/ou soro de queijo com propriedades nutricionais
particulares, como o de cabra, puro ou em combinagdo com cepas bacterianas
com propriedades probioticas e/ou produtoras de metabdlitos fisiologicamente
ativos, representa uma das opg¢les tecnoldgicas para a producdo de novos
alimentos funcionais (MINERVINI et al., 2009; BURITI et al., 2014). A
composicdo nutricional do soro de leite, especificamente o seu teor de
proteinas, possui alta qualidade nutritiva com efeitos positivos sobre a saude

humana.

No entanto, o soro gerado durante a producgao industrial de queijo ainda
€ uma fonte importante de contaminacdo ambiental quando descartado sem
tratamento. Um exemplo disto é que durante a producédo de queijo de cabra
tipo 'coalho' cerca de 9 litros de soro sdo gerados para cada quilo de queijo
produzido. Dessa forma, 0 uso do soro de queijos para producéo de produtos
lacteos, inclusive no Brasil, implica um destino mais racional deste subproduto
industrial, com um impacto benéfico ao ambiente. Além disso, a utilizacdo de
soro de queijo para a producdo de bebidas lacteas tem sido uma opcéo
altamente atraente, por ser o soro de leite um substrato interessante para
veicular bactérias probidticas (BORBA et al. 2014; BURITI et al., 2014).

Pesquisas voltadas a identificacdo dos efeitos benéficos a saude através
do consumo de probiéticos tém avancado nos ultimos 20 anos. Dentre as
varias estratégias para incorporar probiéticos em alimentos, a producdo de
produtos lacteos, como queijo, sorvete e leites fermentados com probidticos,
vem sendo um dos segmentos mais desenvolvidos e pesquisados (MEDEIROS
et al., 2014).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
culturas de lactobacilos com potencial probiotico sobre as caracteristicas fisico-
guimicas, microbioldgicas e sobre o padréo de degradacédo protéica de soro de
gueijo de cabra tipo coalho atomizado reconstituido fermentado. Para esta
finalidade, o soro de queijo de cabra seco por atomizacao foi utilizado devido a
maior facilidade de conservacao, transporte e armazenamento, podendo desta
forma minimizar os riscos de contaminacdo e aumentar a estabilidade do
produto final. Além disso, oferece maior confiabilidade na padronizacdo da
guantidade de sélidos utilizada nas formulagbes e garantir maior

homogeneidade do produto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alimento funcional

As pesquisas correlacionando alimentos e saude tém sido cada vez mais
estimuladas pela crescente modificacdo nos habitos alimentares da populacéo
e sua relagdo com o aumento significativo de doengas como hipertenséo,

diabetes e obesidade.

Uma mudanca no perfil de alimentos produzidos pelas inddstrias ocorreu
na convergéncia de diversos fatores criticos, como a consciéncia do desgaste
da saude pessoal devido ao estilo de vida agitado, as escolhas inadequadas
dos alimentos de conveniéncia (alimentos prontos para o consumo, produtos
congelados, misturas em p6 para o preparo de alimentos, etc.) e a falta de
exercicio fisico. Observa-se o investimento da industria em produtos contendo
ingredientes naturais, saudaveis e nutritivos (internacionalmente denominados
“better for you foods”), no setor de alimentos orgéanicos, bem como na producéo
de alimentos funcionais, alegando propriedades de saude como uma forma
clara de diferenciar os seus produtos e, na maioria dos casos, agregar valor e
melhorar a margem de lucro (GRANATO et al., 2010).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da
resolucao n° 18 de 30/04/1999, define alimento funcional como “todo alimento
ou ingrediente que, além das fungbes nutricionais béasicas, quando consumido
como parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou
efeitos benéficos & salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisao
médica” (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1999).

O mercado de alimentos e bebidas funcionais tem atraido um grande
numero de empresas de alimentos e bebidas e de consumidores em diversos
paises. Informacgdes referentes a 2007 mostraram que o gasto anual do
consumidor médio norte-americano em alimentos e bebidas funcionais foi de
cerca de US$ 90, resultando em um mercado superior a US$ 27 bilhdes
naquele ano. No ano de 2000, o mercado mundial de alimentos funcionais
gerou US$ 33 bilhdes e em 2005 esse total foi de US$ 73,5 bilhGes. Para o
periodo posterior a 2010, o mercado foi estimado em US$ 167 bilhdes, com um

potencial de crescimento anual de 10%. No Brasil, as vendas de alimentos
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funcionais em 2007 atingiram US$ 500 mil, que correspondeu a quase 1% do
total das vendas de alimentos. Além disso, cerca de 65% do total de alimentos
funcionais comercializados no Brasil naquele momento eram produtos
probidticos. No Japao, considerado como o local de origem dos alimentos
funcionais, o mercado desses produtos também tem sido significativo
(GRANATO et al., 2010).

2.2 Alimentos probidticos

Os probidticos sdo microrganismos que conferem beneficios a saude do
hospedeiro melhorando seu equilibrio intestinal. Para que se tenha o efeito
desejado a saude, esses microrganismos devem sobreviver através das
barreiras gastrointestinais em numero suficiente. Neste sentido, o leite
fermentado tem sido o veiculo de base alimentar mais utilizado para fornecer
bactérias probiéticas (RANADHEERA et al., 2014; CASAROTTI; PENNA,
2015).

A selecdo das bactérias probidticas tem como base os critérios: de
género, origem e estabilidade frente ao acido estomacal e aos sais biliares,
capacidade de aderir a mucosa intestinal, capacidade de colonizar, a0 menos
temporariamente, o trato gastrintestinal humano, capacidade de produzir
compostos antimicrobianos e atividade metabdlica no intestino (RAIZEL et al.,
2011).

Segundo a ANVISA, “a quantidade minima viavel de microrganismos
probidticos para alimentos deve estar situada na faixa de 10 a 10° unidades
formadoras de col6nias (UFC) na recomendacéo diaria do produto pronto para
o consumo, conforme indicagdo do fabricante. Valores menores podem ser
aceitos, desde que a empresa comprove sua eficacia” (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Vaérios beneficios a saude tém sido atribuidos a cepas de Lactobacillus
spp., as quais tém recebido grande atencdo como microrganismos probiéticos
(VARGA; SULE; NAGYT 2014).

Linhagens de lactobacilos isoladas de leite de cabra argeliana foram

caracterizadas como microrganismos com potencial industrial, no tocante a
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utilizacdo em derivados lacteos como culturas adjuntas. As principais
caracteristicas favoraveis a esta finalidade foram a atividade proteolitica, a
tolerancia a concentracdes de sais biliares de até 1%, a auséncia de atividade
B-hemolitica e de producdo de aminas bioativas, a producdo de diacetil e a
sensibilidade a antibiéticos inibidores da sintese de parede celular (MARROKI;
BOUSMAHA-MARROKI, 2014).

Xanthopoulos, Ipsilandis e Tzanetakis (2012), em estudo realizado com
culturas de microrganismos isoladas de fezes de recém-nascidos, verificaram
que as cepas Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DC412 e Lactobacillus
acidophilus DC602 apresentaram propriedades probioticas potenciais in vitro
tais como resisténcia ao baixo pH, tolerancia a 0,15% de sais biliares, remocé&o

do colesterol a partir do meio e resisténcia a lisozima na concentragéo de 100
ppm.

Didelot et al. (2006) verificaram que o soro de leite de cabra fermentado
com uma co-cultura de Candida parapsilosis e Lactobacillus paracasei produziu
peptideos inibidores da enzima conversora de angiotensina, conferindo um

potencial anti-hipertensivo ao produto.

Wang et al. (2012), em estudo com iogurte de leite de cabra probibtico
produzido com culturas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e
Bifidobacterium spp., mostrou que a viabilidade do microrganismo L.
acidophilus foi superior ao valor minimo necessério para efeitos benéficos ao
longo de 3 semanas de armazenamento, enquanto que tal viabilidade para L.
casei e Bifidobacterium spp. foi mantida mesmo apos 12 semanas de vida de
prateleira. Ja Donkor et al. (2007), em estudo com iogurte probidtico
fermentado a partir de diferentes culturas de microrganismos, obtiveram a
inibicdo da enzima conversora de angiotensina e atribuiram essa atividade aos

peptideos liberados no produto final.

2.3 Importantes aspectos relacionados aos produtos de leite de cabra

A importéancia do leite de animais ndo bovinos esta crescendo em todo o

mundo, ndo sé em termos de quantidade (15% da producéo global de leite),
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mas também em termos culturais, econdmicos e de interesse ecoldgico (ABD
EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2013).

Muitos autores tém chamado a atencédo para os beneficios dos leites de
cabra e ovelha, devido a sua atividade moduladora de func¢des fisioldgicas e as
propriedades redutoras de risco de doencas crénicas (HERNANDEZ-
LEDESMA; RAMOS; GOMEZ-RUIZ, 2011). O leite de cabra resulta em efeitos
benéficos para a nutricdo de criancas e idosos, além de poder ser consumido
sem efeitos negativos por pessoas que sofrem de alergia as proteinas do leite
de vaca. A menor alergenicidade em comparacédo ao leite de vaca levou a um
aumento do interesse no leite de cabra como alimento funcional. Atualmente, o
consumo de leite de cabra faz parte da tendéncia para uma alimentacéo
saudavel nos paises desenvolvidos (HASSAN et al.,, 2014). O leite de cabra
possui algumas propriedades particulares que conferem vantagens
tecnolégicas em comparacdo com o leite de vaca, como um menor tamanho
dos glébulos de gordura, o que proporciona uma textura mais suave, em
produtos derivados, quantidades menores da fracdo as;-caseina, resultando em
um codgulo mais suave, uma maior capacidade de retencdo de 4gua e menor
viscosidade (YANGILAR, 2013).

Uma variedade de produtos € elaborada com leites de cabra e ovelha.
Alguns dos mais conhecidos sdo os queijos Roquefort, Pecorino Romano, Feta,
Manchego, Bryndza e os queijos franceses de leite de cabra, os quais, devido a
sua textura e sabor, bem como suas propriedades nutricionais e beneficios a
saude, tém sido uma alternativa valiosa e saudavel aos produtos de leite de
vaca (HERNANDES-LEDESMA; RAMOS; GOMEZ-RUIZ, 2011).

Devido ao seu valor alimentar, nutricional, e aos beneficios adicionais a
saude, os produtos caprinos chamam a atencdo para o desenvolvimento da
caprinocultura, bem como para o aumento da producdo de leite e carne
caprina. O leite de cabra € uma excelente matéria-prima, a partir da qual,
produtos de alto valor nutritivo sdo elaborados (BERNACKA, 2011). Porém, o
leite de cabra pode apresentar grande variabilidade na composicéo bioquimica,
propriedades tecnolégicas e qualidade bacteriolégica de acordo com fatores

genéticos, condi¢cdes ambientais e praticas agricolas (HASSAN et al., 2014).
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No Brasil, apesar das ricas propriedades nutricionais e funcionais do
leite de cabra e, como consequéncia do soro de leite de cabra, derivado da
producdo de queijos, ainda sao poucos o0s produtos fabricados e
comercializados a partir destas materias-primas. Porém, nota-se que ja existem
alguns produtos de cabra comercializados no pais, incluindo leite em po, doce
de leite que pode ser adicionado de coco, nozes e frutas desidratadas,
rapadura, chocolates, cookies e biscoitos como sequilhos (RIBEIRO; RIBEIRO,
2010).

No entanto, sabe-se que a aceitabilidade do leite de cabra e alimentos
derivados € reduzida entre a populacdo ndo familiarizada com tais produtos.
Nesse sentido, Costa et al. (2014) avaliaram a expectativa de consumidores
ndo usuais em relacdo a iogurtes de leite de cabra (probidticos e
convencionais) e investigaram se a exposicdo repetida pode aumentar a
aceitacdo a esses produtos. Como resultado, estes autores demonstraram que
as expectativas em relacdo aos iogurtes de origem caprina Sao
significativamente inferiores aos de origem bovina, constatando a falta de
familiaridade dos consumidores com aqueles produtos. Quanto a exposicao
repetida, observou-se que houve um aumento significativo da familiaridade dos
consumidores com o iogurte de cabra em um periodo de 6 dias e demonstrou-
se uma correlagdo positiva entre a exposicao e a aceitacao no periodo testado.
N&o foram observadas diferencas na aceitagdo entre iogurte de leite cabra
probidticos e convencionais. Dessa forma, segundo os autores, 0 aumento da
exposicao dos consumidores aos alimentos de leite de cabra é uma estratégia

para aumentar a sua aceitabilidade desses produtos.

Assim, o0 uso de leite e/ou soro de queijo de cabra, que apresenta
propriedades nutricionais particulares, na forma pura ou em combinagcdo com
cepas de bactérias com propriedades probioticas e produtoras de metabdlitos
fisiologicamente ativos, representa uma das opcbes de tecnologia para a

fabricacdo de novos alimentos lacteos funcionais (HASSAN et al., 2014).
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2.4 Produtos de soro de leite caprino

As proteinas do soro do leite exibem uma série de atividades biologicas
gue influenciam a digestdo, respostas metabdlicas aos nutrientes absorvidos,

crescimento e desenvolvimento de 6rgaos especificos e resisténcia a doencas.

As principais proteinas do soro de leite caprino sao B-lactoglobulina (B-
Lg) e a-lactalbumina (a-La), estando a B-Lg em maior concentracéo (1,8 — 2,8
g/L) em relacdo a a-La (0,6 — 1,1 g/L). As imunoglobulinas (Ig), albumina do
soro (SA) e proteose-peptonas estdo presentes em concentragbes menores.
Outra proteina solluvel encontrada em pequenas quantidades é a lactoferrina
(LF) e, no caso do soro de queijo de coagulacdo enzimatica, 0 caseino-
macropeptideo (CMP) também estad presente (HERNANDEZ-LEDESMA;
RAMOS; GOMEZ-RUIZ, 2011).

Diversos produtos tém sido desenvolvidos visando o aproveitamento do
soro lacteo caprino. Borba et al. (2014) desenvolveram um creme de ricota a
partir da adicdo de soro e leite de cabra e de vaca, justificando esta mistura
devido ao aroma e sabor pronunciado existente em produtos lacteos
produzidos apenas com leite de cabra ou soro de leite de cabra, representando
obstaculos para uma maior aceitacao destes produtos. Dessa forma, o soro de
diversos tipos de queijo de cabra pode ser aproveitado na elaboracdo de novos
alimentos e utilizado tanto na forma in natura, como passar previamente por

processo de secagem.

A tecnologia de secagem por atomizacdo (também conhecida por
nebulizacdo ou pulverizacdo) € adequada para secar muitos produtos sensiveis
ao calor, como produtos lacteos, alimentos em geral e produtos farmacéuticos,
devido ao curto tempo de secagem e a capacidade para obter um produto sob
a forma de p6. A vantagem deste tipo de secagem inclui, portanto, a
combinacédo de um processamento de tempo curto que leva a obtencdo de um
produto de melhor qualidade. Tal como observado para leites bovinos, o
processo de secagem é uma excelente opcdo para estender a vida de
prateleira do leite de cabra, convertendo o leite em pd, sem alterar suas
caracteristicas nutricionais e sensoriais (REDDY et al., 2014). Portanto, este
processo é vantajoso para a secagem do soro lacteo caprino, de modo a

prolongar o seu tempo de armazenamento.
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2.5 Peptideos bioativos obtidos a partir de proteinas do leite e soro de

cabra

Peptideos bioativos sdo definidos como componentes derivados de
alimentos que, complementarmente ao seu valor nutricional, exercem um efeito
fisiologico no organismo. Esses peptideos séo inativos quando integros dentro
da sequéncia de aminoacidos da proteina principal e precisam ser liberados

para exercer algum efeito (RYAN et al., 2011).

Conforme revisado por Hernandez-Ledesma et al. (2014), alimentos
proteicos sdo normalmente hidrolisados em uma larga variedade de peptideos
durante o processo de digestdo gastrointestinal. Alguns dos peptideos
liberados compartilham caracteristicas estruturais semelhantes a de peptideos
enddgenos, como angiotensina e bradicinina, podendo agir no organismo como
moduladores agonistas ou antagonistas de func¢fes fisiologicas. Dentre as
propriedades dessas moléculas biologicamente ativas se destacam as acfes
anti-hipertensiva, antiinflamatoria, antioxidante, hipocolesterolémica,
moduladora da absor¢do de minerais, contra diabetes mellitus tipo 2,

antimicrobiana, imunomoduladora, entre outras.

As proteinas do leite, assim como um grande numero de outras
proteinas alimentares, contém sequéncias de aminoacidos que, quando
libertadas como peptideos por hidrélise enzimética ou fermentacdo, exercem
efeito fisioldgico benéfico (GOBBA et al., 2014). As proteinas naturais do leite,
em especial B-caseina (B-Cs) e agi-caseina (ag:-Cs), e as proteinas do soro,
como B-Lg, a-La, lg, lactoperoxidase, lisozima e lactoferrina, incluindo
glicomacropeptideos encontrados no soro de queijos de coagulacao
enzimatica, vém sendo reconhecidas como fonte de peptideos bioativos
quando digeridas por enzimas (ALMAAS et al.,, 2011; RAIKOS; DASSIOS,
2014). Tais peptideos bioativos podem afetar o sistema cardiovascular,
exercendo efeitos antitrombadticos, anti-hipertensivos, opiodides, antioxidantes,
imunomoduladores entre outros. Peptideos bioativos foram identificados
principalmente a partir de leite de vaca, mas as proteinas do leite de cabra
também podem fornecer peptideos com atividades antioxidante, antibacteriana,
imuno-moduladora e de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ACE)
(ESPEJO-CARPIO et al., 2013; GOBBA et al., 2014).
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Peptideos bioativos podem ser formados a partir de varios métodos
incluindo a fermentacdo microbiana com culturas vivas, hidrolise e proteodlise
enzimatica utilizando enzimas de origem fungica, bacteriana ou vegetal (KENT
et al., 2012).

Vérios produtos comerciais enriquecidos com peptideos bioativos estédo
disponiveis no mercado internacional. A maioria destes produtos foi produzida
com peptideos bioativos provenientes do leite de vaca e estudos recentes
ainda tém abrangido essencialmente a separagao, caracterizagdo, producao e
biodisponibilidade dos peptideos bioativos derivados do leite daquela espécie
(ABD EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2013).

Em comparacéo ao numero de trabalhos disponiveis sobre as proteinas
e peptideos de origem bovina, ainda sdo poucos os estudos sobre peptideos
liberados a partir de proteinas de soro de leite de ovinos e caprinos. No
entanto, observa-se que as estruturas primarias destas proteinas mostram uma
grande homologia com o0s observados para as proteinas de origem bovina,
indicando que as proteinas do soro do leite de ovinos e caprinos também
podem atuar como fonte de numerosos peptideos bioativos (HERNANDEZ-
LEDESMA; RAMOS; GOMEZ-RUIZ, 2011).

Em estudo realizado por Kullisaar et al. (2003) na cidade de tartu na
Estbnia, com 21 participantes, sendo cinco homens e dezesseis mulheres, foi
avaliado o efeito do consumo de leite de cabra fermentado com probidtico
(Lactobacillus fermentum) sobre os marcadores de estresse oxidativo (incluindo
marcadores de aterosclerose) em sangue e urina humanos e sobre a
microbiota intestinal. Dentre os resultados obtidos, os autores destacaram a
melhora dos fatores antiaterogénicos através da diminuicdo dos niveis
sanguineos de lipoproteina de baixa densidade (LDL) em todos os
participantes do grupo que recebeu o leite de cabra fermentado. De acordo
com o0s autores, estes efeitos benéficos podem estar relacionados com a
liberagdo de peptideos bioativos a partir das proteinas do leite durante a

fermentacéo.

Peptideos antioxidantes sdo também interessantes para a industria de
alimentos por atuarem potencialmente na prevencdo ou no atraso da

deterioracdo oxidativa, contribuindo para o prolongamento da vida util de
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alimentos. Gobba et al. (2014), constataram que os peptideos liberados da
hidrélise enzimatica de fracbes proteicas do leite de cabra, especialmente
agueles contendo tirosina, foram eficientes na captacao de radicais livres e na

inibicdo da formacé&o de produtos secundarios da oxidacéo de lipidios.

Almaas et al. (2011) estudaram in vitro a presenca de peptideos
antibacterianos derivados do soro caprino apés hidrélise por enzimas
gastrointestinais humanas. Os peptideos obtidos exerceram forte atividade
contra 0s patdgenos Escherichia coli (cepa K12), Bacillus cereus (cepa RT
INFO1) e Listeria monocytogenes, e foram inativos contra o probidtico
Lactobacillus rhamnosus GG (cepa ATCC 53103). Portanto, a acao
antimicrobiana contra os agentes patdgenos e a inatividade ao probidtico

estudado sé&o indicativos do potencial uso clinico do soro caprino.

Nas ultimas décadas, pesquisas in vitro indicam que proteinas do leite e
peptideos derivados de sua hidrolise enzimatica possuem a capacidade
moduladora na ativacdo e proliferacdo de linfocitos. Eriksen et al. (2008)
pesquisaram a atividade moduladora de peptideos derivados de soros de
gueijos de cabra e de vaca sobre células mononucleares periféricas do sangue
humano. Para hidrdlise das proteinas do soro foram utilizados sucos gastrico e
duodenal humanos e proteases comerciais, simulando o processo de digestéao
in vivo. Foi detectado que os hidrolisados obtidos de soro lacteo caprino e
bovino apresentaram potencial de inibicdo dose-dependente das células
mononucleares periféricas, através de mecanismo ainda nao elucidado, sendo
sugerido que as fracbes protéicas afetam a producdo de sinais de ativacao

envolvidos na proliferagcéo de linfocitos.

A propriedade de inibicdo da ACE recebe ampla atencdo devido aos
potenciais efeitos benéficos no tratamento da hipertensdo. A ACE €& uma
metalopeptidase contendo zinco em sua estrutura que atua no sistema renina-
angiotensina-aldosterona transformando angiotensina | em angiotensina Il, um
potente vasoconstrictor, e catalisa a degradacdo da bradicinina, um
nanopeptideo com propriedade hipotensora. Dessa forma, a inibicdo dessa
enzima pode resultar na diminuicdo da pressao arterial (ESPEJO-CARPIO et
al., 2013).
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De acordo com Madureira et al. (2010), os peptideos inibidores da ACE
derivados de caseinas (as;-Cs e B-Cs), sdao denominados casoquininas
enquanto que aqueles derivados de proteinas do soro (a-La e B-Lg) sao

chamados de lactoquininas.

Estudos evidenciam a liberacdo de peptideos inibidores da ACE a partir
da fermentacdo ou por hidrélise enzimética das fracdes proteicas do leite de
cabra. Na pesquisa realizada por Espejo-Carpio et al. (2013) a hidrdlise por
duas proteases comerciais de fracdes proteicas do leite e do soro caprino
produziu peptideos ativos na inibicdo da ACE, com destaque de melhor
atividade inibitoria para os peptideos liberados a partir da caseina. Didelot et al.
(2006), utilizando soro caprino como substrato, verificaram que a fermentacéo
pela co-cultura Candida parapsilosis e Lactobacillus paracasei resultou na
formacao de peptideos com acao inibitéria sobre a ACE, sendo 0 mais potente
caracterizado e identificado como WLAHK (a-La f(104-108): Trp—Leu—Ala—His—
Lys).

Hammeé et al. (2010) investigaram o efeito das lactoquininas liberadas de
proteinas do soro caprino fermentado por uma co-cultura de Kluyveromyces
marxianus e Lactobacillus rhamnosus na adipogénse e no conteudo lipidico de
adipécitos humanos. Foi constatada a reducédo in vitro da proliferacdo de pré-
adipdcitos apdés incubagdo com o hidrolisado e, apos isolamento, foi verificado
gue o triptofano induziu a reducao de 18% do contetdo lipidico.

2.6 Técnicas analiticas utilizadas no estudo das modificacdes proteicas

em alimentos

Nos ultimos anos, vérias técnicas analiticas tém sido utilizadas para o
estudo tanto do teor das fragbes proteicas no leite, que podem variar em
funcdo de varidveis ambientais e da alimentacdo animal, como das
modificacbes proteicas que ocorrem em alimentos, especialmente naqueles
com maior potencial de apresentarem peptideos bioativos, principalmente
produtos lacteos fermentados e leite de cabra e derivados. Estas técnicas

incluem andlises eletroforéticas, utilizando géis de poliacrilamida com
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dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), cromatogréficas, espectroscépicas, entre

outras.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € um dos metddos
utilizados para analisar fragdes de proteinas do leite. E uma anélise rapida
caracterizada por obter boas separacdes, alta resolucdo, precisédo e
reprodutibilidade dos resultados (BONFATTI et al., 2008).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é uma técnica
relativamente simples e com alta seletividade. Consiste na separacao de
moléculas (proteinas, acido desoxirribonucleico-DNA e acido ribonucleico-RNA)
carregadas em um determinado meio sobre a influéncia de uma diferenca de
potencial. Dessa forma, as moléculas sdo separadas de acordo com o
tamanho, as de menores massas molares migram primeiro do que as de
maiores massas molares. A presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) no gel
de poliacrilamida assegura uma condicdo desnaturante as proteinas (BOSSU,
2009).

O método o-ftaldialdeido (OPA) com mercaptoetanol é uma técnica
fluorométrica Util para a determinacdo de aminas primarias e peptideos. E
um metodo rapido, sensivel e simples, e € diretamente aplicavel a todas as
proteinas (CHURCH et al., 1983).

Donkor et al. (2007) avaliaram a atividade proteolitica em lotes de
logurte produzidos com cepas probidticas selecionadas (Lactobacillus
acidophilus L10, Bifidobacterium lactis B94 e Lactobacillus paracasei L26) em
comparacdo com os lotes de iogurte controle (sem probidticos) através do
método OPA, concluindo que houve um aumento significativo (p < 0,05) na
guantidade de grupamentos amino liberados nos iogurtes probiéticos em
comparagdo com o controle durante a fermentacdo e ao longo do
armazenamento, indicando atividade proteolitica dos microrganismos
probidticos. No mesmo estudo, os autores avaliaram também a extensdo da
protedlise através de SDS-PAGE, além de isolarem os peptideos soluveis em
agua através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (RP-HPLC). Estas duas analises indicaram que o perfil proteolitico no
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iogurte de controle era diferente e menor quando comparado ao iogurte

probiotico.

Santillo et al. (2009) avaliaram o papel de enzimas nativas do leite de
cabra da raga garganica na proteolise da caseina na presenca e auséncia de
inibidores de protease especificos através das técnicas de RP-HPLC e SDS-
PAGE. Os autores observaram que o perfil de protedlise mudou de acordo com
o tipo de inibidor de protease utilizado e que, portanto, as enzimas nativas sédo

importantes para a hidrélise da caseina.

Raimondo et al. (2013) ao estudarem, durante o periodo de seca, a
concentracdo das proteinas do soro de leite de cabra, principalmente aquelas
associadas ao sistema imune como SA, LF e Ig, utilizando a técnica de SDS-
PAGE, relataram um aumento progressivo na concentracdo total destas
proteinas, fato explicado, provavelmente, pelo aumento da necessidade animal

de prevenir infec¢des durante este periodo.

2.7 Aplicagbes da quimiometria e espectroscopia de infravermelho

proximo na analise de alimentos

A International Chemometrics Society (ICS) define quimiometria como a
area da quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos para
planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para extrair o
maximo de informacdo quimica a partir da anélise dos dados multivariados. O
crescimento e desenvolvimento da quimiometria estao fortemente relacionados
com o desenvolvimento e a popularizagdo dos microprocessadores, nas
décadas de 1970 e 1980, resultando em equipamentos analiticos que
permitiram a aquisicdo de uma grande quantidade de informac¢do sobre uma
amostra em pouquissimo tempo, como, por exemplo, espectros de UV/visivel,
de espectroscopia de infravermelho préximo (NIR) e espectroscopia de
infravermelho médio (Mid-IR) (BOTELHO, 2014).

As técnicas quimiométricas podem ser divididas em trés classes
distintas: a analise exploratoria de dados, que utiliza os métodos de analises de
componentes principais (PCA) e agrupamentos hierarquicos (HCA); a

construcdo de modelos quantitativos de calibracédo, que utilizam regresséo por
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componentes principais (PCR) e regressdo por minimos quadrados parciais
(PLS); e a construcdo de modelos qualitativos de classificacdo (SANTOS,
2005). O método PLS relaciona a informacédo contida no bloco Y, das variaveis
independentes (concentracdo do analito ou outras propriedades), com o bloco
X, das variaveis dependentes (espectrais), durante a decomposicédo dos dados,
utilizando os dois blocos simultaneamente. Por outro lado, o método PCR
decompde X separadamente e depois correlaciona seus escores com Y,

através de uma regressao linear multipla (BOTELHO, 2014).

A espectroscopia NIR tem aplicacées em diversos campos, incluindo a
ciéncia e tecnologia de alimentos. Devido a alta capacidade de absorcédo de
agua na regido do infravermelho préximo, a espectroscopia NIR tem sido
amplamente utilizada para estudar a 4gua e as interagcdes agua-soluto. Neste
sentido, a espectroscopia NIR resulta em uma ferramenta bastante Gtil para as
analises de mudancas que ocorrem na estrutura da agua, sendo utilizada para
analisar mudancas fisicas associadas com a umidade em alimentos e produtos
agricolas, determinar atividade de &gua e investigar estados amorfos de
acucares (SANTOS et al. 2014a).

As técnicas espectroscopicas, especialmente em NIR, destacam-se
entre as recentes metodologias analiticas para analise de alimentos por
permitirem o monitoramento ndo destrutivo e rapido de varios parametros nos
alimentos. Em alguns produtos lacteos, especialmente queijos, a
espectroscopia em NIR é atualmente utilizada para determinacdo de umidade,
gordura e proteina. Estudos apontam a sensibilidade da espectroscopia NIR no
monitoramento da coagulacdo do leite durante a fabricagcdo de queijos, na
deteccdo de misturas de leite de diferentes espécies e na avaliagdo da
influéncia da alimentacao e da altitude na qualidade do leite (CASTILLO et al.,
2000; GONZALEZ-MARTIN et al., 2007; VALENTI et al., 2013; ABDELGAWAD;
GUAMIS; CASTILLO 2014).

Gonzalez-Martin et al. (2007) analisaram queijos produzidos com 16
diferentes proporcbes de leites de vaca, ovelha e cabra pelo uso de
espectroscopia NIR, obtendo resultados satisfatérios, demonstrando que

através da utilizacdo desta metodologia € possivel identificar os diferentes tipos
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de leite utilizados na elaboracdo destes queijos e quantificar o seu teor,

podendo esta técnica ser utilizada para detectar praticas fraudulentas.

Aliakbarian et al. (2015) utilizaram a espectroscopia NIR para classificar
e avaliar a estabilidade de leite fermentado com Streptococcus thermophilus
(TA40) e Lactobacillus acidophilus (LAC4) adicionado de compostos fendlicos
extraidos de bagaco de azeitona e uva, concluindo que o NIR pode ser
considerado uma alternativa rapida e viavel para a caracterizacdo das
amostras, pois obteve 98,7% de correta classificacdo das amostras quanto a

fonte de fendlicos, 92% da predigdo interna total e 81% da predi¢do externa.

Camara-Martos et al. (2015) através da metodologia NIR detectaram
Escherichia coli ATCC25922, referéncia para os microrganismos indicadores
de higiene, e Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, referéncia para o0s
indicadores de deterioragdo no leite integral alcangando uma variancia
explicada de 99,41% em PC1, enquanto em PC2 foi alcancado somente
0,50%.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de diferentes culturas de lactobacilos com potencial

probidtico sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e sobre o

padrdo de degradacao proteica de soro de queijo de cabra em po6 reconstituido

fermentado.

3.2 Objetivos especificos

Sao objetivos especificos do presente trabalho:

a)

b)

f)

avaliar a viabilidade dos microrganismos starter e potencialmente
probioticos utilizados na fermentacdo do soro reconstituido e as
modificagGes de pH e acidez;

investigar o uso da espectroscopia no infravermelho préximo com
um método alternativo para o estudo das caracteristicas
microbiologicas do soro fermentado;

determinar o teor proteico total dos soros de queijo tipo coalho de
cabra apds sua reconstituicdo e fermentacgéao;

caracterizar as proteinas do soro atomizado (pd) de queijo tipo
coalho de cabra;

identificar as bactérias laticas potencialmente probidticas mais
proteoliticas;

avaliar o perfil de degradacdo proteica ap0s a secagem, sua
reconstituicdo e fermentacdo das bactérias laticas identificadas

como proteoliticas.



30

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencgao das amostras de soro atomizado

As amostras de soro atomizado em pé foram fornecidas pela Embrapa
Caprinos e Ovinos, localizada na cidade de Sobral-CE. O soro utilizado para a
secagem foi obtido a partir do processamento de queijo tipo coalho de cabra. O
soro foi seco em mini-atomizador Buichi, modelo B-290, empregando-se
temperatura de entrada de 160 °C, temperatura de saida de 90-92 °C, fluxo de
ar em condicdbes normais de temperatura e pressdo igual a 667 L/h e

velocidade de bombeamento igual a 25 mL/min.

4.2 Fermentacgéo do soro lacteo atomizado reconstituido

O soro de queijo de cabra tipo coalho em p6 foi reconstituido em agua
destilada (20%, m/m). Em seguida, foi tratado termicamente a 85 °C por um
periodo de 30 minutos e resfriado até 45 °C para adicdo das culturas laticas
(ORDONEZ-PEREDA et al., 2005). As culturas utilizadas para as formulacdes
foram: Streptococcus thermophilus (TA40, DuPont), Lactobacillus casei
(BGP93, Sacco), Lactobacillus paracasei (BGP1, Sacco), Lactobacillus

paracasei (LPC37, DuPont) e Lactobacillus rhamnosus (LR32, DuPont).

Quatro tratamentos (C1, C2, C3 e C4) foram produzidos em quatro lotes
(quatro repeticdes genuinas de cada tratamento). A cultura starter liofilizada de
S. thermophilus TA40 foi adicionada em todos os tratamentos, 0s quais
diferiram entre si apenas na combinacdo com 0s microrganismos adjuvantes
potencialmente probidticos. No tratamento 1 (Cl) a cultura starter foi
combinada com L. casei BGP93; no tratamento 2 (C2) com L. paracasei BGP1;
no tratamento 3 (C3) com L. paracasei LPC37; e no tratamento 4 (C4) com L.
rhamnosus LR32. As proporcdes utilizadas de cada microrganismo, definidas
em estudos preliminares realizados por este grupo de pesquisa (SANTOS et
al., 2013), séo especificadas na Tabela 1. Depois de adicionadas as culturas
laticas, o soro reconstituido foi incubado a 45 °C em estufa microprocessada.
Apos a fermentacdo, os produtos foram armazenados sob refrigeracédo a 4 °C

por 7 dias.
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Tabela 1 - Cepas e proporcdes utilizadas para cada tratamento.

Tratamentos
Microrganismo
C1 Cc2 C3 C4
S. thermophilus TA40 (mg/100 g) 3,00 3,00 3,00 3,00
L. casei BGP93 (mg/100 g) 20,00 - - -
L. paracasei BGP1 (mg/100 g) - 20,00 - -
L. paracasei LPC37 (mg/100 g) - - 5,00 -

L. rhamnosus LR32 (mg/100 g) 20,00

Legenda: - = Ausente.

Nos estudos iniciais realizados por este grupo de pesquisa, foi verificado
gue a cultura de L. paracasei LPC37 na proporcéo de 20 mg/100g, apresentava
uma concentracdo celular muito superior as demais culturas na mesma
proporcado. Naqueles estudos, foi sugerido o uso de uma menor proporcdo da
cultura de L. paracasei LPC37 (5 mg/100 g), a qual resultaria em viabilidade
deste microrganismo comparavel as demais culturas de Lactobacillus utilizadas
em maior proporcdo, além desta reducdo ser mais vantajosa em termos
econdmicos para a industria (SANTOS et al., 2013, 2014b).

As amostras de soro reconstituido foram coletadas para as andlises
antes da adi¢cdo das culturas (SR), ap6s a adicao das culturas antes do inicio
da fermentacdo (TI), ao final da fermentacdo (TF), e apés 1 e 7 dias de
armazenamento a 4 °C (D1 e D7, respectivamente). Com excecdo, das
determinacdes de acidez titulavel, pH, e das populacdes de S. thermophilus e
Lactobacillus sp. que foram realizadas nos periodos de amostragem
mencionados (Tl, TF, D1 e D7), todas as demais andlises foram realizadas a
partir de amostras previamente congeladas a -18 °C nos periodos de

amostragem mencionados.
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4.3 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e da viabilidade dos
microrganismos starter e probioticos no soro atomizado reconstituido

fermentado

4.3.1 pH e acidez titulavel

Ao longo da fermentacdo, os parametros pH e acidez titulavel, utilizando
os métodos 017/IV e 016/IV, respectivamente, foram monitorados. Estas
medi¢cdes foram utilizadas como controle do processo de fermentagdo, de
forma que, quando o soro reconstituido atingiu a faixa de pH entre 4,8 € 4,9 e
acidez entre 0,5 e 0,6 g de acido latico/100g de soro, a fermentacédo foi
interrompida. Estes parametros também foram avaliados apos 1 e 7 dias de
armazenamento do produto final sob refrigeracdo a 4 °C (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008).

4.3.2 Determinacdo das populacdes de S. thermophilus, L. casei, L paracasei e
L. rhamnosus

Os microrganismos probitticos e starter foram avaliados no soro
reconstituido no inicio (tempo inicial - Tl) e no término da fermentacdo (tempo
final - TF) e apds um e sete dias (D1 e D7, respectivamente). As populacdes de
S. thermophilus (cultura starter) e dos microrganismos potencialmente
probiéticos (L. casei, L paracasei e L. rhamnosus) foram determinadas por
cultivo em meios de cultura apropriados. A populacdo de S. thermophilus foi
determinada por plagueamento de diluicGes decimais seriadas dos soros
reconstituidos fermentados (1 mL) em placas adicionadas de agar M17
contendo lactose, segundo o método descrito por Richter e Vedamuthu (2001),
e incubadas em aerobiose a 35-37 °C por 48 horas. A determinagéo de L.
casei, L. paracasei e L. rhamnosus ocorreu em agar De Man Rogosa Sharpe
(MRS) acidificado até pH 5,4 com acido acético, conforme o método descrito
por descrito por Oliveira et al. (2001) e por Buriti et al. (2007), e incubadas em
aerobiose a 35-37 °C por 72 horas para as amostras do tratamento C1 e por 48

horas para as amostras dos demais tratamentos.
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4.4 Espectroscopia naregido do infravermelho préximo

Foram analisadas no total 64 amostras de soro reconstituido adicionado
da cultura starter e das bactérias probidticas (C1, C2, C3 e C4) nos tempos
iniciais e finais de fermentacdo (Tl e TF, respectivamente) e apds um e sete
dias de armazenamento (D1 e D7, respectivamente) com emprego do
equipamento Perkin-Elmer (modelo 750 Lambda) e cubeta de vidro com
caminho 6tico de 1 cm, sendo que apenas 63 espectros foram utilizadas para
elaboracdo dos modelos estatisticos, pois uma apresentou resultados
andmalos e foi retirada. Os espectros foram coletados na faixa de 930 a 1400

nm.

Os dados espectrais foram tratados no programa The Unscrambler,
versdo 9.7 (CAMO Software), utilizando a analise por componentes principais
(PCA) e regressao por minimos quadrados parciais (PLS1). Os espectros
foram pré-tratados usando correcdo de linha de base, alisamento Savitzky-

Golay primeira derivada, algoritmo de primeira ordem com janela de 11 pontos.

4.5 Determinacdo de proteinas no soro reconstituido puro e contendo as
culturas laticas e avaliacdo da atividade proteolitica ao longo dos

periodos de amostragem

4.5.1 Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi efetuada nas amostras utilizando
aliquotas de 0,2 g de soro em p6 reconstituido sem a adicédo das culturas (SR)
e de soro em po6 reconstituido adicionado das culturas antes da fermentacéao
(T, logo apd6s o término da fermentacdo (TF), no dia seguinte (D1) e 7 dias
(D7) apdés a fermentacdo através da determinacdo de nitrogénio total pelo
método micro-Kjeldahl, utilizando o fator de conversdo 6,38 (AOAC
INTERNATIONAL, 2003). A determinacéo do teor de proteinas foi realizada em
triplicata para cada tratamento e o0s resultados foram utilizados na
determinacao do grau relativo de protedlise.
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4.5.2 Determinagéo do grau de protedlise

Para fins de avaliacdo do efeito da fermentacdo sobre as proteinas do
soro, 0 grau de protedlise foi determinado pela quantificacdo de grupos NHs
livres utilizando o método o-fitaldialdeido (OPA), adaptado de Church et al.
(1983). Em uma aliquota de 250 pL da amostra de soro foram adicionados 50
uL de agua destilada e 500 uL de acido tricloroacético (TCA) a 0,75 mol/L. A
suspensdao obtida foi agitada em vortex por 1 min, deixada em repouso por 15
min e submetida a centrifugagcdo, em temperatura ambiente, em 13.000 x g /15
min. Uma aliquota de 100 pL da solucdo de peptideos soliveis em TCA
(sobrenadante) foi adicionada de 2 mL do reagente OPA, agitada, e apos 2
minutos em temperatura ambiente (25 °C) foi realizada a medida da
absorbancia em espectrofotbmetro Shimadzu UV1200, no comprimento de
onda 340 nm, utilizando cubeta de quartzo. Foram analisadas, em triplicata, as
amostras de soro reconstituido sem a adicdo de microrganismos, de soro
reconstituido adicionado das culturas starter e probiéticas (C1, C2, C3 e C4)
nos tempos iniciais e finais de fermentacéo (Tl e TF, respectivamente) e apds
um e sete dias de armazenamento (D1 e D7, respectivamente). A atividade
proteolitica dos microrganismos sobre 0 soro reconstituido (atividade especifica
de protedlise por miligrama de proteina — U/mg) foi determinada conforme a
equacao (1) a seguir:
(ABS , — ABS, ) %1000

P

U /mg proteina =

1),

onde ABS, é a absorbancia do soro reconstituido adicionado de microrganismo
nos diferentes periodos de analise (TI, TF, D1 e D7), ABS; é a absorbancia da
amostra de referéncia (soro reconstituido sem a adicdo de microrganismos) e P

€ a concentracdo de proteinas das amostras em mg/g.

4.6 Analise por cromatografia liquida ultrarrapida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-UFLC)

As amostras de soro reconstituido (SR) e soro adicionado da cultura
starter e das bactérias probidticas (C1, C2, C3 e C4) nos tempos iniciais e
finais de fermentagcdo (Tl e TF, respectivamente) e ap0s um e sete dias de

armazenamento (D1 e D7, respectivamente), receberam tratamento para
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extracdo dos peptideos solaveis em agua segundo a metodologia adaptada de
Donkor et al. (2007). Aliquotas de 5 mL das amostras tiveram seu pH ajustado
para 4,55 com &cido acético e foram centrifugadas em centrifuga refrigerada
Eppendorf (modelo 5810R) a 15.000 x g, em temperatura de 4 °C, por 30 min.
O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) de 0,45 pum.

Os peptideos soluveis em agua foram analisados em cromatégrafo
liquido ultrarrapido (UFLC) Shimadzu equipado com coluna C-18 (5 um, 300 A,
50 mm x 4,6 mm; Phenomenex), degaseificador modelo DGU2-20x3
(Shimadzu), duas bombas LC-20AD (Shimadzu), injetor automatico SIL-20Ant
(Shimadzu), forno Shimadzu CTO-20A (Shimadzu) e detector UVlvisivel
modelo SPD-20A (Shimadzu). As amostras foram aplicadas em um volume de
injecdo de 5 pL e eluidas em gradiente linear de 100 a 0% do solvente A (0,1%
de acido trifluoroacético — TFA — em agua ultrapurificada) no solvente B (0,1%
de TFA e 90% de acetonitrila em agua ultrapurificada) durante 6 minutos. A
separacgao foi realizada a uma temperatura de 27 °C e uma razéo de fluxo de
1.000 mL/min foi empregada. Os peptideos eluidos foram detectados no

comprimento de onda de 214 nm na regido de UV/visivel.

4.7 Determinacao de atividade proteolitica através de eletroforese em gel
de poliacrilamida - dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

A analise eletroforética foi realizada nas amostras de soro fluido in
natura (SF), soro em po reconstituido sem a adi¢cdo de culturas (SR) e soro
adicionado da cultura starter e da bactéria probidtica L. casei BGP93
(tratamento C1) nos tempos iniciais e finais de fermentacdo (Tl e TF,
respectivamente) e apds um e sete dias de armazenamento (D1 e D7,
respectivamente). Utilizou-se o sistema SDS-PAGE-2B-mercaptoetanol,
descrito por Laemmli (1970) e Donkor (2007), adaptado para o uso de géis de
separacao em placas (10,5 x 10 x 0,4 cm) (Hoefer SE250). O gel de aplicacéo
contendo 6% de poliacrilamida foi montado em tampé&o Tris-HCI 0,6 mol/L, pH
6,8 e 0 gel de separacdo, com gradiente de 17,5% de poliacrilamida, foi
montado em tampéao Tris-HCI 3,77 mol/L, pH 8,9. As amostras submetidas a

eletroforese foram suspensas em tampdo amostra composto de 5 mL de
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glicerol, 2,5 mL de Tris-HCI 0,6 mol/L (pH 6,8), 2,5 mg de azul de bromofenaol,
0,3 mL de 2 B-mercaptoeptanol, 5 mL de solucdo de SDS a 10% (m/v),
completando o volume para 25 mL com agua deionizada. As amostras, foram
preparadas de tal forma que apresentassem de 2 a 4 mg de proteina/ml de
tampédo da amostra, depois foram tratadas a 100 °C por 10 min e centrifugadas
em centrifuga Parsec (modelo CT 0603) a 3.000 rpm por 2 min. O
sobrenadante foi separado e aliquotas de 10 uL foram aplicadas nos poc¢os do

gel. A corrida eletroforética foi realizada em tensao constante de 200 V.

Apoés a eletroforese, o gel foi corado em azul de Coomassie R-250 a
0,1% (m/v), preparado em metanol, acido acético e agua (4:1:5, viviv), e
descorado com metanol, acido acético e agua (4:1:5, v/viv). Logo apds, os géis
tratados com azul de Coomassie R-250 foram corados também com nitrato de
prata e revelados com solucao reveladora composta de 6 g de carbonato de

sédio, 50 pL de formaldeido, 2 mL de tiossulfato de sédio a 20% (v/v).

Para avaliar o peso molecular das unidades proteicas separadas, o gel
foi calibrado com marcador proteico contendo 12 proteinas de pesos
moleculares 200; 116; 97, 66; 55; 45; 36; 29; 24; 20; 14,2 e 6,5 kDa
(SigmaMarker Wide Range 6.500-200.000 Da, Sigma-Aldrich). O gel corado foi
fotografado em scanner e a imagem obtida foi processada através do programa
Image J (National Institute of Health — U.S Department of Health and Human
Services). O resultado foi expresso em grafico com picos em série, sendo cada
pico correspondente a uma subunidade proteica separada. O numero de
gréaficos dispostos no espaco cartesiano dos eixos X (distancia) e Y (densidade
Otica) corresponderam ao numero de produtos aplicados no gel (CAVALCANTI,
2007). A area referente aos picos foi usada para obter o conteudo relativo de

cada subunidade proteica na mistura de proteinas revelada no gel.

4.8 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica dos dados fisico—quimicos, microbioldgicos, de teor
proteico e de atividade proteolitica foi realizada utilizando o programa
STATISTICA versao 9.0 (Statsoft Inc.), empregando-se andlise de variancia de

medidas repetidas (ANOVA) para os dados com homogeneidade de variancia,
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seguida do teste Turkey HSD (Honestly Significant Difference) para
identificacdo dos contrastes (BOWER, 1998a). Os testes ndo paramétricos
equivalentes foram aplicados quando variancias nao-homogéneas foram
observadas (BOWER, 1998b). A homogeneidade dos dados foi previamente

verificada utilizando os testes de Hartley, Cochran e Bartlett.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas do soro atomizado

reconstituido fermentado

O pH e a acidez sdo parametros importantes na conservacdo de
produtos lacteos fermentados e estdo ligados diretamente a sua apresentacao
visual durante a refrigeracdo. E necessario um controle de qualidade rigoroso
para prevengao da ocorréncia de separacao de fases, de acidificagédo elevada
influenciada pelo tempo de fermentacdo e frequentes alteracdes indesejaveis
nas caracteristicas sensoriais do produto (MARQUES, 2012). Na Tabela 2, sdo
apresentados os valores de acidez titulavel obtidos no presente estudo para os
tratamentos C1, C2, C3 e C4.

Tabela 2 - Valores de acidez titulavel (média + desvio padréo) obtidos para os
tratamentos C1, C2, C3 e C4 antes da fermentacdo (TI), logo apdés a

fermentacdo (TF), no dia seguinte a fermentacdo (D1) e sete dias apds a
fermentagéo (D7).

Acidez titulavel (g de acido latico/100 g)

Tempo C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)

TI 0,324 + 0,034™ 0,303 + 0,029™ 0,309 + 0,037 0,309 + 0,052
TF 0,606 + 0,042*° 0,543 + 0,058"° 0,606 + 0,086"" 0,595 + 0,053"°
D1 0,616 + 0,053*° 0,545 + 0,024"° 0,597 + 0,060"° 0,637 + 0,059"°
D7 0,601 + 0,028"° 0,575 + 0,027*° 0,638 + 0,078 0,688 + 0,069

abe | etras mintsculas sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente ao

longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

ABC | etras mailisculas sobrescritas iguais na mesma linha néo diferem significativamente entre

0s tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Considerando o conjunto dos tratamentos estudados, a acidez antes da
fermentacdo manteve-se entre 0,303 e 0,324 g de acido latico/100 g, enquanto
gue no sétimo dia de armazenamento esteve entre 0,575 e 0,688 g de acido
latico/100 g. Houve um aumento significativo da acidez ao longo da
fermentacdo em todos os tratamentos (p < 0,05). Os valores da acidez titulavel
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mantiveram-se estaveis entre o final da fermentacdo (TF) e o primeiro dia de
armazenamento (D1), em todos os tratamentos, sem diferencas significativas
(p > 0,05). Com excecéo do tratamento C1, adicionado de L. casei BGP93,
houve aumento significativo da acidez (p < 0,05), entre o primeiro e 0 sétimo
dia de armazenamento. Ainda considerando o sétimo dia de armazenamento, 0
tratamento C4 (adicionado de L rhamnosus LR32) apresentou acidez
significativamente mais alta quando comparada com C1, C2 e C3 (p < 0,05).
N&o houve diferencas significativas entre os tratamentos quanto a acidez (p >

0,05) nos periodos de amostragem anteriores (TI, TF e D1).

O aumento da acidez entre o inicio e o fim da fermentacdo, bem como
entre o0 primeiro e o sétimo dia de armazenamento, ocorreu devido ao
metabolismo da cultura starter de S. thermophilus TA40, ao utilizar a lactose do
soro para a producdo de acido latico, que ndo seria tdo significativa com a
auséncia desta cultura. A presenca de culturas starters € requisito fundamental
para producdo rapida de acido no leite durante a fermentacdo. Estes
microrganismos também possuem um numero de proteinases e peptidases que
atuam de forma controlada para hidrolisar as proteinas do leite para obter os
aminoécidos livres necessarios para o desenvolvimento da célula (DONKOR,
2007).

Com relagcéo ao pH, apresentado na Tabela 3, observou-se que para o
conjunto dos tratamentos estudados, o maior valor de pH antes da fermentagéo
foi de 5,77. Os valores de pH né&o diferiram significativamente entre os
tratamentos em nenhum tempo de amostragem (p > 0,05). No entanto, houve
um decréscimo significativo do pH entre o inicio (TIl) e o fim da fermentacdo
(TF) (p < 0,05) e o inicio (TI) e sete dias de armazenamento (D7) paralelamente

ao aumento significativo da acidez (p < 0,05), atribuido a adicdo da cultura

starter (S. thermophilus), conforme explicado previamente.
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Tabela 3 - Valores de pH (média + desvio padrao) obtidos para os tratamentos
C1, C2, C3 e C4 antes da fermentacéo (TI), logo apds a fermentacéo (TF), no

dia seguinte a fermentacao (D1) e sete dias apds a fermentacéo (D7).

pH
Tempo
C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)
TI 5,66 + 0,05"° 5,66 + 0,10"° 5,77 +0,07*° 5,71 +0,12"°
TF 4,93 +0,06"® 4,99 + 0,06™ 4,93 +0,10™ 4,88 +0,12°®
D1 5,10 + 0,12*° 5,06 + 0,08"° 4,95 + 0,08"2 5,00 +0,11*°
D7 4,95 + 0,10™ 5,04 + 0,06% 4,86 +0,19™ 4,83 +0,19"

abe | etras minusculas sobrescritas iguais na mesma coluna nao diferem significativamente ao

longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

ABC| etras mailisculas sobrescritas iguais na mesma linha nado diferem significativamente entre

0s tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Considerando o sétimo dia de armazenamento, o valor de pH mais alto
(5,04) foi obtido para o tratamento C2 (L. paracasei BGP1) e o mais baixo
(4,83) para o tratamento C4 (L. rhamnosus LR32), corroborando com os dados
obtidos para acidez titulavel, que manteve-se menor em C2 (0,575 g de &cido
latico/100 g) e maior em C4 (0,688 g de acido latico/100 g) aos 7 dias. Sendo
assim, considerando os valores de acidez titulavel e pH obtidos ao sétimo dia
de armazenamento, a cultura probidtica de L. rhamnosus LR32 foi a que mais

colaborou para a atividade acidificante em co-cultura com S. thermophilus.

Buriti et al. (2014), ao avaliarem o pH de bases fermentadas produzidas
com leite e soro de queijo de cabra para uso na fabricacao de bebidas lacteas,
obtiveram valores de pH ao final da fermentagcdo em torno de 5,03, ou seja,
proximo aos valores obtidos nos periodos de amostragem TF, D1 e D7 no
presente estudo, especialmente no tratamento C2. JA com relacdo a acidez
titulavel em acido latico, os autores obtiveram 0,402 g/100 g na base lactea ao
final da fermentacédo, valor abaixo do obtido no presente estudo no periodo de
amostragem TF. No entanto, naquele trabalho, a adicdo de polpa de frutas
aumentou os valores de acidez das bebidas no primeiro e sétimo dia de

armazenamento, que ficaram entre 0,600 g/100 g e 0,700 g/100 g, valores
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também encontrados no sétimo dia de armazenamento no presente trabalho

mesmo sem o0 uso de ingredientes adicionais.

Salva et al. (2011), ao produzirem um leite de cabra fermentado com e
sem o probidtico L. rhamnosus CRL1505 em diferentes propor¢cbes com S.
thermophilus CRL806 e CRL728, observaram um decréscimo no pH durante a
fermentacédo a 42° C. No entanto, apenas os leites de cabra fermentados com
L. rhamnosus CRL1505 como cultura adjunta atingiram pH proximo de 4,8 em
4h de fermentagdo. Ainda, somente no leite fermentado contendo as cepas
CRL806: CRL728: CRL1505 na proporgao de 0,9: 0,1: 0,25, respectivamente,
os valores de pH e acidez Dornic foram estabilizados durante o periodo de
armazenamento de 20 dias; nos demais leites fermentados foi observada
sinérese, isto €, o desprendimento do soro, que nestes produtos ocorre devido
ao fendmeno de poés-acidificacéo.

Neste estudo, as combinacfes de microrganismos utilizadas para a
fermentacdo em todos os tratamentos se mostraram eficientes na producao de
acido latico e consequente diminuicdo do pH ao longo da fermentacao, sendo o
tratamento C4 aquele que apresentou maior acidez e, conseguentemente,
menor pH no sétimo dia de armazenamento. No entanto, este aumento da
acidez ao longo do armazenamento (pés-acidificacdo) pode ser indesejavel,

pois pode ocorrer a sinérese tornando o produto pouco atrativo.

5.2 Avaliacdo da viabilidade dos microrganismos “starter” e probidticos

no soro atomizado reconstituido fermentado

Na Tabela 4 sdo apresentadas as populacdes de S. thermophilus para
os tratamentos C1, C2, C3 e C4. Observa-se que a viabilidade de S.
thermophillus apresentou um aumento significativo (p < 0,05) entre Tl e TF
para todos os tratamentos estudados e manteve-se semelhante, em valores
absolutos, no término da fermentacdo e apdos um e sete dias de
armazenamento. Apenas em C1 e C2, a viabilidade de S. thermophilus diferiu
significativamente entre o término da fermentacdo e o sétimo dia de
armazenamento (p < 0,05), observando-se uma reducéo das populacbes desse

microrganismo em ambos os tratamentos. Por outro lado, as populagdes de S.
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thermophilus em C3 e C4 mantiveram-se estaveis, sem diferencas
significativas entre o término da fermentacdo e apos 1 e 7 dias de
armazenamento (p > 0,05). Houve diferencas significativas entre o0s
tratamentos quanto a viabilidade de S. thermophilus nos periodos de
amostragem avaliados (p < 0,05). Com excecdo do primeiro dia de
armazenamento, a menor viabilidade das popula¢des de S. thermophilus foi
verificada para C2 produzido em co-cultura com L. paracasei BGP1, iniciando
em 5,877 log UFC/mL e alcancando 8,694 e 8,476 log UFC/mL ao final da
fermentacdo e apos 7 dias de armazenamento, respectivamente. Em todos 0s
periodos de amostragem, a maior viabilidade de S. thermophilus observada foi
para o tratamento C4, fermentado em co-cultura com L. rhamnosus LR32,
iniciando em 6,483 log UFC/mL no comeco da fermentagao e alcangando 8,954

log UFC/ml ap6s 7 dias de armazenamento.

Tabela 4 - Populacbes de S. thermophilus (média + desvio padréo) obtidas
para os tratamentos C1, C2, C3 e C4 antes da fermentacédo (TI), logo apds a
fermentacdo (TF), no dia seguinte a fermentacdo (D1) e sete dias apds a
fermentacgéao (D7).

S. thermophillus (log UFC/mL)

Tempo C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)

TI 6,468 + 0,240 5,877 + 0,163 6,249 + 0,111 6,483 + 0,282°%
TF 8,786 + 0,246"%° 8,694 + 0,127*° 8,864 + 0,128°%° 8,939 + 0,219°%°
D1 8,722 + 0,259 8,752 + 0,263"° 8,887 +0,116"° 8,930 + 0,192°%°
D7 8,616 + 0,159°%° 8,476 + 0,223 8,852 + 0,257°° 8,954 + 0,144°°

abed) etras mintsculas sobrescritas iguais ha mesma coluna néo diferem significativamente ao
longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

ABC | etras mailisculas sobrescritas iguais na mesma linha n&o diferem significativamente entre
0s tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Observa-se que os valores de s. thermophillus mantiveram-se, apos a
fermentacdo até os sete dias de armazenamento, em cerca de 8 log UFC/mL,

demonstrando que atendem o valor exigido pela legislacdo brasileira em
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bebidas lacteas fermentadas de no minimo 6 log UFC/g de bactérias laticas
viaveis (BRASIL, 2005).

Buriti et al. (2014) observaram que a viabilidade de S. thermophilus (TA
40) em bebidas fermentadas produzidas com leite e soro de queijo de cabra foi
de 9,1 log UFC/mL no primeiro dia de armazenagem, sem diferenca
significativa entre os valores observados nos dias 7 e 14, apesar dos autores ja
verificarem alguns valores na faixa de 8,7 log UFC/ mL nesse periodo. Neste
trabalho, no primeiro dia de armazenamento dos produtos, a viabilidade de S.
thermophilus foi proxima de 9,0 log UFC/mL, especialmente em C3 e C4,
permanecendo estavel, em ambos os tratamentos, até o sétimo dia. Neste
estudo, para os demais tratamentos, a viabilidade de S. thermophilus ainda
permaneceu superior a 8,4 log UFC/ mL até o sétimo dia. Sendo assim, a
viabilidade de S. thermophilus obtida neste estudo durante o armazenamento

refrigerado foi considerada elevada para os quatro tratamentos avaliados.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que as
populacdes de Lactobacillus sp. diferiram significativamente (p < 0,05) entre os
guatro tratamentos antes da fermentacéo (Tl) e aumentaram significativamente
entre Tl e TF (p < 0,05) em todos os tratamentos. A bactéria potencialmente
probidtica com menor viabilidade antes da fermentacao foi L. rhamnosus LR32
em C4, enquanto que a de maior viabilidade foi L. paracasei BGP1 em C2.
ApoOs a fermentagdo, os tratamentos C2 e C3 foram os que apresentaram,
respectivamente, a maior e a menor viabilidade de Lactobacillus sp. Entre Tl e
TF, considerando as populagdes de Lactobacillus sp. de todos os tratamentos,
0 microrganismo L. casei BGP93 foi 0 que apresentou menor aumento,
enquanto que o maior aumento ocorreu com L. rhamnosus LR32. Com excec¢éo
de C2, a populacéo de Lactobacillus sp. permaneceu estavel, ao redor de 7,20-
7,30 log UFC/mL, nos diferentes tratamentos entre o primeiro e 0 sétimo dia de
armazenamento (p > 0,05). Por outro lado, no tratamento C2 houve uma
reducdo significativa da populacdo de L. paracasei ao longo do
armazenamento, de 8,004 log UFC/mL para 7,678 log UFC/mL nos referidos
tempos (p < 0,05).
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Tabela 5 - Populagbes de Lactobacillus sp. (média + desvio padrdo) obtidas
para os tratamentos C1, C2, C3 e C4 antes da fermentacédo (TI), logo apés a
fermentacdo (TF), no dia seguinte a fermentacdo (D1) e sete dias apds a
fermentagéo (D7).

Lactobacillus sp. (log UFC/mL)

Tempo C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)

Tl 7,152 + 0,071 7,438 + 0,119 6,751 +0,319% 6,572 + 0,166™*
TF 7,330 + 0,145 7,825 +0,174°° 7,176 + 0,082 7,390 + 0,160
D1 7,218 +0,158"® 8,004 + 0,180 7,196 + 0,170 7,294 + 0,185"™
D7 7,360 £ 0,218 7,678 + 0,297 7,210 + 0,236"" 7,257 £0,177*"

abed) etras mintsculas sobrescritas iguais ha mesma coluna néo diferem significativamente ao
longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

ABC | etras mailisculas sobrescritas iguais na mesma linha néo diferem significativamente entre

o0s tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Neste trabalho, ao longo do periodo estudado, a viabilidade de L. casei
(BGP93), L. paracasei (LPC37 e BGP1) e L. rhamnosus (LR32) em C1, C2, C3
e C4, respectivamente, obedeceu aos critérios nacionais para alimentos
probiéticos, mantendo-se superior a 7 log UFC/mL, ou seja, acima de 9 log
UFC na porcédo recomendada para bebidas lacteas e produtos similares, igual a
200 mL (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003), sendo que
o valor minimo estabelecido encontra-se entre 8 e 9 log UFC do microrganismo
probidtico na porgéo de produto pronto para o consumo (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2008).

Buriti et al. (2014) observaram que a viabilidade de L. rhamnosus LR32

também foi consideravelmente estavel em bebidas

lacteas caprinas
fermentadas, permanecendo em cerca de 8 log UFC/mL durante 21 dias. Da
mesma forma, no estudo realizado por Sah et al. (2014), ao avaliarem a
viabilidade de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 393 e L.
paracasei ATCC BAA52 quando usados separadamente como Unica fonte de
probiotico em iogurtes, verificaram que estes microrganismos apresentaram

boa viabilidade, 7,58 log UFC/g, 8,22 log UFC/g e 7,38 log UFC/qg,
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respectivamente, estando dentro dos critérios exigidos para alimentos

probioticos.

Silva, Brugnera e Abreu (2013) relataram que a viabilidade do probiético
Bifidobacterium animalis subsp. lactis em iorgutes de leite de cabra sem e com
extrato aquoso de soja foi de 1,6 x 10 (8,2 log) UFC/mL e 1,1 x 108 (8,04 log)
UFC/mL, respectivamente, no primeiro dia de armazenamento, e de 3,1 x 10’
(7,49 log) UFC/mL e 2,7 x 10’ (7,43 log) UFC/mL, respectivamente, aos 29 dias

de armazenamento.

Tabasco et al. (2007) obtiveram uma viabilidade de 9,32 log UFC/mL e
6,49 log UFC/mL para S. thermophilus e L. paracasei, respectivamente, na
primeira semana de armazenamento do leite fermentado com a combinacéo de
S. thermophilus STY-31 e L. paracasei subsp. paracasei LC-01. No presente
estudo, apesar de uma viabilidade um pouco mais baixa para S. thermophilus
ao longo da primeira semana de armazenamento a 4 °C, os valores obtidos
para L. paracasei foram bem mais altos para as duas cepas estudadas, BGP1
e LPC37, mantendo-se em 7,678 log UFC/mL e 7,210 log UFC/mL,
respectivamente, em C2 e C3 ap0s 7 dias.

Kullisaar et al. (2003) relataram um aumento na contagem de lactococos
e Lactobacillus plantarum, de 10° para 10* UFC/mL e de 3 x 10* para 10°
UFC/mL, respectivamente, apds a fermentacao do leite de cabra, corroborando
com o que foi observado no presente estudo, no qual houve aumento em todos
os tratamentos entre os tempos antes da fermentacdo (TI) e logo apés a

fermentacéo (TF).

Confrontando o comportamento das cepas de L. paracasei estudadas,
verificou-se que no tratamento C3 (LPC37) a populagdo desse microrganismo
foi mais estavel entre o fim da fermentacdo e o primeiro e sétimo dia de
armazenamento, em comparacdo com o C2 (BGP1) que ndo demonstrou a
mesma estabilidade nestes periodos. Em C2, apesar da viabilidade alta de
Lactobacillus sp. apés a fermentacdo e aumento no primeiro dia de
armazenamento, houve um decréscimo significativo da populacdo desse
microrganismo aos 7 dias de armazenamento (p < 0,05), o qual foi observado

apenas neste tratamento.
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Ng, Yeung e Tong (2011) explicam que a manutencdo de um elevado
nivel de células probidticas viaveis durante o armazenamento de produtos
lacteos ndo é uma tarefa simples. Muitos fatores influenciam a viabilidade dos
probidticos, como por exemplo, acimulo de acido e a interacdo com as culturas

de arranque (starter).

5.3 Espectroscopia NIR

A analise por espectroscopia NIR foi realizada no soro reconstituido
adicionado da cultura starter e das bactérias probiéticas (tratamentos C1, C2,
C3 e C4) nos tempos iniciais e finais de fermentacdo (Tl e TF,
respectivamente) e apos um e sete dias de armazenamento (D1 e D7,

respectivamente), obtendo o total de 63 espectros representados na Figura 1.

Figura 1 - Espectros NIR das amostras de soro em pé reconstituido adicionado
da cultura starter de S. thermophilus TA40 e das culturas potencialmente
probidticas L. casei BGP93 (C1), L. paracasei BGP1 (C2), L. paracasei LPC37
(C3) e L. rhamnosus LR32 (C4) antes da fermentacdo (TI), depois da
fermentacdo (TF), e apos 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).
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5.3.1 Modelo de calibragéo
O modelo de calibracao foi construido com a totalidade dos espectros
(63 espectros) obtidos e tratados conforme item 4.4, para a determinagao de

Lactobacillus sp.

O modelo foi construido utilizando PC1 e apresentou erro sistematico
(bias) baixo, erro quadratico médio de validacdo cruzada (RMSEC)

relativamente baixo e R?adequado (-1.14x107’, 0,14 e 0,86, respectivamente).

A variancia explicada em PC1 apresentou-se de 39% e 10% nos eixos x
e y, respectivamente, demonstrando ser relativamente satisfatorio para este

parametro, conforme Figura 2.

Figura 2 - Grafico de escores da regressdo dos espectros do soro em po
reconstituido adicionado da cultura starter de S. thermophilus TA40 e das
culturas potencialmente probiéticas L. casei BGP93 (C1), L. paracasei BGP1
(C2), L. paracasei LPC37 (C3) e L. rhamnosus LR32 (C4) antes da
fermentacdo (Tl), apos a fermentacdo (TF), e apés 1 (D1l) e 7 dias de
armazenamento (D7), utilizando como parametro Lactobacillus sp. no
componente principal 1 (PC1).
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O modelo de calibracdo construido para Lactobacillus sp. foi adequado,
com R? satisfatério o que indica a possivel quantificacdo deste paramento
através da construcdo de modelos de predicdo a ser realizada em trabalhos

futuros. Nestes casos a espectroscopia NIR poderia auxiliar na fiscalizacdo de
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produtos probidticos no sentido de verificar se estdo de acordo com a

viabilidade minima de microorganismos exigida nestes produtos.

Ressalta-se, no entanto, a ocorréncia de dificuldades na construcéo de
modelos de predicdo em amostras biolégicas por diversos fatores entre os
quais se encontram: (1) faixa estreita de valores entre as amostras, no caso
especifico deste trabalho, as amostras permaneceram na faixa de 6,931-8,142
log UFC/mL para Lactobacillus sp.; (2) variabilidade entre as amostras, pois
foram estudadas quatro diferentes culturas adjuvantes potencialmente
probidticas em quatro diferentes periodos de amostragem; (3) propria natureza
do material estudado, soro reconstituido fermentado, que é um material
biolégico e, portanto, diversos fatores como as caracteristicas genéticas dos
microrganismos e as possiveis diferencas entre a atividade metabdlica destas

culturas poderiam interferir nos resultados.

Como alternativa para a obtencdo de modelos com melhores
performances, sugere-se trabalhar com um unico tratamento em cada modelo

utilizando um nimero maior de amostras.

Dentre os trabalhos bibliograficos sobre leite e produtos lacteos
pesquisados, foram encontrados dois em que foram construidos modelos de
classificacdo através da espectroscopia NIR e, em ambos, pode-se verificar a
utilizacdo de grande quantidade de amostras. O primeiro foi realizado por
Gonzalez-Martin et al. (2007) no qual os autores obtiveram em 224 queijos
produzidos com 16 diferentes proporcdes de leites de vaca, ovelha e cabra, um
modelo satisfatério, com minimizacdo de erros. No referido estudo, foram
realizados 32 espectros em triplicata, podendo, desta forma, classificar os
gueijos e acordo com a proporcao do tipo de leite utilizado na fabricacdo. O
segundo estudo foi desenvolvido por Aliakbarian et al. (2015) no qual,
utilizaram a espectroscopia NIR para classificar e avaliar a estabilidade de leite
fermentado com Streptococcus thermophilus TA40 e Lactobacillus acidophilus
LAC4 adicionado de compostos fendlicos dos extratos de bagaco de azeitona e
de uva. Os autores utilizaram 480 espectros (12 amostras x 5 replicatas x 8
tempos de armazenamento) dos quais conseguiram classificar as amostras de

acordo com o tipo de extrato adicionado.
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Com relacdo a quantificacdo de microorganismos através de modelos de
predicdo, Camara-Martos et al. (2015) detectaram, através de espectroscopia
NIR, um microrganismo representativo dos indicadores de higiene, Escherichia
coli ATCC25922, e um microrganismo representativo dos indicadores de
deterioracdo, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, adicionados ao leite
integral. Para isto, eles realizaram em média 64 varreduras para cada amostra,
demonstrando a necessidade de uma quantidade consideravel de replicatas
para utilizagdo da metodologia NIR em microrganismos, assim como o sugerido
por este trabalho. No entanto, os modelos de predigdo construidos, através da
regressdo PLS, por estes autores apresentaram para 0S microrganismos
cultivados em leite valores de erro sistematico (-0,058, -0,083, -0,051) e
RMSEP (0,284, 0,713, 0,584) relativamente altos.

5.4 Determinacdo do teor proteico e avaliacdo da atividade proteolitica
dos microrganismos ‘“starter” e probidticos no soro atomizado

reconstituido fermentado

Verifica-se a partir dos dados apresentados na Tabela 6 que o teor
proteico das amostras foi proximo de 25 mg/g e que ndo houve diferencas
significativas em nenhum periodo de amostragem entre nenhum dos
tratamentos, nem entre os periodos de amostragem dentro de cada tratamento
(p > 0,05), comprovando a uniformidade das amostras utilizadas, mesmo entre
as amostras com ou sem microrganismos. Esta uniformidade entre o teor
proteico das amostras é necessaria para avaliar adequadamente os efeitos das

culturas utilizadas sobre a protedlise das amostras.
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Tabela 6 - Teores de proteina (média + desvio padrdo) obtidos para os
tratamentos C1, C2, C3 e C4, no soro reconstituido sem microrganismo (SR) e
adicionado de microrganismo, antes da fermentacdo (TI), logo apdés a
fermentacdo (TF), no dia seguinte a fermentacdo (D1) e sete dias apds a
fermentacéo (D7).

Periodos de Teores de Proteina (mg/g)

amostragem C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)
SR 24,764 +1,114™ 25169 +2,209"* 24,793 + 1,540 24,921 + 2,101™®
Tl 29,064 + 3,165"* 26,329 + 1,874"* 25201 +2,732"* 26,993 + 4,372"
TF 27,022 + 3,306 25,702 +0,749"* 24,825 +2,741"* 27,707 + 3,653
D1 27,995 + 4,280"* 25,699 +2,966"* 24,272 + 3,750 26,748 + 4,765™
D7 25,921 + 3,680"* 25,086 +2,215"* 24,256 + 2,676 24,583 + 5,602"°

®Letras mintsculas sobrescritas iguais na mesma coluna n&o diferem significativamente ao
longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

ALetras maitisculas sobrescritas iguais ha mesma linha no diferem significativamente entre os
tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Na Tabela 7 sdo apresentadas as médias dos valores de protedlise, nao
havendo diferengas significativas entre nenhum dos tratamentos em nenhum
dos periodos de amostragem (p > 0,05). No entanto, observa-se que em todos
0s tratamentos a atividade proteolitica especifica aumentou significativamente
depois da adicdo das culturas laticas e fermentacdo do soro (p < 0,05),
permanecendo ainda significativamente diferentes os valores de protedlise
observados apos 7 dias de armazenamento quando comparados aos das
amostras antes da fermentacao (p < 0,05). N&o houve diferencas significativas
entre a atividade proteolitica especifica observada ap6s a fermentacdo e no

primeiro e sétimo dia de armazenamento em todos os tratamentos (p > 0,05).
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Tabela 7 - Valores de protedlise (média + desvio padrdo) obtidas para os
tratamentos C1, C2, C3 e C4 antes da fermentacdo (TI), logo apdés a
fermentacdo (TF), no dia seguinte a fermentacdo (D1) e sete dias apos a
fermentagéo (D7).

Atividade proteolitica especifica (U/mg de proteina)

Tempo

C1 (BGP93) C2 (BGP1) C3 (LPC37) C4 (LR32)
Tl 0,271 +0,852”°* 0,535+ 1,395  -0,024 +0,746"* -1,225 + 3,053
TF 6,661 +1,951"° 5667 +2,603"° 50932+1,482"° 6,937 +1,422"°
D1 7,145 + 0,656"° 5,026 + 1,552°® 5309 +0,479"° 5,309 + 1,076"°
D7 7,757 +2,259"° 5364 + 3,608 7,204 +1,91%° 6,243 + 2,052"°

b etras mintsculas sobrescritas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente ao
longo do tempo para um mesmo tratamento (p > 0,05).

A Letras mailsculas sobrescritas iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre os

tratamentos em um mesmo tempo de amostragem (p > 0,05).

Em trabalho realizado por Donkor et al. (2007), ao investigarem a
atividade proteolitica de microrganismos starters e dos probiéticos
Bifidobacterium lactis LAFTI® B94, L. acidophilus LAFTI® L10 e L. casei
LAFTI® L26 na produgdo de iogurte, verificou-se um aumento significativo na
liberagdo de grupamentos NHj3; através do método OPA no primeiro dia e uma
elevacao razoavel durante 30 dias de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C.
Naquele estudo, ainda, os valores de protedlise no iogurte probidtico foram
significativamente maiores (p < 0,05) que o iogurte controle (sem probidticos)
no final da fermentacdo. Sah et al. (2014) quantificou graus de protedlise de
5,38% a 11,91% pelo método OPA, respectivamente, para as formulacdes de
iogurtes controle (sem probidticos) e probiético (com os microrganismos L.

acidophilus, L. casei e L. paracasei).
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5.5 Analise por cromatografia liquida ultrarrapida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-UFLC)

Os resultados de RP-UFLC para as amostras preparadas conforme
descricdo do item 4.6, estdo apresentados nas Figuras 3 a 6 Os
cromatogramas analisados dos lotes de soro em pé reconstituido e fermentado
com bactérias laticas apresentaram perfis similares, com poucas modificacdes
entre o inicio e o final da fermentacéo e apds 1 e 7 dias de armazenamento. No
entanto, em todos os tratamentos foram observados picos de maior intensidade

para o soro reconstituido sem a adi¢cdo de microrganismos.

Figura 3 - Cromatograma da fracdo solivel em &gua do soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. casei BGP93 (tratamento C1) antes da fermentacdo (TI), apls a
fermentacéo (TF) e apos 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).

C1(BGP93)

Unidade arbitraria

400000 | ||
200000 | |
Y S A

-200000 ¢ 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (min)

——BGP9I3 MEDIA SR =———BGP93 MEDIATI BGP93 MEDIATF
——BGPI3 MEDIA D1 BGP93 MEDIA D7
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Figura 4 - Cromatograma da fracdo solivel em &gua do soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. paracasei BGP1 (tratamento C2) antes da fermentacédo (TI), apds a
fermentacéo (TF) e apos 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).

C2 (BGP1)
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——BGP1 MEDIA D1 ——BGP1 MEDIA D7

Figura 5 - Cromatograma da fracdo solivel em &gua do soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. paracasei LPC37 (tratamento C3) antes da fermentacdo (Tl), ap0s a
fermentacéo (TF) e apods 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).
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Figura 6 - Cromatograma da fracdo solivel em &gua do soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. rhamnosus LR32 (tratamento C4) antes da fermentacdo (TI), apds a
fermentacéo (TF) e apos 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).

C4 (LR32)

Unidade arbitraria
[’
=
=]
[’
=

Tempo {min)

——LR32 MEDIA SR LR32 MEDIATI LR32 MEDIATF

——LR32 MEDIA D1 LR32 MEDIA D7

Nestes cromatogramas, destacaram-se trés picos, sendo o segundo pico
com uma divisdo em mais dois picos pouco acentuada para as amostras de
soro reconstituido (SR), com excec¢éo do tratamento C1 que ndo apresentou
essa divisdo, que se apresenta mais aparente nas amostras de soros
adicionados das culturas antes da fermentacédo (TI), logo apés a fermentacéo
(TF) e apés 1 e 7 dias de armazenamento (D1 e D7). Estes picos estdo
relacionados com a presenca de proteinas e/ou peptideos na fragdo soluvel em
agua do produto. Observa-se na Figura 3 um aumento da separacdo do
segundo pico em dois, 0 que poderia estar relacionado a maior atividade de
hidrélise de L. casei BGP93 sobre as proteinas do soro nas amostras do
tratamento C1, quando comparado as amostras dos demais tratamentos, em

gue a separacdo do segundo pico foi menor.

Observa-se nos cromatogramas de todos os tratamentos, picos mais
baixos nas amostras Tl, TF, D1 e D7 em comparagdo com 0 soro reconstituido
(SR), o que pode ser explicado pelo tratamento térmico prévio daquelas
amostras a 85 °C por um periodo de 30 minutos e posterior resfriamento a 45
°C para adicdo das culturas laticas, 0 que ocasionaria alteragdo nas proteinas

do soro lacteo caprino. Tal fenbmeno também foi descrito por Pintado, Silva e
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Malcata (1996) ao avaliarem o efeito do tratamento térmico a 85 °C e 95 °C por
periodos de 30 e 90 minutos sobre o perfil proteico em soro de leite ovino e
caprino, observando que a temperatura resultou em alteragéo significativa nas
proteinas para os dois tipos de soro de leite em todos os meses de lactacédo
estudados. Os autores indicaram, ainda, uma mudanca na estrutura das
proteinas com tratamento térmico quando comparadas as sem tratamento
térmico, a permanéncia das proteinas a-La e B-Lg ainda solluveis sob
aguecimento por 60 minutos a 85 °C, mas nao a 95 °C, e que o leite ovino é
mais sensivel ao calor que o caprino, podendo este apresentar nimero maior

de proteinas soluveis.

Considerando os resultados da analise de proteodlise pelo método OPA
do presente estudo, verificou-se que nao houve diferencas significativas entre
0s tratamentos; no entanto houve uma tendéncia de maior proteélise em C1 no
primeiro e sétimo dia de armazenamento, conforme os dados apresentados na
Tabela 7. Desta forma, tanto os resultados obtidos pelo método OPA quanto
por RP-UFLC, mostram uma tendéncia de maior atividade proteolitica para as
amostras contendo L. casei BGP93.

Torre et al. (1996) desenvolveram um método para separacdo das
principais proteinas do soro, incluindo a-La, SA e B-Lg A e B por RP-UFLC. No
estudo de Dumitrascu et al. (2013), essa técnica analitica foi utilizada na
determinagdo da concentragdo das proteinas do soro (B-Lg e a-La) apds
tratamento térmico em leite de trés diferentes espécies, incluindo cabra. Outras
pesquisas aplicaram RP-HPLC na avaliagdo da protedlise exercida por
enzimas naturais ou por probiéticos em soro caprino (SANTILLO et al., 2009;
MADUREIRA et al., 2010).

5.6 Determinacédo de atividade proteolitica através de eletroforese em gel
de poliacrilamida - dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)

As amostras do soro fluido in natura de queijo de cabra tipo coalho e
demais periodos de amostragem para o tratamento C1 foram analisadas por
SDS-PAGE para comprovar a possivel atividade proteolitica do

microorganismo L. casei BGP93, utilizado na producdo deste tratamento,
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conforme a tendéncia observada nas analises anteriores de RP-UFLC e de
protedlise pelo método OPA. O perfil eletroforético, no sistema SDS-PAGE
apresentou bandas reveladas conforme observado na Figura 7.

Figura 7 - Analise eletroforética em sistema SDS-PAGE, gel 17,5%, das
proteinas presentes no soro fluido in natura de queijo de cabra tipo coalho
(SF1, SF2 e SF3), soro em po6 reconstituido sem microrganismos (SR) e
adicionado de S. thermophilus TA40 e L. casei BGP93 (tratamento C1) antes
da fermentacdo (TI), apo6s a fermentagdo (TF) e apés 1 (D1) e 7 dias de
armazenamento (D7), juntamente com o padrdo de peso molecular Sigma -
S8445 (PM).
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A partir das unidades reveladas no gel corado com nitrato de prata
(Figura 7), foi possivel observar que as amostras de soro fluido (SF1, SF2 e
SF3) apresentaram 10, 11 e 11 unidades reveladas, respectivamente, enquanto
a amostra do soro em po reconstituido sem microrganismos (SR) apresentou 9
unidades reveladas. Essa variagdo pode ter ocorrido devido ao processo de
secagem realizado nas amostras do soro fluido, processo este utilizado para
manter a conservacao de suas caracteristicas nutricionais durante o transporte
(REDDY et al., 2014), o qual resultaria em uma degradacado das proteinas muito

sensiveis as temperaturas empregadas na atomizacao.
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Todas as amostras ap0s o tratamento térmico a 85 °C por 30 min (TlI,
TF, D1 e D7) apresentaram perfil semelhante, com bandas proeminentes nas
faixas de 8,65 a 12,81; 13,5 a 20,85; 22,94 a 26,05; 33,23 a 47,14; 55,26 a
76,73 e 79,2 a 81,77kDa, equivalentes as proteinas e grupos proteicos a-La, B-
Lg, Ig de cadeia leve, Ig de cadeia pesada, SA e LF, respectivamente. Tais
proteinas e grupos proteicos também foram observados por Raimondo et al.
(2013) ao realizar o proteinograma de cabras da raca Saanem através de SDS-
PAGE em gel de 12%, por Salvatore et al. (2014) ao investigar a influéncia da
concentracdo de proteina de soro, obtido por ultrafiltragdo, no rendimento de 4
misturas de ricota fresca ovina, e por Casper, Wendorff e Thomas (1998) ao
determinar a variacdo sazonal na composicdo das proteinas brutas e
individuais do soro de leite de queijos comerciais de caprinos e ovinos por
SDS-PAGE em gel de 12,5%.

O padréao utilizado no gel foi analisado densitometricamente, onde foram
revelados pesos moleculares de 200, 116, 97, 66, 55, 45, 36, 29, 24, 20, 14,2 e
6,5 kDa, apresentados na faixa PM do gel (Figura 7), com bandas reveladas
também indicadas na Figura 8, relacionadas a analise densitométrica, na qual

0S picos representam as subunidades proteicas separadas.

Figura 8 - Analise densitométrica do padréo Sigma - S8445.
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A partir da medicdo das distancias percorridas, quer pelos marcadores
de peso molecular, quer pela proteina purificada e aplicando logaritmos aos
pesos moleculares, foi possivel obter uma reta cujos parametros, por regressao
linear, equacgao (2), foram utilizados para determinar o peso molecular das

amostras em estudo.
y =-0,0018x + 2,1196 (R?=0,943) (2)

As demais amostras em andlise tiveram suas distancias percorridas
determinadas através da analise densitométrica (Figura 9), onde 0s picos
representam as subunidades proteicas separadas e, assim, foram obtidos os

logaritmos para a determinacdo dos pesos moleculares especificos de cada
unidade revelada.

Figura 9 - Analise densitométrica das proteinas presentes nas amostras de
soro fluido in natura de queijo de cabra tipo coalho (SF1, SF2 e SF3), soro em
pod reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus
TA40 e L. casei BGP93 (tratamento C1) antes da fermentacédo (TI), apds a
fermentacéo (TF) e apés 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7), analisadas
por SDS-PAGE, juntamente com o padrdo de peso molecular Sigma S8445
(PM).
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Os dados representados nas Tabelas 8 e 9 sao referentes aos pesos
moleculares e indices percentuais das unidades polipeptidicas reveladas, os
guais foram obtidos a partir da analise densitométrica comparativo ao padrédo

revelado no mesmo gel.

Segundo Casper, Wendorff e Thomas (1998) e Raimondo (2011), a B-Lg,
com massa molar de 18,27 kDa, é a principal proteina do soro lacteo de
cabras, representando cerca de 50,9% a 63,8 % do total de proteinas do soro.
Em segundo lugar esta a a-La, com massa total de 14,18 kDa, representativa
de 29,8 a 34,7 % das proteinas do soro. Apés estas proteinas, aparecem em
menor quantidade, as imunoglobulinas (Ig) de cadeia leve (23 kDa) e pesada
(53 kDa), a SA (66kDa) e a LF (80kDa). Neste sentido, Raimondo et al. (2013),
ao realizar o proteinograma do soro de leite de cabras da raca Saanem,
observou a presenca das proteinas a-La, B-Lg, g, SA e LF tanto no periodo de
lactacdo como no periodo de secagem, além de outras fracbes com bandas
entre 116-244 kDa, 32-44 kDa, 67 + 1 kDa e 11 + 0,69 kDa néo identificadas
pelo autor. A presenca das proteinas a-La, B-Lg, Ig, SA e LF no soro caprino
foram demostradas neste trabalho, tanto no soro fluido in natura como no soro
processado nos diferentes periodos de amostragem, corroboramdo com o0s
referidos autores, indicando que grande parte dessas proteinas ainda sao

preservadas mesmo apoés a secagem, tratamento térmico e fermentacao.
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Tabela 8 - Unidades polipeptidicas reveladas (faixa de 121 — 28,35 kDa) nas
analises eletroforéticas, com gel de 17,5%, nas amostras de soro fluido in
natura de queijo de cabra tipo coalho (SF1, SF2 e SF3), soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. casei BGP93 (tratamento C1) antes da fermentacdo (TI), apls a
fermentacéo (TF) e apods 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).

Unidades Contetdo Revelado (%)
Rezlke[l)zgas SFL SF2 SF3 SR TI TF DI D7 a't:rri";‘)‘ffi‘ga
121 2,36 - - - - - - -

118,46 - 535 345 512 387 434 156 220

91 - 11,99 12,04 876 472 534 516 558

81,77 - - - - 7,14 461 618 6,93

LF

79,2 - - - 411 - - - -

76,73 11,29 - 769 - - - - -

68,3 3,05 1548 803 777 - - - -

67,57 - - - - 731 923 893 - SA
66,16 - - - - - - - 7,83

55,26 - - - - 1,38 120 - -

47,14 - - - - - - 7,77 9,99

46,15 337 331 205 @ - - - - -

41,07 - - - - 12,34 1120 - - lg de

cadeia

39,79 - - - - - - 6,27 3,80 pesada
36,55 - - - - - - - 4,62

3323 13,62 1127 966 1360 950 830 822 -

29,27 12,49 9,05 14,54 1454 822 644 - -

28,35 - - - - - - 11,62 13,63
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Tabela 9 - Unidades polipeptidicas reveladas (faixa de 26,05 — 5,32 kDa) nas
analises eletroforéticas, com gel de 17,5%, nas amostras de soro fluido in
natura de queijo de cabra tipo coalho (SF1, SF2 e SF3), soro em po
reconstituido sem microrganismos (SR) e adicionado de S. thermophilus TA40
e L. casei BGP93 (tratamento C1) antes da fermentacdo (TI), apdés a
fermentacdo (TF) e apos 1 (D1) e 7 dias de armazenamento (D7).

Unidades
Reveladas
(kDa)

Conteudo Revelado (%)

SF1

SF2

SF3

SR TI

TF D1

D7

Fracéo
atribuida

26,05
24,18
22,94
20,85
19,77
17,79
17,6
16,7
15,5
14,39
14,09
13,5
12,81
11,52
9,83
9,62
9,32
8,65
8,38
6,44
5,32

6,72

2,93

2,78

4,98
1,64

- 4,24

= 8,18

- 6,15

1,38
1,63

1,57
1,35

12,95 10,26
504 -

Ig de
cadeia
Leve

B-Lg

a-La
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Assim como no estudo realizado por Raimondo et al. (2013), houve,
neste trabalho, a revelacdo de frac6es com bandas néo identificadas para as
faixas de 121 a 91 kDa, 29,27 a 28,35 kDa. No entanto, neste estudo fracdes
menores foram reveladas entre a faixa de 5,32 a 8,38 kDa, representando,
possivelmente, a presenca de fracdes peptidicas formadas em decorréncia da
a atividade proteolitica dos microrganismos utilizados no tratamento C1,

especialmente L. casei BGP93.
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CONSIDERACOES FINAIS
Os valores de pH e acidez mantiveram-se entre 5,77-4,83 e 0,303-0,688 g

de &cido latico/100 g, respectivamente. No entanto o tratamento C4, produzido
com L. rhamnosus LR32, sofreu o fenbmeno de pos-acidificacdo. A viabilidade
de todas as bactérias potencialmente probibticas apresentou-se em nivel
superior ao minimo exigido pela ANVISA para alimentos probioticos ao longo
de 7 dias de armazenamento. A metodologia NIR apresentou valores de
predicdo satisfatorios para analises de pH e Lactobacillus sp. e o método RP-
UFLC permitiu a identificacdo de modificagcbes entre as amostras de soro
reconstituido sem os microrganismos (SR) e as amostras de soro reconstituido
com microrganismos nos diferentes tempos (Tl, TF, D1 e D7). Nao houve
diferencas significativas entre os tratamentos, mas houve diferencas
significativas entre antes da fermentacéo (TI) e logo apos a fermentacéo (TF)
para a protedlise pelo método OPA, observando-se uma tendéncia de maiores
valores em C1, o que corrobora com os resultados obtidos por RP-UFLC,
mostrando indicios de atividade proteolitica ligeiramente maior para as
amostras contendo L. casei BGP93. Esta atividade também foi comprovada por
SDS-PAGE, através da qual a presenca de fracbes de baixo peso molecular
foram observadas em C1, possivelmente peptideos formados devido acao

proteolitica dos microrganismos presentes nesse tratamento.
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