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RESUMO

O soro € a fracdo solvel do leite rica em proteinas, minerais e lactose, que é separada da
caseina durante a producdo de queijo. Apesar do alto valor nutricional agregado, este
subproduto da fabricacdo de queijos € amplamente descartado no meio ambiente, embora
possa ser aproveitado pelas industrias de alimentos e pela area da biotecnologia. Diversas
pesquisas recentes apontam o soro lacteo caprino como potencial alimento funcional,
principalmente por sua constituicdo proteica e pelos produtos da degradacdo enzimaética de
suas proteinas. A tecnologia de secagem em spray dryer é considerada uma alternativa para o
prolongamento da vida util do soro lacteo, viabilizando sua aplicacdo na producdo de novos
produtos. Tendo énfase no aumento do periodo de conservagdo do soro lacteo caprino e no
aproveitamento desse subproduto para a obtencdo de alimentos funcionais, o presente estudo
envolveu a caracterizacdo do soro de queijo coalho caprino antes e ap6s a secagem por
atomizacdo em spray dryer, a fermentacdo do soro reconstituido utilizando a cultura starter
de Streptococcus thermophilus em co-cultura com micro-organismos probidticos do género
Lactobacillus e a avaliagdo do efeito da secagem e da fermentacédo sobre as proteinas do soro.
Para este fim, duas formulacdes de soro em pé reconstituido fermentado foram produzidas em
quatro diferentes lotes (replicatas independentes): F1 (Lactobacillus casei BGP93 +
Streptococcus thermophilus TA40) e F2 (Lactobacillus paracasei BGP1 + Streptococcus
thermophilus TA40). Para avaliacdo da fermentacdo, os parametros de pH, acidez titulavel e a
viabilidade dos micro-organismos probioticos e starter foram analisados nas duas
formulacGes de soro caprino. O efeito da secagem e dos micro-organismos probioticos sobre
as proteinas do soro foi analisado pelo método espectrofotométrico o-ftaldialdeido (OPA) e
por cromatografia liquida ultrarrdpida em fase reversa (RP-UFLC). Ndo houve diferencas
significativas entre as formulacGes com relacdo aos valores de pH em todos os periodos de
amostragem avaliados (p > 0,05). No entanto, os valores de acidez em F1 foram
significativamente mais elevados (p < 0,05) que F2. A viabilidade dos micro-organismos
potencialmente probioticos, do género Lactobacillus, no produto manteve-se dentro dos
padrbes exigidos pela legislacdo brasileira para alimentos probiéticos (acima de 8 - 9 log UFC
na porc¢do de 200 mL) ao longo de 7 dias de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C. A maior
populagéo de Lactobacillus, utilizados como co-cultura, durante a fermentacéo e ao longo do
armazenamento foi obtida para a formulacdo F2, contendo L. paracasei BGP1, que diferiu
significativamente de F1 (p < 0,05). Utilizando o método OPA, constatou-se atividade
proteolitica sobre as proteinas do soro, devido ao aumento de grupos NHg livres no produto
ap6s a fermentacdo e armazenamento. O maior grau de protedlise foi observado na
formulacdo F1, porém sem diferenca significativa de F2 (p > 0,05). A anélise do soro caprino
por RP-UFLC indicou impacto do tratamento térmico sobre as proteinas do soro; entretanto,
para melhor avaliacdo do efeito das bactérias probioticas sobre esse constituinte sugere-se
testar modificagdes nos parametros cromatograficos.

Palavras-chave: Alimento funcional. Probiéticos. Protedlise. Soro lacteo de cabra.



ABSTRACT

Whey is the soluble fraction of milk, rich in protein, minerals, and lactose, obtained by
separation of casein during cheese production. Despite the high nutritional value, this by-
product of cheese-making is largely discarded in the environment, although it can be used by
food and biotechnology industries. Recent researches suggest that goat whey can be a
potential functional food, mainly due its protein composition and the presence of products of
protein enzymatic degradation. Spray dryer is considered an alternative method to extend the
shelf-life of whey, enabling to use it in dairy production. The aim of this study was the
characterization of goat cheese whey before and after spray drying, fermentation of
reconstituted whey using co-cultures of Streptococcus thermophilus TA40 (DuPont) with
probiotic strains of lactobacilli (L. casei BGP93, Sacco, and L. paracasei BGP1, Sacco), and
evaluation of the effects of drying process and fermentation on whey proteins. For this
purpose, two formulations of fermented reconstituted whey were produced in four different
batches: F1 (L. casei BGP93 + S. thermophilus TA40) and F2 (L. paracasei BGP1 + S.
thermophilus TA40). The pH, titratable acidity, and co-cultures viability were analyzed
during the fermentation and storage at 4 °C. The extent of proteolysis, caused by heating
and/or probiotic strains, was evaluated by o-phthaldialdenyde (OPA) spectrophotometric
assay and ultrafast reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-UFLC). The
pH values did not differed significantly between treatments in all sampling periods studied (p
> 0.05). However, the acidity values in F1 were significantly higher (p < 0.05) than F2. The
viability of probiotic Lactobacillus in these products was in accordance with the Brazilian
regulatory standards (above 8 - 9 log CFU in a 200 ml portion) during 7 days of storage at 4
°C. The higher Lactobacillus population, used as co-culture, during fermentation and
throughout the storage was obtained for F2, produced with L. paracasei, which differed
significantly from F1 (p < 0.05). The proteolysis of whey proteins was detected, using the
OPA method, due to increased free NH3 groups in this product after the fermentation and
storage period. The proteolysis tended to be slight higher in F1, but with no significant
difference from F2 (p > 0.05). The RP-UFLC analysis of whey fractions showed an impact of
heat treatment on whey proteins; however, to better evaluate the effect of probiotic bacteria on
these proteins, it is suggested testing some changes in chromatographic parameters.

Keywords: Functional food. Goat cheese whey. Probiotics. Proteolysis.
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1 INTRODUCAO

O soro ¢ a fracdo solavel do leite rica em proteinas, minerais e lactose, que € separada da
caseina durante a producdo de queijo. Em 2011 foram produzidos 867,1 mil toneladas de
queijos no pais segundo dados divulgados pela Associacao Brasileira das Industrias de Queijos
(ABIQ, 2012). Considerando que 8 a 9 litros de soro séo gerados na producao de 1 kg de queijo,
anualmente sdo produzidos em média 7,5 milhdes de toneladas de soro. A maior parte da
producdo de queijo de cabra no Brasil ocorre por pequenos ou médios produtores com pequena
produtividade e padrdes tecnoldgicos basicos, o que explica a escassez de dados cientificos
sobre a producdo anual desse produto no pais (TRANJAN et al. 2009; SOUZA et al., 2010).

Entre os produtores, o soro € considerado um subproduto sem valor nutricional
importante e € descartado sem nenhum tratamento. O soro como efluente possui uma demanda
bioquimica de oxigénio (D.B.O.) de 500000 mg/L, sendo considerado um grave poluente
ambiental. Uma alternativa para esse problema envolve a utilizagdo do soro caprino para
producdo de produtos lacteos, promovendo maior agregacdo de valor nutricional e
diversificacdo de produtos derivados de leite de cabra (TRANJAN et al., 2009). O soro pode
servir como base para producéo de uma variedade de produtos e ingredientes, incluindo bebidas
lacteas, ricotas, concentrados e hidrolisados proteicos, suplementos alimentares, lactose, entre
outros (SODINI et al., 2006;. DONKOR et al., 2007; LEKSRISOMPONG et al., 2010;
SOUZA et al., 2010; WATARU et al., 2011; CHURCHWARD-VENNE et al., 2012; BORBA
et al. 2014). A secagem em spray dryer € o método mais utilizado para a desidratacdo de
produtos lacteos e constitui uma alternativa para o prolongamento da vida Gtil do soro de queijo
de cabra, \viabilizando sua aplicagdo na producdo de produtos lacteos
(ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2008; REDDY et al., 2014).

Recentes estudos indicam que o soro caprino tem importante potencial funcional,
especialmente por sua constitui¢do proteica. As proteinas do soro sao de alto valor biolédgico e
atualmente ganham notoriedade principalmente por atuarem na hipertrofia muscular associada
a exercicios de resisténcia, modulacdo do peso corporal, reducdo de gordura e outras
propriedades especificas (KORPELA et al., 2008; PILVI et al., 2009; TANG et al., 2009;
HULMI et al., 2010; WATARU et al., 2011). Além disso, a hidrolise dessas proteinas
produzem peptideos bioativos que sdo associados & modulagdo de funcBes fisiologicas
diversas, apresentando atividade anti-hipertensiva, antibacteriana, imunomoduladora, entre
outras (DIDELOT et al., 2006; ERIKSEN et al., 2008; HAMME et al., 2009; HAMME et al.,
2010; ALMAAS et al., 2011; ESPEJO-CARPIO et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os constituintes do soro caprino seco em spray dryer e avaliar o efeito de

bactérias probioticas sobre as proteinas do soro reconstituido.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os constituintes do soro de queijo de cabra seco em spray dryer e avaliar
o efeito do processamento térmico sobre os constituintes.

e Avaliar a viabilidade dos micro-organismos utilizados na fermentacdo do soro
reconstituido e as modificacdes no pH e acidez do produto.

e Auvaliar o efeito da fermentacdo com bactérias probioticas sobre as proteinas do soro

reconstituido.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Soro caprino como alimento funcional

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com a resolu¢do n° 18 de
30/04/1999, define alimento funcional como todo alimento ou ingrediente que, além das
funcBes nutricionais bésicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos benéficos a saude, devendo ser seguro para
consumo sem supervisdo médica. No entanto, no meio cientifico ndo ha um consenso sobre
uma definicdo geral para alimentos funcionais e a maioria dos estudos é voltada para
investigacdo da funcionalidade de micronutrientes (vitaminas e minerais) e macronutrientes
(aminoécidos e proteinas) (ZANDEN et al., 2014).

Nos ultimos anos, vérios estudos apontam o soro como alimento funcional,
principalmente por sua constituicdo proteica. O soro lacteo caprino possui composicao
proteica Unica que depende de diversos fatores, envolvendo época do ano, o tipo de
alimentacdo, o estagio de lactagdo e qualidade do processamento. As proteinas majoritarias
sdo B-lactoglobulina e o-lactoalbumina; em menores quantidades sdo presentes
imunoglobulinas  (lgs),  albumina  sérica,  peptona-proteose, lactoferrina e
caseinomacropeptideo (DIDELOT et al., 2006; ERIKSEN et al., 2008; KORPELA et al.,
2008; HAMME et al., 2009; PILVI et al., 2009; TANG et al., 2009; HAMME et al., 2010;
HULMI et al., 2010; SOUZA et al., 2010; ALMAAS et al., 2011; HERNANDEZ-
LEDESMA et al., 2011; WATARU et al., 2011; ESPEJO-CARPIO et al., 2013).

Essas proteinas sdo de alto valor bioldgico e tém adquirido amplo espaco na
alimentacdo humana devido a propriedades funcionais especificas (PESCUMA et al., 2010).
Esse elevado consumo € explicado pelo reconhecimento de que proteinas do soro, conforme
indicam alguns estudos, podem ajudar no ganho de massa muscular em combinagcdo com
exercicios de resisténcia. Portanto, concentrados dessas proteinas sdo amplamente utilizadas
como suplemento alimentar por atletas para promover e manter o crescimento e resisténcia
muscular (TANG et al., 2009; HULMI et al., 2010; WATARU et al., 2011). Alem disso,
pesquisas indicam que proteinas do soro estdo envolvidas na regulacdo do peso corporal
(KORPELA et al., 2008; PILVI et al., 2009).

As proteinas do soro podem ser hidrolisadas liberando fragdes de aminoacidos com

alta atividade bioldgica, denominados peptideos bioativos, capazes de atuarem como
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moduladores de diversas funcbes fisioldgicas. Vérios estudos investigaram in vitro as
atividades bioldgicas de peptideos derivados de proteinas do soro de cabra, sendo constatada
acao anti-hipertensiva, anti-obesidade, imunomodulatoria, antibacteriana, entre outras
(DIDELOT et al., 2006; ERIKSEN et al., 2008; HAMME et al., 2009; HAMME et al., 2010;
ALMAAS et al., 2011; ESPEJO-CARPIO et al., 2013).

3.2 Probioticos

Probidticos sdo micro-organismos vivos que, quando administrados em quantidades
adequadas, conferem beneficios a salde do hospedeiro. Para que se tenha o efeito desejado a
salde esses devem sobreviver através das barreiras gastrointestinais em numero suficiente.
Portanto, a selecdo dessas bactérias tem como base 0s seguintes critérios: o género, a origem,
a estabilidade frente ao &cido estomacal e aos sais biliares, a capacidade de aderir a mucosa
intestinal, a capacidade de colonizar, a0 menos temporariamente, o trato gastrintestinal
humano, a capacidade de produzir compostos antimicrobianos e a atividade metabolica no
intestino (RAIZEL et al., 2011; RANADHEERA et al., 2014; CASAROTTI e PENNA,
2015).

Segundo a ANVISA (2008) a quantidade minima viavel para alimentos probiéticos
deve estar situada na faixa de 10°® a 10° unidades formadoras de colénias (UFC) na
recomendacéo diaria do produto pronto para o consumo, conforme indicacdo do fabricante.

Bebidas lacteas fermentadas constituem o principal veiculo alimentar para micro-
organismos probidticos. Cepas de Lactobacillus spp. tém recebido grande atengdo como
micro-organismos probidticos e, veiculadas em bebidas lacteas, tém sido associadas a
numerosos efeitos benéficos a salde (VARGA et al., 2014).

Wang et al. (2012), em estudo sobre iogurte de leite de cabra fermentado com culturas
lacticas probidticas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei e Bifidobacterium spp.,
constataram que, ap0s 12 semanas de vida de prateleira, a viabilidade desses micro-
organismos foi bem superior aos valores necessarios para a obtencéo de efeitos terapéuticos.

Xanthopoulos et al. (2012), em estudo realizado com iogurte desnatado de leite de
cabra fermentado com diferentes culturas lacticas, constataram que a cultura de L. paracasei
destacou-se pelas propriedades potenciais probidticas conferidas aos alimentos, tais como:
resisténcia a baixo pH, tolerancia a sais biliares, remocéao de colesterol do meio, resisténcia a
lisozimas, entre outras. Outros estudos demonstraram que micro-organismos probidticos do

género Lactobacillus podem conferir potencial terapéutico aos produtos derivados de leite de
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cabra, destacando-se a acgéo anti-hipertensiva (DIDELOT et al., 2006; HAMME et al., 2009;
HAMME et al., 2010; WANG et al., 2012)

3.3 Soro lacteo caprino e peptideos bioativos

Peptideos bioativos sdo definidos como componentes derivados das proteinas dos
alimentos que, em complementag&o ao seu valor nutricional, exercem um efeito fisioldgico ao
organismo. Esses peptideos sdo 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 sao
normalmente hidrolisados em uma larga variedade de peptideos durante o processo de
digestdo gastrointestinal. Alguns dos peptideos liberados compartilham de caracteristicas
estruturais semelhantes a peptideos enddgenos, podendo agir no organismo como
moduladores agonistas ou antagonistas de funcdes fisiologicas. Dentre as propriedades dessas
moléculas biologicamente ativas se destacam a agdo anti-hipertensiva, anti-inflamatoria,
antioxidante, hipocolesterolémica, modulacdo na absorcdo de minerais, acdo contra diabetes
mellitus tipo 2, atividade antimicrobiana, imuno-moduladora, entre outras.

Além da producdo no processo de digestdo, esses peptideos podem ser formados no
processamento de alimentos proteicos, incluindo hidrélise enzimatica utilizando enzimas de
origem fungica, bacteriana e vegetal (KENT et al., 2012). As proteinas do soro, como -
lactoglobulina, a-lactoalbumina, imunoglobulina, lactoperoxidase, lisozima e lactoferrina,
incluindo glicomacropeptideos do soro de queijo, vém sendo reconhecidas como fonte desses
peptideos (ALMAAS et al., 2011; RAIKOS et al., 2014).

A propriedade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ACE) recebe ampla
atencdo devido aos potenciais efeitos benéficos no tratamento da hipertensdo. A ACE é uma
metalopeptidase 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 diminuicéo da pressao arterial (ESPEJO-CARPIO et al., 2013).

Estudos evidenciam a liberagdo de peptideos inibidores da ACE de fragfes proteicas
do soro de cabra. Na pesquisa realizada por Espejo-Carpio et al. (2013), a atividade de
proteases comerciais sobre as proteinas do soro produziu peptideos ativos inibidores da ACE.

Em outros estudos, a fermentagdo do soro caprino por micro-organismos, incluindo
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Lactobacillus paracasei, resultou na formacdo de peptideos com acgdo inibitéria da ACE,
sendo trés identificados como origindrios da a-lactoalbumina (DIDELOT et al., 2006;
HAMME et al., 2009).

Peptideos derivados de proteinas do soro podem contribuir para os efeitos anti-
obesidade, como descrito por Zemel et al. (2005). Hammeé et al. (2010) constataram in vitro
que peptideos ativos em soro lacteo de cabra fermentado induziram retardo na adipogénese e
reducdo do contetdo lipidico de adipdcitos humanos.

Algumas pesquisas detectaram peptideos derivados de proteinas do soro com atividade
antimicrobiana contra varias cepas bacterianas, incluindo espécies patogénicas. Almaas et al.
(2011) detectaram in vitro a presenca de peptideos antibacterianos produzidos no soro caprino
apos hidrolise por proteases gastrointestinais humanas. Os peptideos obtidos exerceram forte
atividade contra os patdgenos Escherichia coli, Bacillus cereus e Listeria monocytegenes, e
foram inativos contra o probiotico Lactobacillus rhamnosus.

Nas ultimas décadas, pesquisas in vitro descobriram peptideos com capacidade
moduladora na ativacdo e proliferacdo de linfdcitos. Eriksen et al. (2008) pesquisou sobre a
atividade moduladora de peptideos derivados do soro de queijo de cabra sobre células
mononucleares periféricas do sangue humano. Os peptideos apresentaram potencial de
inibicdo dose-dependente dessas celulas, através de mecanismo ainda ndo elucidado, sendo
sugerido que as fragcdes proteicas afetam a producdo de sinais de ativagdo envolvidos na
proliferacdo de linfocitos.

Sendo o soro uma importante fonte de proteinas que servem de substrato para
producdo de peptideos bioativos e considerando as diversas modulagdes fisioldgicas
realizadas por estas moléculas, esse subproduto da fabricacdo de queijos possui grande

potencial para ser utilizado no desenvolvimento de produtos lacteos funcionais.

3.4 Secagem do soro lacteo em spray dryer

Spray drying (ou secagem por atomizagao) é o método mais utilizado pela inddstria de
alimentos para conversao de produtos liquidos a forma de pd, sendo amplamente utilizado na
producdo de produtos lacteos. Nesse processo de secagem, o liquido € atomizado e entra em
contato com o0 ar ou gas em temperatura elevada, de forma que o conteddo aquoso &
evaporado, dando origem a particulas secas (ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2008).

Essa técnica de secagem pode exercer impacto sobre o0s constituintes do soro e, como

indicam alguns estudos, pode resultar principalmente na desnaturacéo parcial das proteinas.
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No entanto, diversas pesquisas investigaram a otimizacdo desse processamento térmico,
visando a preservagdo dos seus aspectos funcionais, melhor rendimento dos constituintes e
menor desnaturacdo das proteinas do soro (ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2007;
ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2008; PATEL e CHEN, 2008; DISSANAYAKE e
VASILJEVIC, 2009; PESCUMA et al., 2010; KESHANI et al., 2013).

Apesar de ter efeito sobre os constituites, a secagem em spray dryer constitui uma
alternativa vidvel para estender a vida de prateleira de produtos lacteos em geral,
especialmente por converté-los em pd sem alterar significativamente suas caracteristicas
sensoriais (REDDY et al., 2014).

3.5 Proteinas e peptideos do leite e do soro: metodologias de avaliacdo

Church et al. (1983) desenvolveram o ensaio colorimétrico o-ftaldialeido (OPA), um
método réapido e sensivel para determinacdo da protedlise de produtos lacteos. Pescuma et al.
(2012) empregaram a mesma metodologia no estudo da degradacdo proteica por bactérias
lacticas em soro reconstituido.

Vaérias pesquisas utilizaram a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC) para deteccéo, isolamento e/ou caracterizagdo de proteinas nativas do soro lacteo.
Torre et al. (1996) desenvolveram um método para a separacdo das principais proteinas do
soro, incluindo a-lactoalbumina, albumina sérica e B-lactoglobulina por RP-HPLC. No soro
lacteo caprino, essa tecnologia pode ser utilizada na determinacdo da concentracdo das
proteinas (B-lactoglobulina e a-lactoalbumina) apés tratamento térmico e na avaliacdo da
protedlise exercida por enzimas naturais ou por micro-organismos probiéticos (SANTILLO et
al., 2009; HERNANDEZ-LEDESMA et al., 2011; MADUREIRA et al., 2012;
DUMITRASCU et al., 2013).



20

4 METODOLOGIA

4.1 Obtencao do soro de queijo de cabra in natura e atomizado (em pd)

Para o presente projeto foram fornecidos, pela Embrapa Caprinos e Ovinos (Sobral,
CE), lotes de soro de queijo de cabra, sendo estes de dois tipos: soro fluido in natura
congelado (ndo tratado termicamente) e soro seco em spray dryer. O soro in natura foi obtido
a partir do processamento de 13 lotes de queijo tipo coalho de cabra. O soro atomizado foi
obtido a partir do processamento de 10 diferentes lotes de queijo tipo coalho de cabra seco em
mini-atomizador Biichi, modelo B-290 (Biichi, Flawil, Suica), operando em uma velocidade

de bombeamento de 25 ml/min., uma temperatura de entrada de 160 °C e de saida de 92 °C.

4.2 Composigao centesimal do soro de queijo de cabra atomizado

4.2.1 Determinacao do teor de solidos totais (extrato seco total) e umidade

A determinacdo do teor de solidos totais e de umidade foi realizada em triplicata para
as amostras de soro atomizado em p0 a partir de secagem de 2 g de produto em estufa Tecnal
modelo TE 393/2 (Piracicaba, Brasil) a 105 °C, de acordo com as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008), método 012/IV. Para as amostras de soro in natura esses
parametros foram determinados a partir da secagem de 2 g do produto em estufa a vacuo
Marconi modelo MA 030/12 (Piracicaba, Brasil) a 70 °C, segundo as normas analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2008), método 013/1V.

4.2.2 Determinacdo do teor de cinzas (residuo mineral fixo)

A anélise do teor de cinzas foi realizada gravimetricamente a partir da incineragdo do
extrato seco das amostras obtidas da analise de umidade (item 4.2.1) de soro fluido in natura
e soro atomizado em pd, em triplicata, a 550 °C em mufla Fornitec No. 3475 (Fornitec Ind e
Com. Ltda., Sdo Paulo, Brasil) até a queima completa da matéria organica, segundo as normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008), método 018/1V.



21

4.2.3. Determinacédo do teor de gordura (lipideos)

Para a quantificacdo de lipideos nas amostras de soro de queijo de cabra in natura e
atomizado, foi utilizado o método de lactobutirdmetro Gerber, segundo as normas analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (2008), método 433/1V. Ambas as amostras foram analisadas em

triplicata.

4.2.4 Determinacao do teor de proteinas totais

O método micro-Kjeldahl foi utilizado para a determinacdo do teor de nitrogénio das
amostras de soro de queijo de cabra fluido in natura e de soro atomizado a partir de aliquotas
de 0,2 g, em triplicata. Para a conversédo do teor de nitrogénio em teor proteico, foi utilizado o
fator 6,38 (AOAC INTERNATIONAL, 2003).

4.2.5 Determinacao do teor de carboidratos totais

A estimativa do teor de carboidratos totais foi obtida por diferenca a partir da anélise
prévia individual dos teores de umidade, cinzas, lipideos e proteinas das amostras de soro
fluido in natura e soro atomizado em p6, somados e subtraidos da amostra total (FAO, 2003),

conforme apresentado na equacdo (1):

Carboidratos totais (g/100 g) =100 — [umidade + cinzas + lipideos + proteinas] (1)

onde os valores de carboidratos totais, umidade, cinzas, lipidios e proteinas sdo fornecidos em

0/100 g de amostra em base Umida.

4.3 Fermentacao do soro lacteo reconstituido

O soro de queijo de cabra atomizado em po foi reconstituido em agua destilada (20%,
m/m) de modo que apresentasse uma propor¢do minima de 2 g de proteina/100 g
(reconstituicdo do soro estabelecida com base na determinacdo prévia do teor proteico das
amostras de soro em pd). Em seguida, o soro reconstituido foi tratado termicamente a 85 °C

por um periodo de 30 minutos e resfriado a 45 °C para adi¢do das culturas lacticas. As
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culturas utilizadas para as formulag6es foram: Streptococcus thermophilus TA40 (Dupont),
Lactobacillus casei BGP93 (Sacco) e Lactobacillus paracasei BGP1 (Sacco).

Duas formulagbes (Formulacdo 1 - F1 e Formulacdo 2 - F2) foram produzidas
utilizando o soro lacteo reconstituido. Cada formulacdo foi adicionada de um micro-
organismo adjuvante potencialmente probidtico em combinacdo com um micro-organismo
starter, cujas proporcOes e culturas utilizadas sdo especificadas na Tabela 1. Depois de
adicionado das culturas lacteas, o soro reconstituido foi incubado a 45 °C em estufa de

incubacdo microprocessada. Para cada formulacdo, um total de quatro lotes foram produzidos.

Tabela 1 — Cepas e propor¢des dos micro-organismos utilizados para cada formulagédo

Tratamento Micro-organismos Cepas (proporgao)
F1 L. casei BGP93 + S. thermophilus TA40 20 mg/100 g + 3 mg/100 g
F2 L. paracasei BGP1 + S. thermophilus TA40 20 mg/100 g + 3 mg/100 g

LEGENDA: F1 = Formulag&o 1; F2 = Formulagéo 2.
FONTE: Dados de pesquisa.

4.4 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas e da viabilidade dos micro-organismos
starter e probidticos no soro reconstituido fermentado

4.4.1 pH e acidez titulavel

Ao longo da fermentacdo, foram monitorados os parametros de pH e acidez titulavel,
métodos 017/IV e 016/1V, de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(2008). A medicdo de pH foi utilizada como controle do processo de fermentacdo, de forma
que, quando o soro em po reconstituido atingiu a faixa de pH de 4,95 + 0,10, a incubacéo foi
finalizada. Estes parametros também foram avaliados apds 1 e 7 dias de armazenamento do

produto final sob refrigeracéo a 4 °C.

4.4.2 Determinacao das populacoes de S. thermophilus, L. casei e L paracasei

Os micro-organismos probiéticos e starter foram avaliados no soro reconstituido no
inicio (tempo inicial - TI) e no término da fermentacdo (tempo final - TF) e ap0s um e sete

dias (D1 e D7, respectivamente) de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C. As populacOes de
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S. thermophilus (starter) e dos micro-organismos potencialmente probidticos (L. casei e L
paracasei) foram determinadas por cultivo em meios de cultura. A populagédo de S.
thermophilus foi determinada por plagueamento, em profundidade, de dilui¢cGes seriadas dos
soros reconstituidos fermentados em placas adicionadas de &gar M17 contendo lactose,
segundo o método descrito por Richter e Vedamuthu (2001), e incubadas em aerobiose a 35-
37 °C por 48 horas. A determinacgdo de L. casei e L. paracasei ocorreu em agar De Mann
Rogosa Sharpe (MRS) acidificado com acido acético até pH 5,4, 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 a formulacdo contendo L. casei (F1) e por 48 horas para a
formulacéo contendo L. paracasei (F2).

4.5 Avaliacéo do efeito dos processamentos sobre as proteinas do soro

4.5.1 Determinacdo de proteinas totais

O método micro-Kjeldahl foi utilizado para a quantificacdo de proteinas nas amostras
de soro reconstituido no inicio (tempo inicial - TI) e no término da fermentacéo (tempo final -
TF) e apds um e sete dias (D1 e D7, respectivamente), nas duas formulacGes (F1 e F2). Para a
conversdo do teor de nitrogénio em teor proteico, foi utilizado o fator 6,38 (AOAC
INTERNATIONAL, 2003). A determinacdo do teor de proteinas foi realizada em duplicata
para cada tratamento e os resultados foram utilizados na determinacdo do grau relativo de

protedlise (item 4.5.2).

4.5.2 Determinacao do grau de protedlise

Para fins de avaliacdo do efeito da fermentacdo sobre as proteinas do soro, o grau de
proteolise foi determinado pela quantificagdo de grupos NHs livres utilizando o método o-
fitaldialdeido (OPA), adaptado de Church et al. (1983). Em uma aliquota de 250 uL da
amostra de soro foram adicionados 50 uL de agua destilada e 500 pL de &cido tricloroacético
(TCA) a 0,75 N. A suspenséo obtida foi agitada em vortex por 1 min, deixada em repouso por
15 min e submetida a centrifugacéo, em temperatura ambiente, a 13.000 x g /15 min. Uma
aliquota de 100 pL da solucdo de peptideos soltveis em TCA (sobrenadante) foi adicionada
de 2 ml do reagente OPA e ap06s 2 minutos em temperatura ambiente (25 °C) foi realizada a

medida da absorbancia em espectrofotometro UV (comprimento de onda 340 nm). Foram
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analisadas, em duplicata, as amostras de soro reconstituido sem a adicdo de micro-organismos
(SR), de soro reconstituido adicionado de bactérias starter e probidticas (F1 e F2) nos tempos
iniciais e finais de fermentacdo (Tl e TF, respectivamente) e ap0s um e sete dias de
armazenamento (D1 e D7, respectivamente). O grau relativo de protedlise obtido através da
atividade proteolitica especifica por miligrama de proteina sobre o soro reconstituido (U/mg)

foi determinado conforme a equagéo (2) a seguir:.

U /mg proteina= (ABS, - ABS, ) x1000 @),
P

onde ABS, é a absorbancia do soro reconstituido adicionado de micro-organismo nos
diferentes tempos de analise (TI, TF, D1 e D7), ABS; é a absorbancia da amostra de referéncia
(soro reconstituido sem a adigdo de micro-organismos) e P é a concentracdo de proteinas das

amostras em mg/g.

4.5.3 Analise em cromatografia liquida ultrarrapida em fase reversa (RP-UFLC)

As amostras de soro in natura, de soro reconstituido adicionado da cultura starter e
das bactérias probidticas (F1 e F2) nos tempos iniciais e finais de fermentacdo (Tl e TF,
respectivamente) e ap6s um e sete dias de armazenamento (D1 e D7, respectivamente),
receberam tratamento prévio para extracdo dos peptideos sollveis em &gua seguindo a
metodologia adaptada de Donkor et al. (2007). Aliquotas de 5 mL das amostras de soro
tiveram seu pH ajustado para 4,55 e foram centrifugadas em centrifuga refrigerada Eppendorf
modelo 5810R (Hamburgo, Alemanha) a 15.000 x g e a uma temperatura de 4 °C por 30 min.
O sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) de
0,45 pm.

Os peptideos soluveis em agua foram analisados em Cromatdgrafo Liquido
Ultrarrapido (UFLC Shimadzu, Kyoto, Japdo) equipado com coluna C-18 (5 pm, 300 A, 50
mm X 4,6 mm; Phenomenex, Torrence CA, USA), degaseificador modelo DGU2-2043
(Shimadzu), duas bombas LC-20AD (Shimadzu), injetor automatico SIL-20A4t (Shimadzu),
forno Shimadzu CTO-20A (Shimadzu) e detector UV-Vis 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 &gua ultrapurificada) durante 6 minutos. A

separacdo foi realizada a uma temperatura de £ 27 °C e uma razdo de fluxo de 1 mL/min foi
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empregada. Os peptideos eluidos foram detectados em UV-vis operando a 214 nm. Todos 0s

solventes foram filtrados em membrana de PVVDF com porosidade de 0,45 pm.

4.6 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados de pH, acidez, viabilidade e protetlise do soro foi
realizada empregando-se analise de variancia de medidas repetidas (RM - ANOVA) para 0s
dados com homogeneidade de variancia, seguida do teste Turkey HSD para identificacdo dos
contrastes (BOWER, 1998a). Os testes ndo paramétricos equivalentes foram aplicados quando
variancias ndo-homogéneas foram observadas (BOWER, 1997; 1998b). A homogeneidade
dos dados foi previamente verificada utilizando os testes de Cochran e Bartlett. Todos o0s
testes foram realizados utilizando o software STATISTICA 9.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK,
EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composigéo centesimal do soro de queijo de cabra

A umidade das amostras de soro de queijo de cabra atomizado em p6 do presente
estudo variou de 3,05 g/100 g a 6,86 g/100 g (Tabela 2). O teor de solidos totais nos mesmos
lotes variou entre 93,14 g/100 g e 96,95 g/100 g, enquanto que o teor de cinzas permaneceu
entre 8,74 g/100 g e 9,97 g/100 g (Tabela 2).

Apesar da concentracdo dos constituintes do soro lacteo variar com diversos fatores,
tais como época do ano, tipo de alimentacdo do animal, estagio de lactacdo e qualidade do
processamento, alguns estudos do soro de queijo caprino demonstraram composi¢ao
semelhante aos resultados deste estudo. Kehagias et al. (2008) utilizaram soro em p6 caprino
com um teor de umidade de 2,5 g/100 g na formulagdo de bebidas lacteas. Em um estudo
realizado por Sanmartin et al. (2012), uma porcentagem semelhante de sélidos (95,38 g/100
g) foi determinada em soro de queijo de cabra obtido por coagulagdo enzimatica.

A gordura foi componente que mais diferiu entre os lotes do produto, apresentando
concentragcfes na faixa de 3,55 a 8,97 ¢g/100 g (Tabela 2). Teores lipidicos menores foram
determinados em soros lacteo bovinos in natura obtidos por coagulacdo lactica nos estudos de
Djuric et al. (2004) e Rapetti et al. (1995), os quais variaram de 0,2 g/100 g a 0,45 ¢/100 g.
Um teor de gordura mais aproximado aos resultados do presente estudo para o soro fluido,
0,84 ¢/100 g, foi encontrado por Sanmartin et al. (2012). Os mesmos autores quantificaram
5,91 g/100 g de gordura no soro caprino em po, valor dentro do intervalo dos teores de
gordura (3,55 g/100 g a 8,97 g/100 g) determinados nos lotes de soro caprino em pé utilizados
no presente estudo (Tabela 2).

O teor de proteinas variou entre 9,82 g/100 g a 13,79 g/100 g enquanto que o teor de
carboidratos totais por diferenca variou de 65,18 g/100 g a 73,73 ¢g/100 g (Tabela 2). Teores
de proteina de 12,8 g/ 100 g em soro lacteo bovino em pé e de 0,63 g/100 g em soro lacteo
caprino in natura foram relatados em estudos de obtencdo de diferentes concentrados de
proteina do soro (VALDUGA et al., 2006; SANMARTIN et al., 2012).



Tabela 2 — Composicao centesimal das amostras de soro de queijo de cabra atomizado em p6 (média + desvio-padrao)

Amostra Umidade Sélidos totais Cinzas Lipideos Proteinas Ca_rboidratos
(9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/100 g) (9/ 100 g) totais (g/100 g)

Lote 1 6,86 £ 0,14 93,14 9,97 £ 0,03 6,00 £ 0,00 9,82+0,22 67,35
Lote 2 3,22+0,25 96,77 9,43+ 0,06 3,55+0,38 11,28 + 0,57 72,62
Lote 3 4,17 £0,35 95,83 9,78 £ 0,07 4,29 £+ 0,00 11,40 £ 0,50 70,35
Lote 4 511+0,94 94,89 9,12+ 0,04 6,80 + 0,41 13,79 £ 0,25 65,18
Lote 5 4,38 £ 0,38 95,62 8,74 £ 0,04 4,48 + 0,00 10,97 £ 0,51 71,43
Lote 6 5,01+0,75 94,99 9,19+0,32 8,97 + 1,49 13,09 £ 0,42 73,73
Lote 7 4,56 £ 0,33 95,44 9,34 £ 0,06 7,49 £ 0,00 11,85+ 0,31 66,77
Lote 8 4,17 +0,13 95,83 9,40+ 0,10 7,09+0,75 8,58 + 1,54 70,76
Lote 9 3,05+0,10 96,95 9,58 £0,14 7,86 +£1,16 13,45+ 0,36 66,05
Lote 10 5,01+0,49 94,99 9,10+ 0,26 3,99 +0,86 12,08 + 0,45 69,81
Média 4,60 +£1,10 95,40 9,36 £ 0,37 6,04 £ 1,93 11,56 £ 1,60 68,44

Base Seca - 100 9,82 +0,42 6,38 £ 2,01 12,17+ 1,74 67,04

FONTE: (dados de pesquisa)

27
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Tabela 3 — Composicdo do soro lacteo ndo processado - fluido, in natura (média + desvio-
padrdo)

Constituintes Base umida Base Seca
Umidade (g/100 g) 93,11+0,33 -
Sélidos totais (g/100 g) 6,89 + 0,34 100
Cinzas (g/100 g) 0,72+0,19 10,03 £ 3,35
Lipideos (g/100 g) 0,50+ 0,17 7,24 + 2,40
Proteinas (g/100 g) 1,06 £ 0,24 15,91 +£2,12
Carboidratos por diferenca* (g/100 g) 4,61 66,81

LEGENDA: *Food and Agriculture Organization of the United Nations (2003); - = conteido ausente.
(FONTE: dados de pesquisa)

No presente trabalho, foi observada uma reducdo do teor proteico nas amostras de soro
em po, cujos valores em base seca foram reduzidos, em média, de 15,91 g/100 g (soro in
natura) para 12,17 g/100 g (Tabela 2 e Tabela 3). E possivel que, conforme apontam
estudos, o emprego de elevadas temperaturas no processo de secagem de Soro por spray
drying, contribuiu para a adesao de particulas nas paredes da camara, podendo ter resultado
na reducdo de seus constituintes (ANANDHARAMAKRISHNAN et al., 2008; FANG et al.,
2012; KESHANI et al., 2013).

Alguns estudos revelam que a temperatura utilizada na secagem em spray dryer pode
influenciar na desnaturacdo das proteinas do soro. Anandharamakrishnan et al. (2007), em
estudo sobre o efeito das varidveis de secagem em spray dryer sobre as proteinas do soro,
constataram quase uma desnaturacdo completa a uma temperatura de 120 °C. Sodini et al.
(2006) verificaram um nivel de desnaturacéo de 10-53% das proteinas do soro.

Mesmo sendo observada uma modificacdo no teor proteico apds o processo de
secagem, a tecnologia de secagem em spray dryer ainda constitui uma alternativa viavel para
conservacao do soro lacteo caprino. Ainda, é possivel que o tratamento térmico resulte em
desnaturacdo parcial das proteinas, o que pode facilitar atividade proteolitica das enzimas
bacterianas durante a fermentacdo. Deve-se avaliar também a consideravel reducéo de volume
de amostra proporcionada por tal processo de secagem (que resulta em economia financeira e
de espaco para o transporte e armazenamento), além da dispensa do uso de refrigeracdo ou
congelamento para sua conservacdo (economia energética) desde que estocado em ambiente

seco e arejado em embalagem que garanta seu isolamento da luz e oxigénio.
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5.2 Caracterizacdo do soro atomizado reconstituido fermentado

5.2.1 Valores de pH e acidez e viabilidade das culturas lacticas no soro reconstituido
durante a fermentacao e armazenamento

Nas duas formulaces produzidas, os valores de pH do soro reconstituido antes da
fermentacdo (TI) variaram entre 5,655-5,664 acompanhada de uma queda significativa (p <
0,05) com valores entre 4,926-4,993 no final da fermentacdo (TF). Houve um aumento
significativo (p < 0,05) apds um dia (5,063-5,103) e uma pequena queda, porém significativa
(p < 0,05), apds sete dias de armazenamento sob refrigeracéo (4,950-5,044). Concomitante a
reducdo do pH, os valores de acidez em acido lactico para os dois tratamentos variaram entre
0,303-0,324 g/ 100 g em TI, com uma elevagédo significativa (p < 0,05) para 0,543-0,606
0/100 g em TF. A acidez em F1 e F2 apresentou estabilidade, sem diferencas significativas (p
> 0,05) no primeiro (D1) e sétimo (D7) dia de armazenamento. Ndo houve diferencas
significativas entre as formulagGes com relacdo aos valores de pH em todos os periodos de
amostragem avaliados (p > 0,05). Entretanto, os valores de acidez em F1 foram
significativamente mais elevados (p < 0,05) que em F2 em todos os periodos de amostragem
(Tabela 4).

A populagdo de S. thermophilus aumentou significativamente (p < 0,05) durante a
fermentacdo nas duas formulacGes. Em F1, a populacdo desse micro-organismo teve um
decréscimo ndo significativo (p > 0,05) entre o final da fermentacdo (TF) e o primeiro dia
(D1) e um aumento ndo significativo (p > 0,05) no sétimo dia (D7) de armazenamento sob
refrigeracdo a 4 °C. Em F2, observou-se uma estabilidade no nimero de células viaveis desse
micro-organismo, no entanto houve reducdo significativa (p < 0,05), entre D1 e D7 (Tabela
4).

Em F1, observou-se um aumento néo significativo (p > 0,05) da populacgéo de L. casei
durante a fermentacdo (de 7,152 a 7,330 log UFC/ml) e um pequeno decréscimo nao
significativo (p > 0,05) ap6s 1 dia (7,218 log UFC/ml), acompanhado de uma elevagdo ndo
significativa (p > 0,05) ap6s 7 dias de armazenamento sob refrigeragdo (Tabela 4). A
populagdo de L. paracasei (F2) aumentou significativamente (p < 0,05) durante a
fermentagdo. Durante o periodo de armazenamento, a populagdo de L. paracasei apresentou
um aumento, porem n&o significativo (p > 0,05), em D1 e reduziu significativamente (p <
0,05) em D7.
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Tabela 4 - Valores de pH, acidez titulavel e viabilidade dos micro-organismos utilizados na
fermentacgdo do soro caprino reconstituido (média * desvio-padrédo)

Acidez S. thermophilus  Lactobacillus
Tratamento Tempo pH (g de acido '
lactico/100 g) (log UFC/mlI) (log UFC/ml)
F1 TI 5,664 +0,047°° 0,324 +0,034%% 6,468 + 0,240%% 7,152 + 0,071"
TF 4,926 + 0,063"® 0,606 + 0,0425° 8,786 + 0,246"° 7,330 + 0,145"%
D1 5,103 +0,121"° 0,616 + 0,053%° 8,722 + 0,259"* 7,218 + 0,158"%®
D7 4,950 + 0,095** 0,601 +0,028%° 8,616 + 0,159"° 7,360 + 0,218"°
F2 TI 5,655+ 0,011 0,303 +0,029"* 5877+0,163* 7,438 +0,119%
TF 4,993+ 0,057% 0,543 +0,058"° 8,694 + 0,127° 7,825 + 0,1745
D1 5,063 + 0,084%° 0,545+ 0,024 8,752 + 0,263"° 8,004 + 0,180°¢
D7 5,044 + 0,060% 0,575+ 0,027"° 8,476+ 0,223"" 7,678 +0,297%°

LEGENDA: F1 = L. casei BGP93 + S. thermophilus TA40; F2 = L. paracasei BGP1 + S. thermophilus TA40; Tl
= tempo inicial (antes da fermentacdo); TF = tempo final (término da fermentacdo); D1 = dia 1 (dia seguinte &
fermentacgdo); D7 = dia 7 (7 dias ap6s a fermentagdo). * B Letras mailsculas sobrescritas na mesma coluna
indicam as diferengas significativas no mesmo tempo de armazenamento entre os tratamentos. abC | etras
mindsculas sobrescritas na mesma coluna indicam as diferencas significativas ao longo do tempo para um
mesmo tratamento.

(FONTE: dados de pesquisa)

A maior viabilidade de lactobacilos utilizados como co-cultura durante a fermentagéo
e ao longo do armazenamento foi obtida para a formulacdo F2, produzida com L. paracasei
BGP1, aos 7 dias de armazenamento (p < 0,05).

O numero de células viaveis dos micro-organismos estudados foi semelhante aos
encontrados na literatura para soro de queijo e produtos lacteos em geral. No estudo de
Madureira et al. (2005) foi determinado um nimero de células viaveis de L. paracasei de 7,23
log UFC/ml em soro obtido da producéo de requeijdo, permanecendo superior 9 log UFC/ml
apos 21 semanas de armazenamento sob refrigeracdo. Madureira et al. (2011) quantificaram
uma populacdo de L. casei de 7,80 log UFC/ml em soro de queijo in natura adicionado de
10% de leite bovino. No referido estudo, o micro-organismo apresentou uma viabilidade de
9,012 log UFC/mI ap6s 14 dias de armazenamento sob refrigeracgéo.

No presente estudo, durante o periodo estudado, a viabilidade de L. casei BGP93 e L.
paracasei BGP1 em F1 e F2, respectivamente, obedeceu aos critérios nacionais para
alimentos probidticos, mantendo-se acima de 9 log UFC na porg¢do de 200 ml utilizada para
bebidas lacteas, sendo que o valor minimo estabelecido encontra-se entre 8 e 9 log UFC do
micro-organismo probidtico na por¢do de produto pronto para o consumo (ANVISA, 2003;
2008).
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5.3 Avaliacao do efeito dos processamentos sobre as proteinas do soro lacteo caprino

5.3.1 Avaliacao da atividade proteolitica (grau de proteolise)

As amostras de soro em p6 foram reconstituidas de forma a apresentarem uma
proporcdo de, no minimo, 2 g de proteina/100 g de soro reconstituido, para entdo serem
adicionadas das culturas lacticas. Dessa forma, o conteudo de proteinas totais nas amostras de
soro fermentado permaneceu entre 2,509 e 2,906 g/100 g, ndo sendo observadas diferencas

significativas (p > 0,05) (Tabela 6).

Tabela 5 — Proteinas totais (g/100 g) e atividade proteolitica especifica (U/mg de proteina)
nas amostras de soro caprino reconstituido fermentado com culturas lacticas probioticas
(média £ desvio-padrdo)

Tempo
Tratamento TI TF D1 D7
- F1 2,906 +0,316™ 2,702 +0,331" 2,800 +0,428™ 2,592 + 0,368
(6/1009) F2 2,633+0,187% 2570+0,075" 2570+0,297% 2,509 % 0,222
APE F1 0,271+0,85"  6,661+1,95"  7,145+0,65"" 7,757 +2,26""
(Uimg) F2 0,535+ 1,39 5667+260" 5026+155° 5364+ 360"

LEGENDA: PT = proteinas totais; APE = atividade proteolitica especifica; F1 = L. casei BGP93 + S.
thermophilus TA40; F2 = L. paracasei BGP1 + S. thermophilus TA40; Tl = tempo inicial (antes da
fermentacdo); TF = tempo final (término da fermentacdo); D1 = dia 1 (dia seguinte & fermenta¢do); D7 = dia 7 (7
dias ap6s a fermentacdo). * Letras mailsculas sobrescritas iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente entre os tratamentos em um mesmo tempo de amostragem. *° Letras mintsculas sobrescritas
iguais na mesma linha ndo diferem significativamente ao longo do tempo para um mesmo tratamento.

(FONTE: dados de pesquisa)

No tempo inicial de fermentacdo (TI) obteve-se uma atividade proteolitica especifica
(grau de protedlise) de 0,271 U/mg e 0,535 U/mg em F1 e F2, respectivamente, aumentando
significativamente para 5,667 — 6,661 U/mg em TF (p < 0,05). Em F2 houve um pequeno
decréscimo no grau de protedlise apds 1 dia de armazenamento, porém nao significativo (p >
0,05). No geral, o grau de protedlise permaneceu estdvel durante 1 e 7 dias de
armazenamento, ndo havendo aumento ou decréscimo significativo (p > 0,05) (Tabela 6).
Portanto, constatou-se que 0s probioticos exercem atividade proteolitica sobre o soro caprino
principalmente durante o periodo de fermentagdo (TI— TF).

A maior atividade proteolitica, observada desde o0 momento da adigdo dos micro-

organismos antes da fermentagdo (TI) até o sétimo dia de armazenamento sob refrigeracédo
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(D7), foi obtida em F1 (L. casei + S. thermophilus), porém sem diferengas significativas (p >
0,05) da formulacdo F2 (L. paracasei + S. thermophilus).

Donkor et al. (2007), investigaram a atividade proteolitica de micro-organismos
starters e probioticos, incluindo S. thermophilus e L. casei, na producdo de iogurte
fermentado. Foi verificado um aumento significativo na liberagdo de grupamentos NHs livres
no primeiro dia e uma elevagdo razoavel durante 30 dias de armazenamento sob refrigeragdo a
4° C. Sah et al. (2014) quantificaram um grau de protedlise de 5,38 a 11,91% em diferentes
formulacGes de iogurtes probioticos, utilizando os micro-organismos S. thermophilus, L. casei
e L. paracasei. Os dois estudos citados utilizaram o leite in natura nas respectivas
formulacdes de bebidas lacteas, produto que apresenta a caseina como proteina majoritéria.
Considerando que o soro apresenta constituicdo proteica distinta, o perfil dos peptideos
formados provavelmente difere dos produzidos no presente estudo.

Na producéo de uma bebida funcional a base de soro bovino fermentada com bactérias
lacticas, Pescuma et al. (2010) avaliaram a atividade proteolitica de S. thermophilus e nédo
constatou diferenca na concentracdo de grupos NHs livres durante 24 horas de incubacgéo a
37° C. Em outro estudo, Pescuma et al. (2012) avaliaram o nivel de degradacdo proteica de
cepas de S. thermophilus, L. casei e L. paracasei em soro reconstituido. As cepas de L. casei e
L. paracasei estudadas demonstraram aumento na atividade proteolitica durante 24 horas de
incubacdo a 37 °C, enquanto que os valores de protedlise das cepas de S. thermophilus ndo
apresentaram diferencas durante nesse mesmo periodo. Embasado por esses estudos, ressalta-
se a importancia da utilizacdo de micro-organismos probiéticos adjuvantes, tais como L. casei
e L. paracasei, para se promover a hidrdlise das proteinas do soro e a possivel producdo de
peptideos com atividade bioldgica, visto que 0 micro-organismo starter ndao exerce protedlise.

5.3.2 Anélise em cromatografia liquida ultrarrapida em fase reversa (RP-UFLC)

Qualitativamente, os lotes de soro em poO reconstituido sem tratamento (SR) e
adicionados de culturas lacticas (F1 e F2) apresentaram perfis de eluigdo similares (Figuras 1
a 6). As amostras de SR apresentaram picos maiores em relacdo a F1 e F2 durante os periodos
de amostragem estudados (TI, TF, D1 e D7).
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Figura 1 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e adicionado de S.
thermophilus TA40 e L. casei BGP93 (F1) no tempo inicial da fermentacédo (TI)
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Legenda: SR — soro reconstituido sem culturas lacticas; F1 — Formulagdo 1 (S. thermophilus TA40 + L. casei
BGP93); Tl — tempo inicial de fermentacéo.
(FONTE: dados de pesquisa)

Figura 2 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e adicionado de S.
thermophilus TA40 e L. paracasei BGP1 (F2) no tempo inicial da fermentacéo (TI)
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Legenda: SR — soro reconstituido sem tratamento; F2 — Formulacéo 2 (S. thermophilus TA40 + L. paracasei
BGP1); TI- tempo inicial de fermentac&o;
(FONTE: dados de pesquisa)

Nas duas formulagdes, observa-se que a amostra de soro antes da fermentagéo (TI)
difere em relagdo ao soro reconstituido (SR), por diminuicdo dos picos (Figura 1 e 2).
Conforme citado na metodologia, 0 soro reconstituido passou por um tratamento térmico (85
°C/30 min.) antes de ser adicionado das culturas lacticas. Considerando que 0s micro-
organismos estudados ndo possuem atividade proteolitica imediata, é possivel que essa

diminuicdo seja explicada pela desnaturacdo proteica causada pelo processamento térmico,
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que pode levar a uma modificagdo na solubilidade das proteinas, tendo um impacto sobre o

perfil de peptideos soltveis em TI.

Figura 3 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e adicionado de S.
thermophilus TA40 e L. casei BGP93 (F1) no tempo final da fermentagéo (TF)
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Legenda: SR — soro reconstituido sem tratamento; F1 — Formulagdo 1 (S. thermophilus TA40 + L. casei
BGP93);TF- tempo final de fermentacéo;
(FONTE: dados de pesquisa)

Figura 4 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e adicionado de S.
thermophilus TA40 e L. paracasei BGP1 (F2) no tempo final da fermentacédo (TF)
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Legenda: SR — soro reconstituido ; F2 — Formulacéo 2 (S. thermophilus TA40 + L. paracasei BGP1); TF- tempo

final de fermentacéo;
(FONTE: dados de pesquisa)

A desnaturacdo das proteinas do soro lacteo caprino ocasionada por aquecimento ja foi
estudada por Pintado e Malcata (1996) que, utilizando a técnica de cromatografia liquida
rapida de proteinas (FPLC), identificou que o aquecimento de soro &cido em temperatura

superior a 85 °C resultou na desnaturacdo de a-lactoalbumina e P-lactoglobulina, tendo
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impacto direto na solubilidade dessas proteinas. Dumitrascu et al. (2013), utilizando
metodologia parecida, constataram que o0 aumento do tempo e temperatura de aquecimento do

leite de cabra ocasionava maior decréscimo das proteinas majoritarias do soro.

Figura 5 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e das duas
formulacGes de soro reconstituido (F1 e F2) apds 1 dia de armazenamento (D1)
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Legenda: SR — soro reconstituido (valores médios dos soros utilizados para a producéo de F1 e F2); D1 F1- Soro
reconstituido adicionado de S. thermophilus TA40 e L. casei BGP93 ap6s 1 dia de armazenamento sob
refrigeracdo a 4 °C; D1 F2 — Soro reconstituido adicionado de S. thermophilus TA40 e L. paracasei BGP1 ap6s 1

dia de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C.
(FONTE: dados de pesquisa)

Figura 6 - Cromatograma do soro reconstituido sem culturas lacticas (SR) e das duas
formulacGes de soro reconstituido (F1 e F2) apds 7 dias de armazenamento (D7)
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Legenda: SR — soro reconstituido (valores médios dos soros utilizados para a producéo de F1 e F2); D7 F1- Soro
reconstituido adicionado de S. thermophilus TA40 e L. casei BGP93 apds 7 dias de armazenamento sob
refrigeracdo a 4 °C; D7 F2 — Soro reconstituido adicionado de S. thermophilus TA40 e L. paracasei BGP1 ap6s 7
dias de armazenamento sob refrigeracéo a 4 °C.

(FONTE: dados de pesquisa)
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Os cromatogramas das amostras dos dois tratamentos durante TF, D1 e D7 também
tiveram picos menores em rela¢do ao SR (Figuras 3, 4, 5 e 6). Considerando que pelo método
OPA foi detectado um aumento da proteolise durante esse periodo, é possivel que essa
diminuicdo da retencdo das proteinas seja decorrente da hidrélise enzimatica exercida pelos
micro-organismos. Madureira et al. (2012), utilizando RP-HPLC, conseguiram detectar, por
RP-HPLC, decréscimo no nivel das proteinas majoritarias do soro induzida por hidrolise de
bactérias lacticas. No entanto, para confirmacdo e avaliacdo dos produtos da degradacéo
proteica mediada pelas bactérias probidticas sugere-se modificacbes nos parametros
cromatogréaficos, em especial nos gradientes de eluicdo, focando apenas na andlise das
amostras no final da fermentacdo (TF) e apds 1 e 7 dias de armazenamento (D1 e D7).
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6 CONCLUSAO

A secagem em spray dryer resultou em poucas modificacbes na composicao
centesimal do soro de queijo de coalho de cabra, observando-se uma pequena redugdo na
concentracdo de proteinas totais quando comparado ao teor desse nutriente nos solidos totais
do soro fluido in natura.

A viabilidade das culturas lacticas comerciais potencialmente probioticas de L. casei e
L. paracasei manteve-se dentro dos padrdes exigidos pela legislacéo vigente (acima de 8 log
UFC na por¢do de 200 ml) ao longo do periodo de armazenamento estudado de 7 dias sob
refrigeracdo (4 °C). Dessa forma, a utilizacdo desses microrganismos em co-cultura com S.
thermophilus para a fermentacdo do soro caprino em po reconstituido mostrou-se viavel.

Os micro-organismos estudados apresentaram uma atividade proteolitica apreciavel
sobre as proteinas do soro de queijo de cabra, sendo constatado um aumento no grau de
protedlise no produto apds a fermentacdo e armazenamento. A analise qualitativa dos dados
obtidos por cromatografia liquida ultrarrapida em fase reversa (RP-UFLC) apontou uma
diminuicdo nas fracBes proteicas do soro caprino ap0s a secagem por spray dryer, apos a
fermentagdo com micro-organismos probidticos e durante armazenamento por 7 dias. A
atividade proteolitica observada durante a fermentacdo do soro reconstituido pode favorecer
as chances de liberagcdo no produto de peptideos com atividade bioldgica benéfica para saude

do consumidor.
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