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RESUMO

Em funcdo do aumento do consumo de queijos e da necessidade de busca de meios
alternativos para a fabricacdo deste produto, surgiu a demanda por sua obtencéo através de
coagulacdo vegetal. Sementes de girassol (Helianthus annuus) apresentam atividade
coagulante no leite de cabra, além de ser fonte de compostos bioativos, que e em conjunto
com o0 uso de probidticos na fabricacdo de queijos, como a cepa CNPCO007 de
Limosilactobacillus mucosae, a qual exibiu uma elevada taxa de sobrevivéncia em condicoes
gastricas e entéricas simuladas em estudos anteriores, podera originar um alimento funcional,
capaz de trazer efeitos benéficos a salde do consumidor. O objetivo do presente projeto foi
avaliar o perfil proteico de queijo produzido com o extrato de sementes de H. annuus e a
adicdo da cepa nativa com potencial probidtico L. mucosae CNPCO007 pertencente a colecdo
de bactérias laticas da EMBRAPA, em comparacdo a um queijo controle, com extrato de H.
annuus, mas sem a adi¢do do microrganismo. O perfil proteico do leite, soro e queijo caprino
no primeiro dia de armazenamento foi avaliado por meio da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de 15 x 15 cm, com 15% de acrilamida,
sendo os queijos também analisados no gel de 10 x 10 cm, com 17,5% de acrilamida. A partir
desta técnica foi possivel a separacdo e visualizacdo das proteinas caracteristicas de cada
amostra, como lactoferrina, soroalbumina, imunoglobulina G, p-lactoglobulina e a-
lactoalbumina para o soro lacteo, e as fra¢des a-, - e para-x- da caseina para os queijos, e
ainda a k-caseina nos leites, tendo sido reveladas as mesmas proteinas para as amostras do
tratamento controle, apenas com o extrato da semente de girassol, e do tratamento probiético,
com 0 mesmo extrato e a cultura L. mucosae. Uma vez que ndo houve interferéncia da adigédo
do probiotico no perfil dos queijos no primeiro dia de estocagem, estudos adicionais ainda
serdo necessarios para verificar se ha influéncia dessa cultura nativa sobre as caracteristicas de

protedlise do queijo ao longo do periodo de armazenamento.

Palavras-chaves: Alimento funcional. Coagulantes vegetais. Proteinas. Lacteos caprinos.



ABSTRACT

Due to the increase in the consumption of cheese and the need to search for alternative means
for the manufacture of this product, there was a demand for its obtainment through vegetable
coagulation. Sunflower seeds (Helianthus annuus) have coagulant activity in goat milk, in
addition to being a source of bioactive compounds, which together with the use of probiotics
in cheese production, such as the CNPCO0O07 strain of Limosilactobacillus mucosae, which
exhibited a high survival rate in gastric and enteric conditions simulated in previous studies,
may lead to a functional food, capable of bringing beneficial effects to the consumer's health.
The aim of this project was to evaluate the protein profile of cheese produced with H. annuus
seed extract and the addition of the native strain with probiotic potential L. mucosae
CNPCO007 belonging to the EMBRAPA lactic bacteria collection, compared to a control
cheese, with H. annuus extract but without the addition of the microorganism. The protein
profile of goat milk, whey and cheese on the first day of storage was evaluated using the
polyacrylamide-sodium dodecyl sulphate gel electrophoresis (SDS-PAGE) of 15 x 15 cm,
with 15% of acrylamide, being the cheeses also analysed on the 10 x 10 cm gel, with 17.5%
acrylamide. Using this technique, it was possible to separate and visualize the characteristic
proteins of each sample, such as lactoferrin, serum albumin, immunoglobulin G, B-
lactoglobulin and a-lactalbumin for whey, and the a-, - and para-k- fractions of casein for
cheeses, and also k-casein in milk, the same proteins having been revealed for samples of the
control treatment, only with the sunflower seed extract, and of the probiotic treatment, with
the same extract and the culture L. mucosae. Since the probiotic culture did not interfere in the
protein profile of the cheeses on the first day after the processing, additional studies will still
be needed to verify if this autochthonous culture is able to influence the proteolytic behaviour

of the cheese throughout the storage period.

Keywords: Functional food. Vegetable coagulants. Proteins. Goat dairy.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a caprinocultura é uma atividade difundida em todo o territério nacional,
mas com concentracdo de 93% na regido Nordeste. Os nimeros mais atualizados disponiveis
sobre a caprinocultura brasileira mostram um total de 9,78 milhdes de caprinos em 2016.
Apesar da escassez de chuva no Nordeste, o rebanho caprino cresce a cada ano, de 91% em
2007 para 93% em 2016. A concentracdo do rebanho caprino na regido Nordeste estd
relacionada as questdes culturais e de mercado (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2016).

Comparado ao bovino, o leite de cabra possui propriedades fisico-quimicas e
terapéuticas, que se distinguem pela maior digestibilidade, hipoalergenicidade, menor teor de
colesterol e alto teor de calcio, que tambem é melhor absorvido (DE PAULA et al., 2020).
Pode-se destacar como outro fator marcante as caracteristicas sensoriais, especialmente o
aroma e sabor tipicos, que sdo responsaveis pela aceitagdo ou rejeicdo dos produtos pelos
consumidores (RIBEIRO; RIBEIRO, 2010).

A fabricacdo de produtos de qualidade obtidos a partir do leite de cabra € uma
alternativa ao caprinocultor para agregar valor nutricional a matéria-prima. Dentre esses
produtos, 0s queijos estdo entre os derivados lacteos mais consumidos em todo o mundo pelos
mais variados tipos, formas e sabores (GONZALEZ-MARTIN et al., 2017). Desse modo, a
fabricacdo de queijos produzidos com leite caprino representa uma atividade significativa que
contribui diretamente para o crescimento socioeconémico da agropecuaria brasileira. Foi
observado também que por motivos como, intolerancia a lactose e reducdo do consumo de
gordura animal, surgem diversas alternativas ao leite de cabra e seus derivados (LIMA et al.,
2017).

Devido ao aumento mundial do consumo de queijos no mercado, na primeira década
dos anos 2000, surgiu-se a necessidade de buscar meios alternativos para a fabricagdo deste, e
com isso, a demanda por queijos de coagulacdo vegetal, por exemplo (LIMA et al., 2009). Na
perspectiva de obtencdo de novos queijos derivados do leite de cabra naquela década, foram
realizados experimentos visando a identificacdo de proteases vegetais (enzimas que
hidrolisam as ligacdes peptidicas de outras proteinas) e sua aplicabilidade na fabricacdo de
queijos artesanais. Em resultados preliminares, observou-se que sementes de girassol
(Helianthus annuus) tinham atividade coagulante no leite de cabra. Bem como, estudos
preliminares realizados no Laboratério de Tecnologia de Leite da Embrapa Caprinos,

utilizando extratos brutos das sementes de girassol, tém comprovado que é possivel a
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fabricacdo de queijos a partir desta técnica com excelentes caracteristicas sensoriais (EGITO
et al., 2006).

A busca por alimentos enriquecidos em nutrientes e bioativos com propriedades que
auxiliem o bom funcionamento do organismo com melhora da satde dos consumidores revela
a importancia dos alimentos funcionais. Nesse sentido, a definicdo de um “alimento
funcional” estd relacionada as suas propriedades nutricionais e aos efeitos metabdlicos e
fisioldgicos trazendo beneficios a saide (DANTAS et al., 2021).

Um dos alimentos funcionais que merecem destaque sdo 0s probidticos. Os
probidticos sdo definidos como microrganismos vivos que, quando administrados em
quantidades adequadas, afetam beneficamente a satde do hospedeiro (HILL et al., 2014). O
consumo de tais microrganismos esta associado a efeitos benéficos tanto em seres humanos
como em animais. Os beneficios para a saude humana com o consumo dos alimentos
contendo probidticos sdao amplos, incluindo a prevencao de condi¢des tais como infec¢des e
disturbios gastrointestinais, processos alérgicos, carcinogénese e crescimento tumoral
(TEODORO et al., 2021).

Cepas nativas de Limosilactobacillus mucosae, anteriormente classificada como
Lactobacillus mucosae, isoladas do leite de cabra, foram previamente avaliadas com relacéo
ao seu potencial probidtico por pesquisadores da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria, parceiros do Nuacleo de Pesquisa e Extensdo em Alimentos (NUPEA) da
UEPB. Dentre as cepas avaliadas, L. mucosae CNPCO007 exibiu genes relacionados a adesdo a
mucosa intestinal e a tolerancia aos sais biliares, além de elevada sobrevivéncia as condicdes
gastricas e entéricas simuladas in vitro, além da susceptibilidade a antibiéticos, sendo
considerada um potencial probidtico para uso humano (DE MORAES et al., 2017).
Posteriormente, a cepa L. mucosae CNPCO007 foi utilizada com sucesso na producédo de queijo
coalho de leite de cabra, alcangando populacdes superiores a 8 log UFC/g ao longo de 21 dias
de armazenamento (DE MORAES et al., 2018), niveis compativeis com aqueles relatados em
ensaios clinicos como necessarios para resultar em efeitos benéficos a saide do consumidor
(MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015). A capacidade de metabolizar nitrogénio proteico e
ndo proteico foi demonstrada em diferentes cepas de L. mucosae (MAMUAD et al., 2017),
incluindo a atividade proteolitica da cepa CNPCO007 quando cultivada em leite de cabra (DE
MORAES et al., 2017).

Nesse sentido, a utilizagdo de uma cepa nativa de L. mucosae na elabora¢do de um
queijo obtido por coagulacdo vegetal, poderia reforcar a protedlise durante o processamento,

bem como favorecer a modificacdo do perfil proteico ao longo do periodo de maturacéo e
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armazenamento, de modo a aumentar os beneficios quanto a textura e a liberacéo de peptideos
bioativos, de modo a reforcar os potenciais beneficios a saude deste produto.

Dessa forma, espera-se que ndo sejam observadas mudancas no perfil proteico das
amostras dos tratamentos controle e probidtico, tendo em vista que no primeiro dia de
armazenamento dos queijos, 0s processos bioquimicos que levariam a protedlise do queijo

ainda ndo seriam intensos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil proteico de queijo caprino obtido por coagulagdo com extrato de
semente de girassol (Helianthus annuus) na presenga e auséncia da cepa nativa
Limosilactobacillus mucosae CNPCO007 pertencente a colecdo de bactérias laticas da

EMBRAPA, em comparagdo a um queijo controle.

2.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos do presente trabalho:

a) determinar o perfil proteico do queijo produzido com o extrato da semente de H.
annuus e com a cepa nativa de L. mucosae;

b) determinar o perfil proteico de um queijo controle, produzido apenas com o
extrato da semente de H. annuus, ndo contendo a cepa de L. mucosae;

c) determinar o perfil proteico dos diferentes soros lacteos, subprodutos dos
processamentos dos queijos probidtico e controle, bem como dos leites usados na
producéo dos respectivos queijos;

d) verificar se a cultura de L. mucosae é capaz de influenciar o perfil proteico do

queijo no primeiro dia de armazenamento e do soro resultante.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caprinocultura na regido Nordeste e leite de cabra

A caprinocultura desempenha importante papel socioeconémico, € fonte de renda e de
alimentos (carne e leite) e contribui largamente para a viabilidade de pequenos produtores em
paises em desenvolvimento como o Brasil (ESCARENO et al., 2012), que é o maior produtor
de leite caprino do continente Americano — 26 milhdes de litros/ano (IBGE, 2017). No Brasil,
cerca de 93% do rebanho caprino encontra-se na regido Nordeste, principalmente na zona
semi-arida. Ha varias décadas constitui-se em uma espécie de expressiva importancia
econbmica gracas a sua rusticidade, que permite uma melhor adaptacdo as caracteristicas do
meio, ressaltando-se a qualidade dos produtos que fornece para a alimentagdo (DUBEUF et
al., 2004).

A caprinocultura leiteira no Brasil € uma alternativa eficaz para aumentar a renda de
pequenos produtores, em especial na regido Nordeste. A produgdo de derivados caprinos se
caracteriza como uma atividade de extrema importancia cultural, social e econdmica para o
nordeste brasileiro, desempenhando um papel decisivo no desenvolvimento desta regido
(ALENCAR et al., 2010).

3.2 Queijo obtido a partir do leite de cabra

Diversas propriedades tornam o leite de cabra benéfico para a saude humana, como
alta digestibilidade e capacidade de tamponamento, niveis mais baixos de colesterol em
comparacdo com o leite de vaca. O baixo potencial alergénico do leite de cabra também é uma
caracteristica importante relacionada a sua menor propor¢do de caseina a-s;, proteina
geralmente associada a resposta alérgica ao leite de vaca, uma das causas mais frequentes de
alergia alimentar em criancas. Essas propriedades também permitem a fabricacdo de uma
variedade de laticinios de leite de cabra, como queijo, iogurte, fermentado e bebidas lacteas
ndo fermentadas, sorvete, manteiga, leite condensado, sobremesas, entre outros. Além disso, a
adicdo de probidticos pode agregar maior valor funcional ao leite de cabra (DE PAULA et al.,
2020; PAL et al., 2017).

Nao possuir -caroteno, resultando em uma coloragdo mais branca; conter duas vezes
mais acidos graxos de cadeia curta, o que confere o pronunciado sabor e aroma aos queijos;

em geral, possuir menor teor de proteinas, sendo menor a quantidade de caseina e maior teor



18

de substancias nitrogenadas ndo-proteicas; e, por fim, apresentar um teor ligeiramente maior
de célcio, sdo caracteristicas importantes do leite caprino (GOMES et al., 2004).

A maior parte da producdo mundial de leite de cabra é utilizada para a fabricacdo de
queijos, sendo o subproduto de maior interesse tecnoldgico e valor econémico. A producdo e
comercializacdo de queijo caprino apresenta lucro maior que a comercializacdo do leite in
natura. O queijo é o produto de maior valor econdmico e tecnoldgico produzido com o leite
de cabra (RAMOS, 2017). A maturacdo tem papel fundamental no desenvolvimento das
caracteristicas individuais de cada queijo, pois ocorrem varios processos bioquimicos
primarios, os quais vdo determinar a sua textura (NARIMATSU et al., 2003). O processo de
maturacdo é ainda influenciado pelo tipo de leite usado e a presenca de diferentes
microrganismos. De uma forma geral, em queijos obtidos a partir de leite cru, os
microrganismos dominantes durante a maturacdo sdo bactérias acido-laticas de variados

géneros, com destaque para o Lactobacillus spp. (DAHL et al., 2000).

3.3 Uso de coagulantes vegetais na fabricacdo de queijos

A coagulagédo é uma etapa essencial na produgdo do queijo. A utilizacdo de proteases
de origem vegetal para o emprego na coagulacdo do leite tem despertado grande interesse,
pela facilidade de obtencdo de extratos, facil purificacdo e/ou isolamento de coagulante
natural, além de agregar valor nutricional ao produto (KUMARI; SHARMA;
JAGANNADHAM, 2012; SILVEIRA, 2020).

Neste contexto, as proteases exercem efeito fundamental na produgdo de queijos.
Essas enzimas tém como fungdo hidrolisar e sintetizar ligacGes peptidicas em ambientes
aquosos. Podem ser obtidas a partir de fontes de origem vegetal, animal e microbiana. No
entanto, os microrganismos sdo considerados a melhor fonte para a producdo de enzimas
devido ao alto rendimento na producdo. A hidrélise enzimatica é um tratamento que pode
melhorar as propriedades funcionais, nutricionais e imunoldgicas das proteinas, assim,
hidrolisados proteicos sdo utilizados amplamente como ingredientes de alimentos, bebidas
energéticas e formulacdes de dietas para criancas e adultos doentes (PIETRO et al., 2007).

A coagulacgédo enzimatica do leite, para a fabricacdo de queijos, envolve modificacfes
especificas das micelas de caseina através da protedlise limitada por proteinases selecionadas.
Estudos realizados na Embrapa Caprinos e Ovinos, utilizando extratos de sementes de

girassol, mostraram que através de testes bioquimicos estes extratos hidrolisam a « caseina na
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regido Phejgs-Metios, mesmo sitio de hidrolise da renina, apresentando potencial para
fabricacdo de queijos (EGITO et al., 2007).

3.4 Probidticos

De acordo com a resolucdo n® 2 de 07/01/2002, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (2002) que descreve alimento funcional como “todo alimento ou ingrediente que,
além das funcdes nutricionais basicas, quando consumido na dieta usual, produz efeitos
metabolicos e/ou fisiologicos benéficos a salde, devendo ser seguro para consumo sem
supervisao médica”.

Dentre os componentes de determinado grupo de alimentos que possuem propriedades
funcionais estéo os probioticos. Os probioticos sdo definidos como microrganismos vivos que,
quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a satide do hospedeiro
(HILL et al., 2014). Em um intestino adulto saudavel, a microflora predominante se compde
de microrganismos promotores da saude, em sua maioria pertencentes aos @éneros
Bifidobacterium e Lactobacillus. Esses géneros estdo presentes em queijos, iogurtes, produtos
lacteos fermentados e suplementos alimentares. Para ser considerado probiético cada cepa de
bactéria deve estar em elevada concentracdo, sendo normalmente recomendada uma por¢éo
de alimento que ofereca 10%-10" unidades formadoras de colonias do probidtico ao
consumidor por dia (MARTINEZ; BEDANI; SAAD, 2015).

3.5 Limosilactobacillus mucosae

O desenvolvimento de produtos lacteos contendo bactérias probidticas é um foco
importante das industrias de alimentos e, geralmente, a producéo de alimentos contendo cepas
probidticas especificas com concentracGes apropriadas de células vidveis durante a vida de
prateleira. Bactérias laticas sdo as principais bactérias probiéticas incluidas nos alimentos
funcionais, uma vez que sao consideradas, geralmente, como um status seguro e proporcionar
varios beneficios para os organismos hospedeiros (BURITI; SAAD, 2007).

A busca por candidatos probidticos entre bactérias laticas isoladas de alimentos pode
revelar novas cepas com propriedades tecnoldgicas e de saude promissoras. Cepas de
Lactobacillus mucosae, isoladas do leite de cabra, espécie reclassificada por Zheng et al.,
(2020) como Limosilactobacillus mucosae, foram investigadas por meio de testes in vitro. Foi

comprovada a presenca de fatores genéticos relacionados a producdo de hidrolase de sais
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biliares, propriedades de adesdo intestinal e producdo de amina biogénica. A cepa CNPC007
de Limosilactobacillus mucosae exibiu uma elevada taxa de sobrevivéncia em condicdes
gastricas e entéricas simuladas. Com relagédo as propriedades tecnoldgicas para aplicacdes de
laticinios, foi registrada acidificacdo do leite, capacidade de coagulacdo e atividade
proteolitica relativamente alta. Isto torna a cepa CNPCO007 um candidato promissor como

probidtico para aplicagdo em produtos lacteos (DE MORAES et al., 2017).

3.6 Técnica de Eletroforese em gel SDS-PAGE

A eletroforese é um método relacionado & migracao de particulas carregadas em um
determinado meio, sob a influéncia de uma diferenca de potencial, sendo a mobilidade
eletroforética da molécula ou particula carregada influenciada, entre outros fatores, pela
carga, pela massa molecular e pela concentracdo da mesma (MAGENIS, 2015).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) é um método de separagéo classico,
que permite a quantificacdo das bandas dos geis, e assim, fornece boa separacdo, levando a
resultados precisos e reprodutiveis. Além disso, apresenta vantagens de ser uma técnica de
separacdo de facil execucéo, rapida e de baixo custo (LIN et al., 2010).

O gel de poliacrilamida na presenca do desnaturante dodecil sulfato de sodio (SDS) é
uma técnica bastante utilizada no estudo de proteinas para a determinacdo da massa molecular
ou tamanho das proteinas e é capaz de separar essas moléculas de tamanhos moleculares entre
5-150 kDa em um tnico gel (CONSIDINE et al., 2007).

A incubacdo das amostras proteicas com SDS e um agente redutor, como o [-
mercaptoetanol, que promove o rompimento das liga¢6es dissulfeto das proteinas facilitando
0 acesso do SDS, conduz a uma normalizacao da carga e da forma das proteinas, de modo que
o elemento de distincdo entre essas moléculas passa a ser a massa molecular. A identifica¢éo
das proteinas separadas por SDS-PAGE pode ser realizada pela comparacdo da sua

mobilidade no gel e da massa molar de proteinas padrdo (MAGENIS, 2015).



21

4 METODOLOGIA

4.1 Local da pesquisa

As andlises da pesquisa experimental foram realizadas no Nucleo de Pesquisa e
Extensdo em Alimentos (NUPEA), do Centro de Ciéncias e Tecnologia — CCT/UEPB,
localizados no Campus |, Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Algod&do/Nucleo

Regional Nordeste da Embrapa Caprinos e Ovinos, no municipio de Campina Grande, PB.

4.2 Condicdes de coagulacdo do leite

As condicdes de coagulacdo do leite de cabra com a semente de girassol (H. annuus)
(concentracdo de extrato, tempo e temperatura) foram escolhidas com base nos melhores
resultados obtidos por Quirino (2021). Naquele estudo, para determinar o melhor resultado
(concentracdo de extrato, tempo e temperatura) foram realizados testes com o extrato aquoso
da semente de girassol (H. annuus) e com a temperatura do leite mantida a 37 °C, no qual, o
melhor resultado foi 50 uL de extrato para coagular 1 mL de leite em 1 h. A partir desse
resultado, realizou-se adaptagOes e utilizou-se 440 mL de extrato para coagular 10 L de leite
em 1 h. Dessa forma, para preparacdo do extrato vegetal do presente estudo, 120 g de
sementes de girassol foram sanitizadas, trituradas e colocadas em 150 mL de solucdo de NaCl

a 1% e acondicionadas a 8°C por 24 horas, e por fim filtradas.

4.3 Elaboracéo dos queijos

Foram produzidas duas formulacdes de queijos, na presenca e auséncia da cultura

nativa de Limosilactobacillus mucosae CNPC007, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 — Delineamento experimental dos tratamentos estudados.

Tratamento L. mucosae CNPC007 Extrato aquoso de H. annuus
Tl - +
T2 + +

Fonte: Quirino (2021). - = ausente; + = presente
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Apo6s o aquecimento do leite na temperatura estabelecida nos ensaios pilotos de Quirino
(2021) foi adicionada a cultura de L. mucosae pré-ativada em caldo De Man Rogosa e Sharpe
(MRS) conforme descrito por Galdino (2019). Posteriormente, para todos os tratamentos foram
adicionados o cloreto de calcio (CaCl,) na proporcédo de 2,5 g para 10 L de leite e o coagulante
de Helianthus annuus, na proporcao de 440 mL para 10 L de leite. A salga da coalhada foi
realizada na proporgdo de 90 g de sal para cada 10 L de leite, sendo o sal dissolvido em
aproximadamente 1 L de soro adicionado a massa imediatamente ap0s a dessora por um periodo
de 10 min. Apds esse periodo, o queijo foi enformado. Apds a enformagem, os queijos foram
prensados, embalados em sacos de polietileno e maturacdo a 8 °C.

4.4 Periodos de amostragem

A coleta das amostras de queijo foi realizada no dia seguinte a fabricacdo (1 dia).
Por¢des de queijo de aproximadamente 10 g foram congeladas (—18°C) para uso nas analises.
O leite usado na fabricacdo dos queijos, bem como o soro lacteo resultante do processamento
apos a coagulacao foram também congelados para uso nas analises (aproximadamente 10 mL
de cada amostra). O leite usado no preparo dos tratamentos controle e probidtico e o soro dos

queijos obtidos desses lotes foram liofilizados para a corrida nos géis de 15 x 15 cm.

4.5 Preparo das solugdes

4.5.1 Solugéo de acrilamida

Foi dissolvido 1 g de bis-acrilamida e 36,6 g de acrilamida em &gua ultrapura

suficiente para 100 mL.
4.5.2 Tampéo de separacao
Foram dissolvidos 9 g de tris (hidroximetil-aminometano) em aproximadamente 20

mL de agua ultrapura. O pH foi ajustado para 8.8 com HCI P.A, a solucédo foi filtrada e o

volume foi completado com &gua ultrapura suficiente para 50 mL.
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4.5.3 Tampéo de concentragao

Foram dissolvidos 3 g de tris (hidroximetil-aminometano) em aproximadamente 20
mL de agua ultrapura. O pH foi ajustado para 6.8 com HCI P.A, a solucédo foi filtrada e o
volume foi completado com &gua ultrapura suficiente para 50 mL.

4.5.4 Tampéo do tanque (ou do eletrodo)

Foram dissolvidos 30 g de tris, 144,5 g de glicina e 30 g de SDS em &agua destilada

suficiente para 5 L de solucéo. Esta solugdo foi armazenada na geladeira até 0 momento da corrida.

4.5.5 Dodecil sulfato de sédio (SDS) a 5%

Foi dissolvido 0,05 g de SDS em 1 mL de agua ultrapura, procedendo sua preparacao

no momento do uso.

4.5.6 Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%

Foi dissolvido 0,1 g de SDS em 1 mL de &gua ultrapura, procedendo sua preparacdo

no momento do uso.

4.5.7 Persulfato de aménio a 10%

Foi dissolvido 0,1 g de persulfato de aménio em 1 mL de agua ultrapura.

4.5.8 Persulfato de aménio a 30%

Foi dissolvido 0,3 g de persulfato de aménio em 1 mL de agua ultrapura.

4.5.9 Tampéao de amostra

Foram adicionados 2,5 mL do tampédo de concentracdo, 5 mL de glicerol, 5 mL de

SDS 10%, 0,3 g de 2-mercaptoetanol e 2,5 mg de azul de bromofenol em agua ultrapura

suficiente para 25 mL.
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4.5.10 Solucéo 0,1% de azul de coomassie

Em 50 mL de agua ultrapura foram adicionados 50 mL de alcool etilico, 0,1 g de azul
de Comassie (Coomassie Brilliant Blue R-250) e 2 g de acido tricloroacético (TCA).

4.5.11 Solucéo 5% de azul de coomassie

Em 10 mL de &agua ultrapura foram adicionados 0,5 g de azul de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue R-250).

4.5.12 Solucéo estoque de azul de coomassie

Em 500 mL de &gua destilada adicionou-se 50 g de sulfato de aménio, 6 mL de acido
fosforico 85% e 10 mL da solugdo 5% de Azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-
250).
4.5.13 Solugéo de trabalho de azul de coomassie

Em 400 mL de solucdo estoque de azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-
250) foram adicionados 100 mL de etanol. Esta solucdo foi preparada imediatamente antes de
corar o gel.

4.5.14 Solucéo de fixacao (alcool etilico a 50%)

Foram adicionados 50 mL de &lcool etilico em 50 mL de &gua ultrapura. Agitou-se
durante 1 h.

4.5.15 Solucéo descorante

Em 750 mL de agua destilada foram adicionados 50 mL de acido acético e 200 mL de
alcool etilico.



25

4.6 Preparacédo dos géis

Foi utilizado o sistema PAGE-SDS-2-mercaptoetanol, descrito por Laemmli (1970) e
Donkor (2007), adaptado para 0 uso de géis em placas 10 x 10 cm e 15 x 15 cm. Foram aplicados
nas placas o gel separador a 17,5% e o gel concentrador de 3,5% de acrilamida, para os géis de 10 x
10 cm (pequeno — este gel, bem como a corrida, foram realizados no Nucleo de Pesquisa e Extenséo
em Alimentos (NUPEA). Para os geéis de 15 x 15 cm (grande — este gel, bem como a corrida, foram
realizados no Laboratdrio de Biotecnologia da Embrapa Algoddo/Nucleo Regional Nordeste da
Embrapa Caprinos e Ovinos), foram aplicados o gel separador a 15% e o gel concentrador de 5% de
acrilamida. Os géis sdo compostos de tampé&o separador/concentrador contendo Tris/HCI e também
solucBes de acrilamida/bis-acrilamida, &gua ultrapura, solucdo de SDS a 5% e 10%,
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de amonio a 10 e 30%.

Na Tabela 2 a seguir sdo apresentados 0s volumes usados para 0s respectivos géis de

10 x 10 cm de separacdo e concentracdo, aplicados nesta analise.

Tabela 2 — Reagentes e volumes usados no preparo dos géis de 10 x 10 cm (pequeno) de

separacdo e de concentracao.

Reagentes Gel Separador - 17,5% Gel Concentrador - 3,5%
Tampao Separador 2.000 pL -
Tampao Concentrador - 625 pL
Acrilamida 4.670 puL 583 pL
Agua ultrapura 1.230 pL 3.610 pL
SDS - 5% 160 pL 100 pL
TEMED 9L 15 uL
Persulfato - 10% 107 pL -
Persulfato - 30% - 67 pL
Volume final 8.176 pL 5.000 pL

Fonte: Laemmli (1970) e Donkor (2007), adaptado.

Na tabela 3 a seguir sdo apresentados os volumes e concentragfes usados para 0S
respectivos géis com 15 x 15 cm (grande) de separacdo e concentracdo, aplicados nesta

analise.
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Tabela 3 — Reagentes e volumes usados no preparo dos géis com 15 x 15 cm (grande) de

separacao e concentracao.

Reagentes Gel Separador - 15% Gel Concentrador - 5%
Tampao separador 7.500 pL -
Tampéo concentrador - 2.500 pL
Acrilamida 12.300 pL 1.300 pL
Agua ultrapura 9.600 pL 5.800 pL
SDS - 10% 300 pL 100 pL
TEMED 30 puL 10 pL
Persulfato - 10% 200 pL -
Persulfato - 30% - 200 pL
Volume final 30.000 pL 10.000 pL

Fonte: Dados da pesquisa.

4.7 Preparo das amostras para eletroforese

Para o preparo dos géis de 15 x 15 cm (grande) foram utilizados leite liofilizado (0.05
g), soro liofilizado (0.08 g) e queijo (0.02 g) dos tratamentos controle e probidtico. Para os
géis de 10 x 10 cm (pequeno) foram utilizados queijo de ambos os tratamentos (0.02 g). As
amostras foram transferidas para tubos tipo Eppendorf, no qual foi adicionado também 1 mL
de tampdo da amostra e ficaram em repouso por 1 hora. Em seguida, foram agitadas por 2 min
(agitador de tubos vortex Nova Instruments NI1058) com a finalidade de solubilizar as
amostras no tampdo. Posteriormente, foram tratadas a 100 °C por 10 min em estufa. Em

seguida, foram centrifugadas a 3.000 rcf por 2 min. Seus sobrenadantes foram descartados.

4.8 Corrida eletroforética

Foram utilizados 10 uL e 5 pL de amostra por pogo para os géis grande e pequeno,
respectivamente. A corrida eletroforética foi realizada na presenca de um tampédo
tanque/eletrodo em tensdo constante de 250 V e corrente de 25 mA por gel, sob refrigeracéo a
4 °C, para o gel pequeno. Para o gel grande, a corrida foi realizada com uma corrente de 60
mA e 500 V. Ao fim da corrida, descartou-se o gel concentrador, permanecendo apenas o gel

separador. Este (gel pequeno) foi imerso durante 20 min em uma solucédo de fixacdo composta
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por 50 mL de agua deionizada e 50 mL de &lcool etilico. O gel grande foi imerso na solucéo

de fixacao por 30 min.

4.9 Revelagao das proteinas

O gel pequeno imerso na solugdo de fixacdo foi retirado e corado com azul de
Coomassie a 0,1% por 1 h. O gel grande foi corado na solugcdo de trabalho de azul de
Coomassie a 5% por 2 h. A seqguir, foram realizadas sucessivas lavagens com agua destilada.
Para o gel grande realizou-se lavagem adicional com solucdo descorante (750 mL de agua
destilada, 50 mL de &cido acético e 200 mL de etanol). Os géis foram, entdo, fotografados em

scanner.
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O perfil proteico das amostras LC (leite usado para a producéo do queijo controle), SC

(soro resultante do queijo controle) e QC (queijo controle), bem como LM (leite da producéo

do lote contendo L. mucosae), SM (soro contendo L. mucosae) e QM (queijo contendo L.

mucosae) obtidos em gel de 15 x 15 cm, com 15% de acrilamida é apresentado na Figura 1 a

sequir.

Figura 1 — Analise Eletroforética das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes no gel de

15 x 15 cm, com 15% de poliacrilamida contendo as amostras de leite, soro e

queijo do tratamento controle (sem probidtico) e do tratamento probidtico com

Limosilactobacillus mucosae realizado no Laboratério de Biotecnologia da

Embrapa Algoddo/Nucleo Regional Nordeste da Embrapa Caprinos e Ovinos.

18.4
16

Fonte: Dados da pesquisa.
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Onde: LC: leite controle; LM: leite usado no tratamento com L. mucosae; SC: soro controle; SM: soro com L.
mucosae QC: queijo controle; QM: queijo com L. mucosae; Lf: lactoferrina; SA: soroalbumina; IgG:
imunoglobulina G; 0s-CN: as-caseina; B-CN: B-caseina; k-CN: k-caseina; B-Lg: B-lactoglobulina; para-x-
CN: para-k-caseina; a-La: a-lactoalbumina.

A Figura 1 do gel, acima, representa um corte do gel 15 x 15 cm original, pois havia

outras amostras analisadas que ndo correspondem a esta pesquisa naquele gel.
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Ao analisar os leites (LC e LM) foi possivel observar bandas de proteinas
caracteristicas: lactoferrina (Lf) encontrada na regido de aproximadamente 86 kDa;
soroalbumina (SA) em 67 kDa; imunoglobulina G (IgG) em 52 kDa; as-caseina (as-CN) entre
25,2 kDa e 23 kDa; B-caseina (B-CN) em 24 kDa e k-caseina (k-CN). Resultados semelhantes
foram encontrados por Conway et al., 2010.

De acordo com Huppertz et al. (2018), a ag;-caseina apresenta uma massa molecular
de 23,6 kDa ¢ a asp-caseina, 25 kDa. No entanto, estas proteinas podem realizar, além de auto
associacdes entre si, associacdes com outras moléculas. Alguns fatores como, o aumento da
forca iGnica em pH 6,6 resulta em uma maior associagdo, enquanto o aumento do pH para >
6,6 aumenta a repulsdo eletrostatica e, portanto, reduz a associacdo. Por este motivo, as
caseinas ag; € og2 Ndo foram devidamente identificadas.

Em alguns casos a P-caseina e a ag-caseina podem ficar sobrepostas, pois quando em
misturas 1:1, ou seja, na proporcdo em que ocorrem no leite, particulas consideravelmente
menores sdo observadas, sugerindo a formagao de complexos mistos e indicando que a formagéo
de complexos o -caseina: 3-caseina é favorecida (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2018).

O mesmo ¢ valido para a k-caseina, que apresenta uma massa molecular de 19 kDa, mas,
devido a possiveis associagdes, ¢ visualizada logo abaixo da [-caseina. De uma perspectiva
coloidal, as micelas de caseina foram descritas como coloides estericamente estabilizados. A
estabiliza¢do estérica é fornecida principalmente pela escova de k-caseina na superficie da micela,
com a regido C-terminal da proteina projetando-se na fase aquosa e o N-terminal se associando
com o nucleo das micelas de caseina (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2018).

No processo de coagulacdo enzimética do leite, primeira etapa na fabricacdo da
maioria dos queijos, na presenca de quimosina ou outras enzimas proteoliticas, ocorre a
hidrolise da k-caseina. No caso da quimosina, esta hidrolise ocorre na ligacdo peptidica
existente entre as unidades 105 (fenilalanina) e 106 (metionina). Apos a hidrolise, 0 segmento
C-terminal da k-caseina, é liberado na fase aquosa, enquanto que a para-k-caseina N-terminal
permanece associada as micelas, mas fornece estabilidade residual insuficiente, e ocorre
agregacdo das micelas de para-k-caseina, o que pode levar a floculagéo e gelificacdo do leite
(HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2018).

As ag-caseinas sdo fracdes mais susceptiveis a protedlise enquanto que a degradacéo
da B-caseina € bem menor, conforme foi verificado em uma grande variedade de queijos, a
exemplo do Cheddar, Taleggio, Gorgonzola, Reggianito Argentino, Mussarela, Caciocavallo
Pugliese entre outros (FONTENELLE; EGITO; BASTOS, 2010).
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Com relacdo aos soros (SC e SM) foi possivel visualizar, além de lactoferrina (Lf)
encontrada na regido de aproximadamente 86 kDa; soroalbumina (SA) em 67 kDa;
imunoglobulina G (IgG) em 52 kDa; também B-lactoglobulina (B-Lg) em 18,4 kDa ¢ a-
lactoalbumina em 14,3 kDa. (CONWAY; GAUTHIER; POULIQOT, 2010).

Ainda no gel 15 x 15 cm a 15% de acrilamida foi possivel observar as proteinas
caracteristicas de queijos nas amostras controle QC e probidtica QM. Além das fragdes o-
CN e B-CN foi possivel a visualizacdo do peptideo para-k-caseina (para-x-CN) na regido de
aproximadamente 16 kDa (Figura 1), tradicional peptideo resultante da coagulacdo
enzimatica. Resultados semelhantes foram obtidos por Egito et al. (2007) ap6s hidrolise de
caseina bovina com coagulante animal e coagulante vegetal, onde ambos o0s extratos
hidrolisam a k-CN na regido Phejos-Metios, produzindo para-x-CN. Do ponto de vista
tecnologico, a ligagdo Phejps-Metios da Kk-caseina € extremamente importante, pois sua
hidrolise pela quimosina ou outras proteinases inicia a gelificacdo do leite durante a
fabricacdo do queijo (HUPPERTZ; FOX; KELLY, 2018).

Ao comparar as amostras (leite, soro e queijo) do tratamento controle (T1) com as
respectivas amostras (leite, soro e queijo) do tratamento probiotico (T2), pode-se afirmar que
a cepa nativa de L. mucosae CNPCO007 no 1° dia de armazenamento nédo influenciou o perfil
proteico, pois revelou proteinas similares. Vale ressaltar que o leite usado para a produgéo do
tratamento com L. mucosae foi coletado para a analise antes da adi¢éo da cultura. No entanto,
os leites usados para a producdo dos queijos dos tratamentos controle e probidtico foram
adquiridos em momentos diferentes, ndo havendo, portanto, interferéncia do lote utilizado
sobre o perfil proteico dos leites.

Na Figura 2 a seguir, é apresentado o gel de 10 x 10 cm, com 17,5% de acrilamida das
amostras de queijo controle e queijo contendo L. mucosae, para reforcar e confirmar as

proteinas que foram reveladas no gel de 15 x 15 cm, com 15% de acrilamida.
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Figura 2 — Analise Eletroforética das proteinas obtidas por SDS-PAGE presentes no gel de 10
x 10 cm, com 17,5% de poliacrilamida contendo as amostras dos queijos do
tratamento controle (sem probidtico) e do tratamento probidtico com
Limosilactobacillus mucosae realizado no Nucleo de Pesquisa e Extensdo em
Alimentos (NUPEA).

kDa

OM

_J%

Fonte: Dados da pesquisa.
Onde: QC: queijo controle; QM: queijo com L. mucosae; os-CN: ag-caseina; B- CN: B-caseina; para-x-CN: para-
K-caseina.

A Figura 2, acima, representa um corte do gel original de modo a destacar as amostras
de queijo controle (QC) e queijo com L. mucosae (QM), produto final da coagulacao do leite,
no gel de 10 x 10 cm, com 17,5% de acrilamida.

Ao analisar o corte do gel 10 x 10 cm a 17,5% de acrilamida foi possivel observar,
novamente, as proteinas caracteristicas de queijos nas amostras controle QC e probiotica QM.
Além das fragdes as- CN (entre 25,2 kDa e 23 kDa) e B-caseina (B-CN) em 24 kDa, foi
possivel também a visualizagdo, novamente, do peptideo para-k-caseina (para-k-CN) na
regido de 16 kDa, confirmando os resultados ja discutidos na Figura 1.

A maior parte do glicomacropeptideo, produto soluvel da hidrolise da x-CN, é
eliminado no soro; contudo, a para-k-CN permanece nas micelas da caseina, ficando, por

isso, incorporada apenas no queijo (VEIROS, 2005).
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Foi possivel determinar o perfil proteico do leite, queijo e soro caprino, na presenga e
auséncia da cultura nativa potencialmente probiotica de L. mucosae, através da técnica SDS-
PAGE. No leite usado na producdo de ambos os tratamentos foram reveladas todas as
proteinas lacteas também presentes no soro e no queijo, a excecao da para-k-CN, que aparece
somente nos queijos, ¢ k-CN que aparece somente nos leites. No soro de ambos os
tratamentos foram reveladas as proteinas soliiveis caracteristicas, Lf, SA, 1gG, B-Lg e a-La.

Os queijos controle e probidtico apresentaram as-CN, B-CN e o peptideo para-k-CN.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista as semelhancas eletroforéticas dos tratamentos controle e adicionada
cultura nativa potencialmente probidtica de Limosilactobacillus mucosae CNPCO007
discutidas no presente estudo, pode-se concluir que a producgéo de queijo de cabra utilizando
um coagulante vegetal de extrato da semente de Helianthus annuus e esta cultura nativa
resulta em perfil proteico caracteristico ao de queijos de coagulacdo enzimatica no primeiro
dia de armazenamento, sendo, portanto, uma alternativa viavel de producdo que pode ser
promissora se adotada pelos produtores.

Uma vez que as amostras foram avaliadas apenas no primeiro dia de armazenamento,
estudos adicionais ainda serdo necessarios para verificar a influéncia da cultura nativa L.
mucosae sobre as caracteristicas de proteolise do queijo, ao longo do periodo de
armazenamento, em que 0s processos bioquimicos que podem ocasionar modificacBes

sensoriais e de producdo de compostos bioativos tornam-se mais importantes.
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